
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS - UFGD 

FACULDADE DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS E AMBIENTAIS - FCBA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA 

GERAL/BIOPROSPECÇÃO 

 

 

ANA CAROLINA DA COSTA 

 

 

 

XILANASES DE Trichoderma piluliferum E Trichoderma viride: PRODUÇÃO, 

CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA E APLICAÇÕES INDUSTRIAIS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dourados, MS 

2016 

 



 
 

ANA CAROLINA DA COSTA 

 

 

 

 

 

 

 

 

Xilanases de Trichoderma piluliferum e Trichoderma viride: produção, 

caracterização bioquímica e aplicações industriais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Simões Ribeiro Leite 

Dourados, MS 

2016 

Dissertação apresentada à Faculdade de 

Ciências Biológicas e Ambientais da 

Universidade Federal da Grande Dourados, 

FCBA/UFGD para obtenção do título de Mestre 

em Biologia Geral/Bioprospecção. 

 

Área de Concentração: Bioprospecção 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP). 

 

 

Ficha catalográfica elaborada automaticamente de acordo com os dados 

fornecidos pelo(a) autor(a). 

 

©Direitos reservados. Permitido a reprodução parcial desde que citada a fonte. 

 

C838x Costa, Ana Carolina Da 

XILANASES DE Trichoderma piluliferum E Trichoderma 

viride: PRODUÇÃO, CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA E 

APLICAÇÕES 

INDUSTRIAIS / Ana Carolina Da Costa -- Dourados: UFGD, 2016. 

48f. : il. ; 30 cm. 

 

Orientador: Rodrigo Simões Ribeiro Leite 

 

Dissertação (Mestrado em Biologia Geral/Bioprospecção) - 

Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais, Universidade 

Federal da Grande Dourados. 

Inclui bibliografia 

 

 

1. Cultivo em Estado Sólido. 2. Digestibilidade. 3. Hemicelulase. I. 

Título. 



 
 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho aos meus pais, Marco e Yukari, que sempre acreditaram em mim e 

me deram todo o apoio para conclusão deste trabalho, amo vocês.  



 
 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço em primeiro lugar a Deus por ter iluminado sempre meus caminhos, ter me 

concedido saúde, paz e discernimento para conduzir este trabalho. 

Aos meus pais, Marco e Yukari, pelo amor e apoio sempre. 

Aos meus irmãos, Monique e João Vítor, pelo carinho e pela amizade. 

À minha família que sempre que precisei esteve me apoiando e me orientando, 

principalmente aos meus primos Leonora e Luiz (vocês são incríveis!). 

Ao Gabriel que sempre acreditou em mim e me deu forças para seguir em frente. 

Aos meus amigos queridos que sempre me alegraram e me deram força. 

Aos meus companheiros e amigos do laboratório que estiveram dia a dia ao meu lado e 

que contribuíram diretamente na realização desse trabalho. 

Ao professor Dr. Rodrigo Simões Ribeiro Leite pela confiança, orientação e 

aprendizagem durante todo o período em que estive na UFGD. 

Aos professores Dr. Jefferson Rodrigues Gandra e Dr. Rafael Henrique de Tonissi e 

Buschinelli de Goes e seus alunos pela disponibilidade em me ajudar nos experimentos 

de digestibilidade e pela nova parceria formada. 

Agradeço aos professores Dr. Marcelo Fossa da Paz e Dr. Gustavo Graciano Fonseca 

pelas colaborações no meu exame de qualificação. 

Agradeço aos professores Dr. Gustavo Graciano Fonseca  e Dr. Jefferson Rodrigues 

Gandra por aceitarem participar da minha defesa de mestrado. 

Agradeço aos professores Dr. Marcelo Fossa da Paz  e Dra. Eliana Janet Sanjinez 

Argandoña por aceitarem meu convite como suplentes da banca de minha defesa. 

Agradeço aos técnicos dos laboratórios da Faculdade de Ciências Biológicas e 

Ambientais pela ajuda e disponibilidade. 

Agradeço ao PPG-Bioprospecção, falo dos meus professores, colegas e secretários 

(Paulo você é DEMAIS!) que me forneceram todo o apoio para eu estar concluindo o 

processo de formação do mestrado. 

Agradeço aos órgãos financiadores desse trabalho: CAPES, CNPQ e FUNDECT.  

E a todos que de alguma maneira me ajudaram na realização desse trabalho. 

 

Muito Obrigada! 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O mundo é de Deus e Ele o empresta aos corajosos. 

" Sem mim, nada podeis fazer " (Jo 15,5) 



 
 

RESUMO 

A necessidade do uso da tecnologia enzimática para bioconversão de compostos 

lignocelulósicos impulsiona pesquisas para reduzir custos e viabilizar o 

desenvolvimento de diversos produtos e serviços biotecnológicos. O Cultivo em Estado 

Sólido de microrganismos é uma alternativa de baixo custo que permite empregar 

resíduos agroindustriais como substrato para produção de enzimas. Este trabalho teve 

como objeto de estudo as xilanases, enzimas do complexo hemicelulolítico que 

auxiliam a degradação da parede celular vegetal. Visamos otimizar a produção de 

xilanase por Cultivo em Estado Sólido de duas linhagens de Trichoderma spp. isoladas 

do Pantanal sul-mato-grossense, caracterizar as enzimas produzidas e avaliar seu 

potencial para aplicação em dietas de bovinos. Os parâmetros de cultivo avaliados 

foram: o uso de diferentes resíduos agroindustriais como substrato (farelo de trigo, 

farelo de soja, casca de arroz, bagaço de cana, palha de milho e sabugo de milho), 

umidade inicial do meio de cultivo (de 50 a 80%) e tempo de cultivo (de 24 a 120 

horas). As enzimas foram caracterizadas quanto ao efeito de pH e temperatura sobre sua 

função catalítica. Os extratos obtidos da otimização dos parâmetros de cultivo foram 

avaliados quanto ao potencial catalítico e digestibilidade in vitro de diferentes forragens. 

O fungo T. piluliferum teve melhor produção da enzima xilanase, cerca de 301,8 U g-1 

(30,18 U mL-1), quando cultivado em farelo de trigo, com 75% de umidade, por 96 

horas. O pH ótimo da enzima produzida por T. piluliferum foi 4,5, obtendo como 

temperatura ótima 50°C. A enzima foi estável em uma faixa de pH que variou de 3,0 a 

10,0 e manteve-se estável por uma hora a 40°C. Para o fungo T. viride os melhores 

parâmetros de cultivo foram: farelo de trigo como substrato, 65 e 70% de umidade 

inicial e tempo de cultivo de 48 horas. A xilanase produzida por esse fungo apresentou 

pH ótimo de 6,0, temperatura ótima de 45°C e foi estável a faixa de pH que variou de 

3,0 a 10,0, mantendo sua atividade após uma hora à 40°C. Ambos os extratos 

enzimáticos produzidos foram eficazes no aumento da digestibilidade de forragens: 

Feno Tifton 185, silagem de cana e silagem de milho. O uso de enzimas xilanases 

produzidas neste trabalho como aditivos alimentares para bovinos pode trazer benefícios 

a nutrição animal. As xilanases presentes nos extratos enzimáticos se mostraram 

promissoras para produção de xilooligossacarídeos. Os extratos enzimáticos produzidos 

apresentaram baixa atividade de celulases, indicando também potencial para aplicação 

em processos de biobranqueamento da polpa de celulose em indústrias de papel e 

celulose. 

Palavras-chave: 1) Cultivo em Estado Sólido 2) Digestibilidade 3) Hemicelulase 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The need for the use of enzyme technology for bioconversion of lignocellulosic 

compounds boosts researches to cheapen and facilitate the development of several 

biotechnological products and services. Solid State Cultivation of microorganisms is a 

low-cost alternative that allows us to use agro-industrial by-products as a substrate for 

the enzymes production. In this study we investigated the xylanase, enzyme of the 

hemicellulolytic complex which assist the degradation of plant cell wall. We aimed to 

optimize the production of xylanase by solid state cultivation by two strains of 

Trichoderma spp. isolated from the Pantanal/MS, the characterization of the enzymes 

produced was investigated and we evaluated its potential for use in cattle diets. The 

parameters of cultivation evaluated was: the use of different by-products as a substrate 

(wheat bran, soy bran, rice peel, sugarcane bagasse, corn straw and corn cob), initial 

moisture content of the medium (50-80%) and cultivation time (from 24 to 120 hours). 

The enzymes were characterized about the pH effect and temperature effect on its 

catalytic funtion. The extracts obtained from the optimization of culture parameters 

were evaluated for the catalytic potential. The fungus T. piluliferum had better 

production of xylanase enzyme, about 301.8 U g-1 (30.18 U mL-1), when grown on 

wheat bran, with 75% moisture for 96 hours. The optimum pH of the enzyme produced 

by T. piluliferum was 4.5, obtaining as the optimum temperature 50°C. The enzyme was 

stable at a pH range which ranged from 3.0 to 10,0 and it remained stable for 1 hour at 

40°C. The best culture parameters for the cultivation of T. viride were: wheat bran as 

substrate, 65 and 70% initial moisture content and 48 hours cultivation. The xylanase 

produced by this fungus had 6.0 as pH optimum and 45°C as optimum temperature, the 

enzymes was stable at pH range which ranged from 3.0 to 10,0  keeping its activity after 

1 hour at 40°C. Both enzyme extracts produced were effective in increasing feed 

digestibility of: Tifton Hay 185, sugarcane and corn silage. The use of xylanase 

enzymes produced in this work as feed additives for cattle can benefit animal nutrition. 

The xylanases present in the enzyme extract proved promising for production 

xilooligossacarídeos. The enzyme extracts showed low cellulase activity, which 

indicates potential for application in biobleaching processes of cellulose pulp in the pulp 

and paper industries.  

Keywords: 1) Solid State Cultivation; 2) Digestibility 3) Hemicellulase 
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CAPÍTULO 1 - REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1.XILANASES 

 O uso de enzimas no contexto industrial é uma prática comum e até 

indispensável em alguns processos. As enzimas podem formar compostos altamente 

desejáveis e catalisar reações de modo seguro e limpo. Dentre esses catalizadores 

destacamos a ação das xilanases, que vem sendo aplicadas em diversos segmentos 

industriais. As xilanases são enzimas do complexo hemicelulolítico, ou seja, atuam 

sobre a fibra de hemicelulose presente na parede das células vegetais (KNOB et al., 

2014; MENEGUETTI, 2013; OLIVEIRA, 2010;). 

 A parede celular vegetal confere as células vegetais integridade estrutural, 

proteção, sinalização e coordenação no crescimento e desenvolvimento (RODRIGUES, 

2012). Essa estrutura envolve as células vegetais e é formada por fibras de celulose, 

hemicelulose, pectina e proteínas solúveis inseridas em uma matriz de lignina, a qual 

confere rigidez a parede celular vegetal (Figura 1) (BON et al., 2008; ZHANG et al., 

2014).   

 

 As hemiceluloses estão complexadas e ligadas em alguns pontos com as fibras 

de celulose através de ligações de hidrogênio, formando o complexo celulose-

 

Figura 1 - Estrutura da parede celular vegetal 

Fonte: modificado de STICKLEN, 2008. 
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hemicelulose o qual facilita o arranjo paralelo das fibras de celulose (DURAN et al., 

2008; RODRIGUES, 2012; RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2002). A pectina 

presente na parede determina seu grau de porosidade, armazena cálcio e é responsável 

por liberar moléculas sinalizadoras de defesa da planta (DE-SOUZA, 2011). As 

proteínas, por sua vez, tem papel estrutural e enzimático. A lignina é um composto 

amorfo de natureza aromática que interage com as fibras de celulose e hemicelulose na 

parede celular vegetal conferindo a ela rigidez e proteção aos tecidos de danos físicos e 

de ataques de microrganismos fitopatógenos (SALIBA et al., 2001). A proporção destes 

componentes da parede celular vegetal pode variar de acordo com a espécie e idade da 

planta, no geral, podemos atribuir cerca de 90% da massa da parede aos carboidratos 

nela presentes (RODRIGUES, 2012).  

 Dentre os carboidratos que formam a parede celular vegetal podemos destacar a 

hemicelulose, segundo polímero mais abundante na natureza, ficando atrás apenas da 

celulose (ALVES-PRADO et al., 2010). Os componentes hemicelulósicos incluem 

polissacarídeos com estruturas lineares e/ou ramificadas (ALVES-PRADO et al., 2010; 

DURAN et al., 2008; RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2002). As unidades que 

formam as cadeias de hemicelulose podem ser aldo-pentoses, como xilose, arabinose e 

ramnose, aldo-hexoses, como glicose, manose e galactose, ácidos urônicos como os 

ácidos glucurônicos e galacturônicos (BON et al., 2008; HOFFMAN, 2013; 

TERRONE, 2013).  

 A xilana é o principal componente da hemicelulose, podendo chegar a 70% da 

sua composição. Ela consiste de um polissacarídeo formado por monômeros de xilose 

unidos por ligações glicosídicas (β-1,4), podendo apresentar ramificações com os outros 

grupos de açúcares já citados (ALVES-PRADO et al., 2010) (Figura 2).  

 

Figura 2 - Estrutura química da hemicelulose, representada por xiloses unidas por 

ligações β, 1-4 e com uma ramificação de arabinose. 

Fonte: Modificado de DHEPE e SAHU, 2010.  
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 Para obtenção de xilose ou xilooligossacarídeos é necessário promover o 

desarranjo da parede celular vegetal e da hemicelulose, para isso alguns autores 

propõem a utilização de processos biotecnológicos, mais precisamente da utilização de 

enzimas microbianas de degradação da parede celular vegetal, como as hemicelulases 

(GOWDHAMAN et al., 2014; MITTAL et al., 2013; THOMAS et al., 2013). 

 As enzimas hemicelulolíticas formam um complexo capaz de degradar a 

hemicelulose presente na parede celular vegetal e podem ser classificadas em dois 

grupos: as que degradam a cadeia principal (despolimerizantes) e as que degradam as 

cadeias laterais (desramificantes) (MAGALHÃES, 2005). As principais enzimas 

envolvidas na degradação da hemicelulose são as xilanases, estas enzimas atuam na 

cadeia central da hemicelulose, a xilana, reduzindo drasticamente o grau de 

polimerização deste polissacarídeo. Existem dois tipos de xilanases: As endo-1,4-β-

xilanases (EC 3.2.1.8) que atacam internamente o esqueleto estrutural da molécula 

liberando xilooligossacarídeos e as β-D-xilosidades (EC 3.2.1.37) que hidrolisam 

externamente a cadeia de xilana e pequenos xilooligosacarídeos liberando xilose 

(KESHWANI e CHENG, 2009; KNOB et al., 2014). 

 Para que ocorra a hidrólise completa da hemicelulose é preciso a ação sinérgica 

de enzimas acessórias capazes de clivar as cadeias laterais como as α-

arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) que hidrolisam as terminações não-redutoras de -α-

L-1,2-, α-L-1,3- e α-L-1,5-arabinofuranosil (NUMAN e BHOSLE, 2006), as feruloil 

esterases (EC 3.1.1.73) que clivam as ligações entre o polissacarídeo de xilana e o 

feruloil  (ABOKITSE, et al., 2010), as α-glucuronidases (EC 3.2.1.139), que liberam os 

ácidos glicurônicos da xilana (LEE et al., 2009) e as acetilxilano esterases responsáveis 

pela desacetilação das xilanas e xilooligossacarídeos (EC 3.1.1.72) (HOFFMAN, 2013) 

(Figura 3). 

 O uso de todo o complexo enzimático para degradação completa da 

hemicelulose depende do objetivo de sua aplicação. No entanto, a utilização das 

xilanases reduzem consideravelmente o nível de polimerização da hemicelulose 

resultando em significativa desorganização da estrutura da parede celular vegetal 

(KHANDEPARKER e NUMAN, 2008). 



4 
 

 

Figura 3 - Enzimas do complexo hemicelulolítico. 

Fonte: Modificado de  SUN et al., 2012. 

1.2. APLICAÇÕES INDUSTRIAIS DAS XILANASES 

 As xilanases vem sendo aplicadas em diversos segmentos industriais, como na 

produção de etanol de segunda geração, nas indústrias alimentícias, farmacêuticas, 

odontológicas, no branqueamento de polpas de papel e celulose e no desenvolvimento 

de rações animais como suplemento enzimático (KNOB et al., 2014; MENEGUETTI, 

2013;OLIVEIRA, 2010). 

 Na produção de etanol de segunda geração, algumas espécies de microrganismos 

são capazes de utilizar a xilose, proveniente da quebra enzimática da xilana, como fonte 

de carbono e metabolizá-la em etanol, como os gêneros de leveduras: Brettanomyces,  

Candida,  Clavispora,  Kluyeromyces,  Pachysolen,  Pichia e  Schizosaccharomyces. 

Outras espécies como Sacharomyces cerevisae vem sendo estudadas para essa aplicação 

através da inserção de genes por engenharia genética (HA et al., 2011; MARTINS, 

2011; WEI et al., 2013).  

 As xilanases são utilizadas na panificação para decomposição de polissacarídeos 

não amiláceos, fibrosos e insolúveis, como hemicelulose, que desfavorecem a formação 

da malha de glúten e prejudicam a qualidade do miolo. Essas enzimas provocam 

mudanças na massa do pão quanto ao seu tempo de desenvolvimento, consistência, 

extensibilidade e resistência a quebra (BECKER et al., 2009; OLIVEIRA, 2010). 

 Nas indústrias farmacêuticas as xilanases são utilizadas para produção de 

xilooligossacarídeos (XOS) e xilose. Os podem XOS ser utilizados como prebióticos 
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tanto para  indústria farmacêutica quanto alimentícia, auxiliando a proliferação de 

microrganismos benéficos ao intestino quando consumidos por humanos e/ou animais 

(SADAF e KHARE, 2014). 

 A xilose, produto final da hidrólise de XOS pelas β-xilosidases pode, através da 

bioconversão utilizando a enzima xilose redutase, ser transformada em xilitol, 

amplamente utilizado como: edulcorante pelos diabéticos e anticariogênico em pastas de 

dente e enxaguantes bucais (RAFIQUL e MIMI., 2012). Outra aplicação da xilose é em 

testes de absorção intestinal, o qual utiliza deste açúcar como referência para absorção 

de açúcares pelo intestino (PERIN et al., 2001).  

 As xilanases podem ser utilizadas no biobranqueamento da polpa de celulose. A 

hemicelulose presente na parede celular vegetal liga a lignina às fibras de celulose. 

Dessa forma, as xilanases desestruturam a organização polimérica da parede celular 

vegetal, facilitando a remoção da lignina, reduzindo a quantidade de agentes químicos 

necessários para o branqueamento da polpa de celulose, o que minimiza a contaminação 

ambiental por compostos organoclorados (BECKER et al., 2009; BOTELLA et al., 

2007; KNOB et al., 2014). 

 Entre as diversas aplicações das xilanases, destacamos  seu uso na pecuária, 

atividade de grande importância econômica para o Brasil. As xilanases podem ser 

utilizadas como suplemento enzimático na dieta de ruminantes, a fim de contribuir com 

o aumento da digestibilidade dos alimentos.  Algumas formulações de rações levam em 

seus ingredientes subprodutos agroindustriais ricos em hemicelulose, polissacarídeo não 

amiláceos (PNA), de lenta degradação.O uso de enzimas exógenas como suplemento 

alimentar contribui no aumento da taxa e extensão da digestão de forragem por 

ruminantes. Isso porque as enzimas hemicelulolíticas tornam-nas mais digestivas, além 

de auxiliarem na exposição de proteínas, amido e outros componentes da dieta 

(MENEGUETTI, 2013; NIELSEN et al., 2008; VIANA et al., 2011). 

 Alguns trabalhos também relatam que o uso de enzimas exógenas pode acelerar 

o desenvolvimento do rúmen em bezerros, antecipar o período de desmame, prevenir a 

ocorrência de distúrbios gastrintestinais, aumentar a resistência do organismo contra 

infecções e também diminuir a contaminação ambiental devido à diminuição da 

produção de metano pelo animal, já que este juntamente com o CO2 são os principais 

causadores do efeito estufa (CAMPESTRINI et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2013). 
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 1.3. CULTIVO EM ESTADO SÓLIDO 

 A aplicação das xilanases em larga escala ainda apresenta alguns problemas a 

serem superados, como elevado custo de produção e baixa estabilidade das enzimas 

(ALVES-PRADO et al., 2010). Esses problemas podem ser superados pela seleção de 

linhagens hiperprodutoras da enzima de interesse, associada à otimização do processo 

de cultivo em meios de baixo valor agregado (LEITE et al., 2008). 

 A bioprospecção de microrganismos produtores de enzimas de degradação da 

parede celular vegetal é uma estratégia que vem sendo utilizada por pesquisadores 

brasileiros devido à elevada biodiversidade do país, atualmente ainda pouco explorada 

(PIROTA et al., 2015; MEDEIROS et al., 2003; GONÇALVES et al., 2013).  

 Para produção de enzimas de interesse industrial, duas metodologias são mais 

utilizadas, sendo elas: Cultivo Submerso (CS) e Cultivo em Estado Sólido (CES). 

Ambas tecnologias permitem a produção enzimática a partir de microrganismos que 

naturalmente produzem um complexo multiproteico de degradação dos componentes da 

parede celular vegetal (ALVES-PRADO et al., 2010). A escolha do método a ser 

empregado depende de fatores como custo, aplicação, adaptação do microrganismo ao 

meio de cultivo e ampliação de escala  (AFONSO, 2012). 

 O Cultivo Submerso se caracteriza pelo desenvolvimento microbiano em uma 

matriz contendo nutrientes dissolvidos ou em suspensão, onde os parâmetros de pH, 

temperatura e oxigenação são de mais fácil controle quando comparados com o CES. O 

cultivo submerso, é mais indicado para processos que utilizam microrganismos 

unicelulares como bactérias e leveduras. Na maioria das vezes este tipo de cultivo 

utiliza meios de cultura quimicamente mais puros, assim o CS geralmente se torna um 

processo caro, sendo utilizado quando o custo de produção não é o problema principal 

(PINHEIRO, 2006). 

 Visando reduzir o custo de produção de enzimas industriais, trabalhos anteriores 

sugerem o Cultivo em Estado Sólido (DELABONA et al., 2012; LEITE et al., 2007; 

TERRASAN e CARMONA, 2015), que caracteriza-se pela técnica de crescimento de 

um microrganismo sobre uma matriz porosa, sólida e úmida, porém na ausência de água 

livre entre as partículas do substrato. Essa é uma metodologia indicada para fungos 

filamentosos devido à proximidade ao habitat natural desses microrganismos 

(SINGHANIA et al., 2009). O CES possibilita o uso de resíduos agroindustriais como 

matriz para o crescimento e desenvolvimento microbiano. Os resíduos agroindustriais 

são substratos complexos e apresentam em sua composição celulose, hemicelulose, 
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pectina, lignina e outros polímeros de origem vegetal (BOCCHINI-MARTINS et al., 

2011). Geralmente, o cultivo de fungos decompositores de biomassa vegetal em 

resíduos agroindustriais resulta na produção de extratos enzimáticos ricos em diversas 

enzimas de degradação da parede celular vegetal. No entanto, a presença de outras 

enzimas no meio fermentado que não a de interesse pode ser um motivo de aumento de 

custo, pois se torna necessário a adição de etapas de purificação para  retirada das outras 

enzimas. A obtenção de extratos enzimáticos ricos em xilanases e livres de celulases a 

partir do cultivo microbiano em resíduos agroindustriais é um desafio para aplicação em 

indústrias de papel e celulose, por exemplo, pois a presença de celulases na etapa de 

biobranqueamento da polpa de celulose pode afetar a qualidade da mesma  

(CARMONA et al., 2005; DA-SILVA et al. 2005).  

 Visto que o CES é uma metodologia indicada para produzir enzimas de 

degradação da parede celular com reduzido custo e aproveitando resíduos da 

agroindústria, utilizamos esta metodologia para produção de xilanases por duas 

linhagens selecionadas pelo nosso grupo de pesquisa para produção de xilanase, para 

que possamos contribuir com o incentivo ao uso de enzimas em larga escala. 

  

2. OBJETIVOS 

 2.1. OBJETIVO GERAL 

 O objetivo deste trabalho foi produzir xilanases com potencial biotecnológico 

pelo Cultivo em Estado Sólido dos fungos Trichoderma piluliferum e Trichoderma 

viride, utilizando resíduos agroindustriais como substratos. 

 2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Os objetivos específicos deste trabalho foram: determinar as condições ótimas 

de cultivo para produção de xilanase, caracterizar bioquimicamente as xilanases 

produzidas, avaliar o potencial catalítico dos extratos enzimáticos e determinar a 

digestibilidade de forrageiras suplementadas com os extratos enzimáticos. 
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CAPÍTULO 2 - POTENCIAL CATALÍTICO E APLICAÇÃO DE XILANASES 

PRODUZIDAS POR Trichoderma piluliferum E Trichoderma viride COMO 

ADITIVOS ENZIMÁTICOS NA ALIMENTAÇÃO DE BOVINOS VISANDO O 

AUMENTO DE DIGESTIBILIDADE. 

 

INTRODUÇÃO 

 O Brasil destaca-se atualmente no cenário mundial quanto às atividades 

pecuárias. No ano de 2014, cerca de 1,25 milhões de toneladas de carne foram 

exportadas para o mercado internacional (KASTNER, 2015). O volume de carne 

vendida para o exterior vem crescendo, nos cinco primeiros meses de 2016 a exportação 

de carne bovina cresceu 12% em relação ao ano de 2015 (FREITAS, 2016). Apesar da 

atividade pecuária ser de extrema importância para a economia brasileira, ainda há 

muito o que evoluir no contexto de nutrição animal. Devido às variações climáticas, em 

alguns períodos do ano a pastagem se torna insuficiente em termos nutricionais, sendo 

necessário a suplementação alimentar para auxiliar o desenvolvimento do animal 

(FAGUNDES et al., 2008; KASTNER, 2015). 

Como alternativa de suplementação alimentar em ruminantes, a adição de 

complexos enzimáticos tem ganho destaque atualmente, tendo como objetivo aumentar 

a digestibilidade de ração e volumosos. As enzimas fibrolíticas expõem os nutrientes 

presentes nas células vegetais tornando as fibras mais disponíveis ao ataque microbiano 

no rúmem, fazendo com que o animal tenha maior aproveitamento de nutrientes em 

alimentos de difícil degradabilidade (CYSNEIROS et al., 2013; NOGUEIRA et al., 

2013). 

A suplementação de enzimas na dieta de bovinos além de aumentar a 

digestibilidade dos alimentos, pode contribuir para aceleração do desmame, aumento da 

resistência contra infecções e diminuição da contaminação ambiental devido a redução 

de liberação de metano pelos animais (CAMPESTRINI et al., 2005). 

Dentre as enzimas fibrolíticas, destacamos a ação das xilanases, enzimas que 

hidrolisam a cadeia principal da hemicelulose (xilana). Este polissacarídeo faz a ligação 

da lignina às fibras de celulose, dessa forma, as xilanases desestruturam a organização 

polimérica da parede celular vegetal facilitando a remoção da lignina e expondo a fibra 

de celulose e outros nutrientes presente nas células vegetais (BECKER et al., 2009; 

BOTELLA et al., 2007; KNOB et al., 2014).  

Apesar da interessante ação destas enzimas, alguns problemas devem ser 

superados para aplicação das xilanases em larga escala, como o elevado custo de 
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produção. Visando reduzir o valor destes biocatalisadores, diversos trabalhos avaliam a 

produção destas enzimas pelo Cultivo em Estado Sólido (CES) de fungos filamentosos 

em resíduos agroindustriais (BOCCHINI et al., 2011; COLLA et al., 2012; COSTA et 

al., 2016; RODRIGUEZ-ZUNINGA et al., 2011; SADAF e KHARE, 2014; 

TERRASAN e CARMONA, 2015). 

Recentemente o grupo de pesquisa do Laboratório de Enzimologia e Processos 

Fermentativos (LEPFER) da Universidade Federal da Grande Dourados isolou duas 

linhagens fúngicas com considerável potencial para produção de xilanase, quando 

cultivadas em estado sólido utilizando resíduos agroindustriais. Tais características 

estimularam a elaboração deste trabalho, visando a obtenção de extratos enzimáticos de 

baixo custo e com características apreciáveis para aplicações industriais, principalmente 

como suplementos alimentares para ruminantes, visando o aumento da digestibilidade 

de forragens. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 MICRORGANISMOS 

 Os microrganismos utilizados no presente trabalho foram fungos filamentosos 

mesófilos isolados de amostra de solo do pantanal sul-mato-grossense, identificados 

pela Micoteca URM (UFPE) como Trichoderma piluliferum (Is.30) e Trichoderma 

viride (Is. 33). As linhagens foram armazenadas no Laboratório de Enzimologia e 

Processos Fermentativos da Universidade Federal da Grande Dourados, sendo mantidas 

em tubos de ensaio contendo 5mL de meio Sabouraud dextrose ágar, a 5°C. As culturas 

também foram conservadas em óleo mineral sendo repicadas anualmente para garantir 

sua viabilidade. 

 CULTIVO EM ESTADO SÓLIDO 

 O cultivo dos microrganismos foi efetuado em frascos Erlenmeyer de 250mL, 

contendo 5g de substratos umedecidos com solução nutriente (sulfato de amônia 0,1%, 

sulfato de magnésio hepta-hidratado 0,1% e nitrato de amônia 0,1% - m/v). O material 

foi autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Para o preparo dos inóculos, os isolados 

foram cultivados em 40 mL de meio Sabouraud dextrose ágar a 28°C por 72 horas. A 

seguir foi realizado a raspagem da superfície do meio com 25 mL de solução nutriente 

para obtenção da suspensão microbiana. A inoculação dos microrganismos nos resíduos 
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agroindustriais se deu pela transferência de 5mL da solução de inóculo, contendo cerca 

de 106 esporos por grama de substrato (GARCIA et al., 2015). O processo de cultivo 

ocorreu a 28°C e alguns parâmetros foram variados para determinação das condições 

ótimas de crescimento e produção das enzimas. Os parâmetros avaliados foram: 

diferentes resíduos agroindustriais (farelo de trigo, farelo de soja, casca de arroz, bagaço 

de cana, palha de milho e sabugo de milho), diferentes proporções de farelo de trigo e 

bagaço de cana como substrato (5g:0g; 3,75g:,25g; 2,5g:2,5g; 1,25g:3,75g; 0g:5g), 

umidade inicial do meio (50-80%) e tempo de cultivo (24 - 120 horas). Todos os 

ensaios foram realizados em duplicatas e analisados por teste Tuckey. 

 EXTRAÇÃO DAS ENZIMAS 

 As enzimas foram extraídas pela adição de 50 mL de água destilada nos frascos 

Erlenmeyer contendo os meios cultivados. Os frascos foram mantidos em agitação por 1 

hora à 150 rpm a 25°C, em seguida os meios foram filtrados em tecido sintético (nylon) 

e posteriormente centrifugados a 1500 x g a 10°C. O extrato enzimático, sobrenadante 

da centrifugação, foi utilizado para os ensaios enzimáticos. 

 

 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE XILANASE 

 A atividade de xilanase foi determinada com 0,1mL do extrato enzimático e 

0,9mL de solução tampão acetato de sódio 0,1M, pH 4,5, contendo 0,5% de xilana 

(Beechwood). Após 10 minutos a 50°C, a reação foi interrompida pela adição de 1mL 

de DNS (3,5-ácido dinitrosalicílico). A mistura foi deixada em ebulição por 10 minutos 

e posteriormente resfriada em banho de gelo. Após o acréscimo de 8 mL de água 

destilada, foi determinada a quantidade de produto liberado por espectrofotometria a 

540nm (MILLER, 1959).  Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para liberar 1µmol de produto por minuto de reação. 

 EFEITO DO pH E TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE 

ENZIMÁTICA 

 O pH ótimo foi determinado mensurando a atividade da enzima a 50ºC em 

diferentes valores de pH (3,0 - 8,0) utilizando tampão McIlvaine 0,1M. A temperatura 

ótima foi determinada pela dosagem da atividade enzimática em diferentes temperaturas 

(30 a 70ºC), no respectivo pH ótimo da enzima. A estabilidade da enzima ao pH foi 

avaliada incubando-a por 24 horas a 25°C em diferentes valores de pH. Os tampões 

utilizados foram McIlvaine 0,1M (3,0 - 8,0), Tris-HCl 0,1M (8,0 – 8,5) e Glicina-NaOH 
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0,1M (8,5 – 10,5). A termoestabilidade foi estudada incubando a enzima por 1 hora em 

diferentes valores de temperatura (30 a 50°C). As atividades residuais foram 

determinadas nas condições ótimas de pH e temperatura da enzima (COSTA et al., 

2016). Para a determinação do tempo de meia-vida (t½) das enzimas, os extratos 

produzidos pelos fungos Trichoderma piluliferum e Trichoderma viride foram 

incubados a 45°C por diferentes tempos e posteriormente realizou-se a dosagem de 

atividade enzimática utilizando os mesmos extratos.  

 

 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL CATALÍTICO DOS EXTRATOS 

ENZIMÁTICOS PRODUZIDOS 

 A atividade enzimática de CMCase e FPase foram quantificadas de acordo 

com o método descrito por Ghose (1987) usando 3% de carboximetilcelulose, e uma tira 

de papel Whatman (6 x 1 cm) respectivamente. O açúcar redutor liberado foi 

quantificado pelo método de DNS  descrito por Miller (1959). A atividade de Avicelase 

foi mensurada utilizando o substrato Avicel a 1%. As atividades de β –glicosidase e β-

xilosidase foram mensuradas com substrato sintético p-nitrofenil-β-D-glucopiranosideo 

4 mM e  p-nitrofenil-β-D-xilopiranosideo 4 mM, respectivamente. Uma unidade de 

atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1µmol 

de produto por minuto de reação. 

 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD) 

 A hidrólise de 900µL de xilana 0,5% (Beechwood) foi realizada em banho-maria 

com a adição de 100µL de extrato enzimático nos respectivos pH e temperatura ótimos 

para enzima de cada fungo por 10 minutos. A reação foi paralisada em banho de gelo. 

Os produtos da hidrólise enzimática de xilana foram analisados por Cromatografia em 

Camada Delgada (CCD) em placas de silica-gel G-60 (10 × 15 cm), usando soluções de 

xilose e xilana (0,1% - m/v) como padrões. A fase móvel utilizada foi uma solução de 

n-butanol/etanol/água destilada (5:3:2; v/v/v). As placas foram reveladas em orcinol 

(0,2% - m/v) em uma solução de metanol:ácido sulfúrico (9:1 - v/v) e aquecidas em 

chapa de aquecimento até a aparição das manchas.  
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 DIGESTIBILIDADE IN VITRO UTILIZANDO XILANASE COMO 

SUPLEMENTO ENZIMÁTICO 

 Para avaliar o efeito da adição de xilanase sobre a digestibilidade em ruminantes 

foram avaliadas 5 alimentos distintos, sendo eles: Brachiaria Brizantha, Panicum 

maximum cv mombaça, Feno de Tifton 185, silagem de cana de açúcar e silagem de 

milho. Os coeficientes de digestibilidade in vitro, foram determinados utilizando o 

inóculo ruminal e a solução tampão, sendo adicionado 6U de xilanase por litro, 

quantidade recomendada de xilanase comercial da marca FibrozymeTM. Os 

experimentos foram realizados em número de 6 repetições e os valores apresentados 

representam as médias dos experimentos. Ensaios sem adição das enzimas foram 

realizados como controle. O inóculo ruminal foi proveniente de dois bovinos da raça 

Jersey, adultos, castrados, com peso corporal médio de 380 kg, e providos de cânula 

ruminal. Os animais estavam em pastagem de capim Marandu - U. brizantha. A coleta 

de líquido ruminal foi realizada no período da manhã antes da primeira refeição via 

cânula ruminal. O líquido ruminal foi mantido em banho-maria a 39°C e o recipiente 

purgado com CO2 antes e após a coleta. O material coletado foi transferido para uma 

garrafa térmica pré-aquecida, previamente purgada com CO2 e fechada hermeticamente. 

Posteriormente, o material foi filtrado em quatro camadas de tecido de algodão (gaze) e 

utilizado nas incubações. Para o preparo das soluções utilizou-se os seguintes reagentes: 

Solução A: Dihidrogenofosfato de potássio (KH2PO4 – 10g), sulfato de magnésio 

(MgSO4. 7 H2O – 0,5g), cloreto de cálcio di-hidratado (CaCl2.2 H2O – 0,1g) e ureia (0,5 

g) para o volume final de 1L. Para preparo da solução B utilizou: carbonato de sódio 

(Na2CO3 – 15g) e sulfeto de sódio (Na2S. 9 H2O – 1,0g) para o volume final de 1L. As 

soluções A e B foram misturadas na relação 1:5 atingindo o pH de 6,8 na temperatura 

constante de 39°C. A DIVMS das dietas foi determinada de acordo com metodologia 

descrita por Tilley e Terry (1963), utilizando  rúmen artificial TE-150 - Tecnal. Foram 

pesados 0,5 gramas de amostra em saquinhos de TNT - 100 g/m, cortados e selados a 

um tamanho de 5 × 5 cm, conforme Casali et al. (2008). Foram utilizados dois 

saquinhos sem amostra (brancos) em cada jarro para correção dos dados. Os saquinhos 

com amostra foram colocados nos jarros e distribuídos equitativamente.  Em seguida, 

foram adicionados 1.280 mL da solução tampão e 320 mL do inóculo ruminal e 

acrescentado CO2 para manter as condições anaeróbias em cada jarro. Após este 

procedimento, os jarros permaneceram no rúmen artificial a 39°C durante 48 horas com 

agitação contínua de acordo com o método descrito por Tilley and Terry (1963). A 
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seguir os saquinhos foram submetidos a lavagem com água destilada, sendo transferidos 

para secagem em estufa 105°C por 12 horas. Na sequencia os saquinhos foram pesados 

e analisados analisados quanto a digestibilidade in vitro da massa seca e aos teores de 

Fibra em Detergente Neutro (FDN). A digestibilidade in vitro de Fibra em Detergente 

Neutro (DIVFDN) foi obtida pelo cálculo da diferença entre a concentração de fibra na 

amostra antes e depois da incubação. As frações de FDN foram determinadas pela 

metodologia de Van Soest et al. (1991) com uso do analisador de fibra da Tecnal (TE-

149). 

 Com o objetivo de comparar as amostras que passaram pela digestão in vitro 

com as amostras não digeridas, 500 mg de cada uma das forragens foram avaliadas 

quanto ao teor (%) de Fibra em Detergente Neutro (FDN) e Fibra em Detergente Ácido 

(FDA) de acordo com a metodologia de Van Soest et al. (1991). A porcentagem de 

hemicelulose presente nas forragens foi determinada pela diferença de FDN e FDA.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 CULTIVO EM ESTADO SÓLIDO PARA PRODUÇÃO DE XILANASES 

Dentre os diversos resíduos agroindustriais avaliados como substrato para 

produção de xilanases para ambos os isolados, o farelo de trigo se mostrou mais 

promissor, atingindo cerca de 270 U g-1 de substrato seco (27 U mL-1) pelos dois 

isolados (Figura 1A). 

Thomas et al. (2013) também obtiveram melhor produção de xilanase quando 

utilizaram o farelo de trigo como substrato para produção de xilanase pelo fungo 

Streptomyces sp. Leite et al. (2007) obtiveram a melhor produção de xilanase pelo 

fungo Aureobasidium pulluans também em farelo de trigo, cerca de 5 U mL -1, valor 

abaixo do encontrado no presente trabalho para as duas espécies de Trichoderma spp. O 

farelo de trigo tem grande capacidade para absorção de água. Outros autores também 

relatam esse resíduo como bom substrato para cultivo em estado sólido e para produção 

de xilanase (COSTA et al., 2016; GOWDHAMAN et al., 2014; MASUI et al., 2012; 

RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011; RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2002). Por 

ser um resíduo agrícola e apresentar baixo custo, pode contribuir para redução do custo 

de produção da enzima (DELABONA et al., 2012; MASUI et al., 2012; MITTAL et al., 

2013). 
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Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, diferentes proporções 

de farelo de trigo e bagaço de cana foram avaliados para o cultivo dos microrganismos. 

O bagaço de cana foi utilizado com objetivo de reduzir a compactação do farelo de 

trigo, visando favorecer a transferência de massas durante o crescimento microbiano, 

contribuindo para o aumento da velocidade de crescimento e produção enzimática 

(DELABONA et al., 2012; PENHA et al., 2012). No entanto isso não foi observado 

para T. piluliferum e T. viride (Figura 1B), pois quanto maior a quantidade de bagaço de 

cana adicionada ao cultivo, menor foi a produção enzimática. Isso pode ser justificado 

devido a composição desses resíduos. O farelo de trigo apresenta equilíbrio adequado 

entre fonte de carbono e nitrogênio, e é rico em vitaminas do complexo B 

(DELABONA et al., 2012; LEITE et al., 2007) enquanto o bagaço de cana apresenta 

elevada recalcitrância devido sua composição rica em lignina, dificultando o acesso 

microbiano as fibras de celulose e hemicelulose, o que resultou em menor produção 

enzimática pelos microrganismos (MAGALHÃES, 2011). Apesar de contribuir para 

não compactação do substrato, a adição de bagaço de cana ao farelo de trigo 

desfavoreceu a composição nutricional do substrato utilizado para o cultivo dos 

microrganismos. Dessa forma, os cultivos subsequentes foram realizados utilizando 

apenas farelo de trigo como substrato. 

Para estabelecer a umidade ideal do meio, cultivamos as duas linhagens em 

diferentes porcentagens de umidade. Para T. piluliferum a umidade inicial ideal para 

produção de xilanase foi de 75 e 80% não havendo diferença significativa entre essas 

duas umidades, porém a fim de utilizar menores quantidades de água, o valor de 75% 

foi adotado para os testes seguintes. Para T. viride a maior produção de xilanase foi 

observada nos cultivos contendo 65,70 e 75% de umidade, sendo de 65% de umidade 

selecionado para a execução dos ensaios subsequentes. (Figura 1C). O Cultivo em 

Estado Sólido simula o ambiente no qual os fungos filamentosos estão inseridos. Este 

tipo de cultivo requerer que o substrato esteja isento de água livre entre as partículas da 

matriz sólida. No entanto, é necessário umidade suficiente para garantir o 

funcionamento metabólico do fungo, mas sem reduzir a porosidade do substrato 

rompendo sua estrutura sólida. Elevadas umidades comprometem a difusão de oxigênio 

no meio além de proporcionar um ambiente propício a contaminação bacteriana, não 

desejada (DA-SILVA et al, 2005; SADAF e KHARE, 2014; KNOB et al., 2014). 

Para determinar o tempo ideal de cultivo para produção de xilanase pelas 

linhagens fúngicas, amostras foram retiradas a cada 24 horas, completando um total de 
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120 horas de cultivo. A maior produção de xilanase por T. piluliferum foi obtida com 72 

e 96 horas de cultivo, aproximadamente 301,8 U g-1 de substrato seco (ou 30,18 U mL-

1)(Figura 1D). O fungo T. viride apresentou maior produção da enzima com apenas 48 

horas de cultivo, cerca de 671,8 U g-1 de substrato seco (ou 67,18 U mL -1). Pereira et al. 

(2015) obtiveram a melhor produção de xilanase pelo fungo Myceliophthora 

thermophila também com 48 horas de cultivo em estado sólido, obtendo cerca de 1138 

U g-1 utilizando como substrato bagaço de cana com farelo de soja. 
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Figura 1 - Produção de xilanase pelos isolados Trichoderma piluliferum e Trichoderma viride por Cultivo 

em Estado Sólido. A) Influência de diferentes substratos; B) Influência de diferentes proporções de farelo 

de trigo e bagaço de cana; C) Influência de diferentes umidades; D) Influência do tempo de produção. A 

produção média com letras diferentes no mesmo gráfico indicam diferenças significativas de acordo com o 

teste de Tukey para p < 0,05. 
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A  melhor produção de xilanase pelo fungo Penicillium janczewskii (371 U g -1) 

obtida por Terrasan e Carmona (2015) foi em 168 horas de cultivo em estado sólido 

utilizando bagaço de cevada como substrato. Alves-Prado et al. (2010) obtiveram a 

melhor produção de xilanase (20,6 U mL-1 ) pelo fungo Neosartorya spinosa em 72 

horas. 

Os resultados obtidos no presente trabalho comparados aos descritos na 

literatura científica citada, permitem inferir que ambos microrganismos utilizados 

apresentam potencial para produção de xilanase em meios de cultivo de baixo valor 

agregado e com reduzido tempo de cultivo, o que favorece o custo final de obtenção 

desses biocatalisadores. 

 CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA DAS XILANASES PRODUZIDAS 

 As enzimas produzidas nas condições ótimas de cultivo foram caracterizadas 

bioquimicamente. A enzima produzida por Trichoderma viride apresentou atividade 

ótima em pH 6,0, este resultado difere do encontrado por Irfan et al. (2012) quando 

estudou a xilanase de T. viride e encontrou atividade ótima em pH 5,0 isso 

provavelmente ocorreu devido aos efeitos do ambiente em que os fungos se 

encontravam sobre a expressão gênica de proteínas, como as xilanases. A xilanase do 

fungo T. piluliferum apresentou picos de atividade em pH 6,0 e pH 4,5, sendo neste 

último maior. Acredita-se que este extrato pode apresentar dois picos diferentes devido 

a existência de duas isoformas de xilanases (Figura 2A).  

 Alves-Prado et al. (2010) ao estudarem o efeito de pH na enzima xilanase de 

Neosartorya spinosa constataram dois picos de atividade ótima, sugerindo a existência 

de isoenzimas no extrato enzimático utilizado. Tomas et al. (2013) discutem a presença 

de 4 isoformas de xilanase produzidas por Streptomyces sp. sugerindo que essas 

diferenças ocorrem devido a polimorfismos na sequência de nucleotídeos, pequenas 

diferenças genéticas entre alelos do mesmo gene ou ainda a presença de mais de uma 

cópia de gene de xilanases no material genético. Xilanases produzidas pela bactéria 

Bacillus aerophilus KGJ2 foram descritas por Gowdhaman et al. (2014) apresentando 

atividade ótima em pH 4,0, sendo mais ácido do que o encontrado neste trabalho. Masui 

et al  (2012) ao estudarem xilanase do fungo Humicola brevis encontraram atividade 

ótima da enzima em pH 5,5. Nossos resultados são similares a maioria encontrada na 

literatura, nos quais demonstram que o pH ótimo de xilanases produzidas por espécies 

fúngicas fica dentro da faixa de 4,0 a 6,0 (GUIMARÃES et al., 2013). 
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 A temperatura ótima observada para xilanase produzida pelo T. piluliferum foi 

de 50°C enquanto que a do T. viride foi de 45°C (Figura 2B). Guimarães et al. (2013) 

reportam a  temperatura ótima de 55°C para a xilanase produzida pelo fungo Aspergillus 

japonico, valor próximo aos encontrados no presente trabalho. 

 Após 24 horas incubadas em diferentes valores de pH, as xilanases produzidas 

pelos dois isolados mantiveram-se estáveis na faixa de pH de 3,0 a 10,0 (Figura 2C). As 

xilanases produzidas pelo fungo Aereobasidium pulluans no trabalho realizado por 

Leite et al. (2007) foram estáveis por 24 horas na faixa de pH que variou de 3,0 à 8,0. A 

xilanase produzida por Streptomyces sp. no trabalho desenvolvido por Brito-Cunha et 

al. (2013) manteve-se estável na faixa de pH que variou de 5,0 à 9,0, cuja amplitude é 

menor quando comparada com os resultados obtidos neste trabalho. 

 Quanto à termoestabilidade as enzimas mantiveram-se consideravelmente 

estáveis por 1 hora até 40°C (Figura 2D). Isto pode ser justificado devido ao caráter 

mesófilo das duas cepas. Guimarães et al. (2013) também descrevem a estabilidade de 

xilanase produzida pelo fungo Aspergillus japonico na faixa de 45 a 50°C. Silva et al. 

(2015) descrevem a xilanase purificada do fungo mesofílico Trichoderma inhamatum 

como estável à 40°C, valores próximos aos encontrados para as enzimas dos dois 

isolados. A análise da meia-vida (t1/2) das enzimas dos isolados T. piluliferum e T. 

viride a 45°C mostrou 50% da atividade residual em aproximadamente 25 e 60 minutos, 

respectivamente (Figura 3). Sendo assim, podemos afirmar que a xilanase produzida 

pelo fungo T. viride é mais estável à 45°C quando comparada à xilanase produzida pelo 

T. piluliferum que em 25 minutos perde 50% de sua atividade catalítica. A temperatura 

é o fator que mais influencia a função de biomoléculas, como as proteínas. 

Normalmente, enzimas mais estáveis são produzidas por microrganismos termófilos. As 

diferenças observadas entre enzimas estáveis e pouco estáveis estão na composição e 

sequência de aminoácidos que as formam, na presença de pontes dissulfeto, nas 

interações iônicas, e nas interações hidrofóbicas da molécula. O aumento da 

temperatura causa rompimento entre essas interações o que consequentemente causa o 

desdobramento da proteína (GOMES et al., 2007). A estabilidade de uma enzima será 

importante de acordo com o objetivo de aplicação da mesma. Processos que demandam 

de altas temperaturas requerem enzimas estáveis a essa condição. 

 Trabalhos anteriores relatam que as xilanases podem contribuir na 

digestibilidade de alimentos fibrosos por animais ruminantes, para isso é necessário que 

essas enzimas atuem nas condições que serão expostas e mantenham-se estáveis durante 
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a quebra dos alimentos (FAGUNDES et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2013; 

CYSNEIROS et al., 2013). A temperatura dentro do rúmem de bovinos é em torno de 

39°C podendo sofrer pequenas alterações (CYSNEIROS et al., 2013). As enzimas 

produzidas pelos dois microrganismos estudados neste trabalho tem perfil de quebra de 

xilana em situações semelhantes ao ambiente ruminal, podendo assim contribuir com o 

processo de digestão desses animais se utilizadas em dietas de ruminantes. Essas 

enzimas também podem ser utilizadas no tratamento de forragens a serem oferecidas 

aos animais. No processo de ensilagem ocorre a acidificação das forragens 

armazenadas, sendo que o pH neste ambiente fica em torno de 5 e 4,5. Nestas faixas de 

pH as enzimas estudadas atuam de maneira eficiente e mantém sua estabilidade, o que 

nos leva a crer que os extratos enzimáticos produzidos tem potencial para aplicação no 

processo de ensilagem. 
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Figura 2- Caracterização bioquímica da xilanase produzida pelos fungos T. piluliferum e T. viride. A) pH ótimo; 

B) Temperatura ótima; C) Estabilidade ao pH; D) Estabilidade a temperatura. 
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Figura 3 - Tempo de meia vida (t½) das xilanases realizado a 45°C utilizando os extratos 

produzidos pelos fungos Trichoderma piluliferum e Trichoderma viride. 

 

   

 PERFIL CATALÍTICO DOS EXTRATOS ENZIMÁTICOS 

 Diferentes substratos foram testados frente a atividade do extrato enzimático 

afim de estabelecer seu perfil catalítico. Os extratos dos fungos T. piluliferum e T. viride 

apresentaram desconsiderável atividade de Avicelase, CMCase, β-glicosidase. O 

reduzido potencial para degradar celulose foi confirmado pela baixa atividade de FPase 

(Tabela 1). Porém no estudo realizado por Nathan et al. (2014) o fungo T. viride foi 

capaz de produzir celulases quando em cultivo submerso utilizando 

carboximetilcelulose como fonte de carbono. Segundo Okeke et al. (2014) espécies de 

Trichoderma spp. produzem altas concentrações de celulases e xilanases mas pouca de 

β-glicosidase, o que difere do encontrado no presente trabalho para produção de 

celulases pelos dois isolados pertencentes ao gênero Trichoderma. Fato que ilustra a 

diversidade metabólica microbiana, que possibilita encontrar diferentes potenciais 

catalíticos dentre uma mesma espécie. 
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Tabela 1 - Perfil catalítico dos extratos dos fungos T. piluliferum e T. viride. 

 
Enzima Substrato Atividade catalítica  

extrato T. piluliferum (U.mL-1) 

Atividade catalítica 

extrato T. viride (U.mL-1) 

Avicelase Avicel 0 0,75 

CMCase Carboximetilcelulose 3,64 5,30 

β-glicosidase Nitrofenil β-D glicopiranoside 2,46 2,05 

FPase Papel filtro 0,10 0,10 

Xilanase Xilana beechwood 30,18 67,18 

β-D-xilosidase Nitrofenil β-D xilopiranoside 0,31 0,26 

 

 Geralmente, o cultivo de fungos decompositores de biomassa vegetal em 

resíduos agroindustriais resulta na produção de extratos enzimáticos ricos em diversas 

enzimas de degradação da parede celular vegetal. No entanto, a presença de outras 

enzimas no meio fermentado, pode ser um motivo de aumento de custo, pois se torna 

necessário a adição de etapas de  purificação da enzima de interesse (COSTA et al., 

2016). 

 A obtenção de extratos enzimáticos ricos em xilanases e livres de celulases a 

partir do cultivo microbiano em resíduos agroindustriais é um desafio para a aplicação 

em indústrias de papel e celulose. As xilanases podem ser utilizadas no processamento 

da madeira para retirada de lignina através da desorganização da parede celular vegetal 

com a degradação da hemicelulose, diminuindo a quantidade de compostos 

organoclorados necessários para o branqueamento da polpa de celulose. A presença de 

celulases na etapa de biobranqueamento da polpa de celulose pode afetar a qualidade da 

mesma, por isso um extrato enzimático rico em xilanases e livre de celulases se faz 

necessário nesta etapa  (CARMONA et al., 2005; DA-SILVA et al. 2005). Dessa forma 

é possível inferir que  o extrato enzimático produzido por ambos microrganismos 

apresentam potencial para o tratamento de polpa de papel e celulose. 

 O perfil catalítico da xilanase produzida pelos microrganismos também foi 

avaliado.  A atividade de β-D-xilosidase foi desprezível em ambos extratos enzimáticos 

(Tabela 1), indicando a predominância de atividade endoxilanolítica (endo-1,4-β-

xilanase). A referida hipótese foi confirmada por Cromatografia de Camada Delgada, 

sendo possível observar a predominância de xilooligossacarídeos (XOS) nos 

hidrolisados de xilana de ambos microrganismos (Figura 4). Essa característica indica 

que as xilanases produzidas no presente trabalho clivam internamente a molécula de 

xilana liberando XOS. Trabalhos anteriores relatam os XOS como moléculas com 
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funções prebióticas no intestino humano, aumentando e controlando a proliferação de 

bifidobactérias e lactobacilos, benéficos ao intestino (LECERF et al., 2012; MENEZES 

e DURRANT, 2008). 

 Animais como os bovinos também se beneficiam da proliferação de 

bifidobactérias e lactobacilos. O controle da microbiota presente no rúmem desses 

animais favorece a digestão, previne de doenças infecciosas e diminui a ocorrência de 

distúrbios gastrintestinais (CAMPESTRINI et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2013). 

 

 

 

 

Figura 4 - Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do produto da reação de hidrólise 

por 10 minutos de xilana beechwood (0,5%) pelas enzimas produzidas por T. 

piluliferum (A) e T. viride (B). Como padrões para análise do hidrolisado foi utilizado 

xilose e xilana (0,1%).  
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DIGESTIBILIDADE IN VITRO 

 Não é possível estimar o potencial de enzimas exógenas em melhorar a 

utilização de uma dieta por um animal somente com caracterização bioquímica, por isso 

ensaios de digestibilidade in vitro são necessários (CYSNEIROS at al., 2013). Nesse 

contexto, os extratos enzimáticos dos fungos T. piluliferum e T. viride foram estudados 

quanto sua aplicação na digestibilidade do complexo hemicelulose, celulose e lignina 

(Fibras em Detergente Neutro) de diferentes forragens utilizadas nas dietas de bovinos.  

 O uso do extrato enzimático de T. piluliferum aumentou a digestibilidade in vitro 

de feno Tifton 185, silagem de cana e silagem de milho em 7,2%, 11,9% e 9,4% 

respectivamente, quando comparado com a digestibilidade dos controles (Figura 5A). 

Nos ensaios utilizando o extrato enzimático de T. viride, a adição de enzima contribuiu 

com a digestibilidade dos alimentos feno Tifton 185, silagem de cana e silagem de 

milho em 5%, 7,6% e 4,8%, respectivamente (Figura 5B). 

 Nogueira et al. (2013) utilizaram xilanase de Aspergillus niveus em condições 

ruminais de caprinos e obtiveram ganho de 6,2% na digestibilidade in vitro de silagem 

de milho, valor abaixo do encontrado neste trabalho para adição do extrato enzimático 

de T. piluliferum. 

 A adição de enzimas nas dietas de animais ruminantes pode influenciar 

positivamente na produção de leite e carne, fatores estes não avaliados no presente 

trabalho. Schingoethe  et  al.  (1999) observaram  aumento  de 10,8% e 13,0%  na  

produção  de  leite  e proteína  do  leite, respectivamente, com  a  adição  de  enzimas  

celulase e xilanase em dietas contendo silagem de milho. Dessa forma, os resultados 

obtidos poderiam ser ainda mais expressivos se avaliados outros parâmetros 

relacionados à nutrição animal. 

 Ainda que a microbiota presente no rúmen seja capaz de digerir a celulose, 

alguns fatores dificultam a digestão do alimento, como a estrutura e composição da 

planta e interações entre hemicelulose e lignina (CYSNEIROS, 2013). A adição de 

xilanases no processo de digestão provoca o desarranjo da hemicelulose expondo as 

fibras de celulose e nutrientes presentes nos alimentos para que a microbiota do rúmen e 

as enzimas endógenas possam ter maior acesso a eles (NOGUEIRA et al., 2013). 

  Para os tratamentos com adição do extrato enzimático dos dois fungos avaliados 

o aumento de digestibilidade foi evidenciado em alimentos com maiores porcentagens 

de hemicelulose (Tabela 2). As diferentes porcentagens de digestibilidade quando 

utilizamos os extratos enzimáticos foram efeito das características das enzimas xilanases 
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frente a composição e arranjo das fibras das forragens, que apresentam conformações e 

interações diferentes entre seus polímeros, variando de um alimento para o outro. 

 

 

 

Figura 5 - Porcentagem de Digestibilidade In Vitro de Fibra em Detergente Neutro (DIVFDN) de 

diferentes forragens sem tratamento enzimático e tratadas com 6 U. L-1de xilanase utilizando 

extrato enzimático de: A) T. piluliferum e B) T. viride. 
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 O melhor resultado obtido foi na digestibilidade de silagem de cana utilizando 

principalmente o extrato enzimático produzido pelo Trichoderma piluliferum (11,9%). 

Este alimento é considerado de baixa qualidade pois apresentou baixa digestibilidade 

nos ensaios sem adição de enzima (controle) (Figuras 5 A e B). Dessa forma, o uso de 

suplementação enzimática com os extratos enzimáticos estudados aumentou a eficiência 

do processo de digestão de silagem de cana, o que é extremamente interessante para 

países como Brasil, que apresenta elevada disponibilidade desse produto. 

 

Tabela 2 - Teores médios de matéria seca (MS), Fibra em Detergente Neutro 

(FDN), Fibra em Detergente Ácido (FDA) e Hemicelulose dos alimentos 

incubados, estabelecidos pelo Laboratório de Nutrição Animal da UFGD 

*FDN-FDA 

 

 O aumento da digestibilidade utilizando xilanases além de ser benéfico em 

termos nutricionais, aumentando a disponibilidade de nutrientes protegidos pelas fibras 

da parede celular dos vegetais, diminui a quantidade de nutrientes nas fezes, reduzindo 

as emissões de metano, garantindo menor poluição ambiental. As enzimas podem ainda 

auxiliar as trocas de dietas de bezerros em desmame e diminuir a viscosidade do 

alimento no processo digestivo no rúmen, pois em um ambiente viscoso a 

digestibilidade de nutrientes da dieta é comprometida devido ao menor acesso ao 

alimento pelas enzimas endógenas (CAMPESTRINI et al., 2005; FAGUNDES et al., 

2008). 

 

CONCLUSÕES 

 A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, podemos inferir que ambos 

microrganismos apresentaram considerável potencial para produção de xilanases em 

meios de cultivo de baixo custo e com reduzido tempo, sendo ainda possível ressaltar a 

importância da otimização dos parâmetros de cultivo, que aumentou cerca de 12 e 150% 

a produção de xilanase por T. piluliferum e T. viride, respectivamente. 

Alimento MS (%) FDN (%) FDA(%) Hemicelulose (%)* 

Silagem de Cana 27,60 65,30 42,30 23 

Silagem de Milho 28,70 62,80 35,70 27,1 

Panicummaximumcvmombaça 25,70 52,40 41,30 11,1 

BrachiariaBrizantha 17,69 62,50 45,15 17,35 

Feno de Tifton185 89,53 76,16 43,50 32,66 
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 Os extratos enzimáticos produzidos em condições otimizadas apresentaram 

potencial para aplicação em diferentes segmentos industriais, como papel e celulose 

devido a reduzida atividade celulolítica, além de apresentarem predominantemente 

atividade endoxilanolítica, o que habilita o uso dos mesmos para obtenção de 

xilooligossacarídeos. 

 As características bioquímica das xilanases obtidas favorecem a aplicação dessas 

enzimas na dieta de animais ruminantes, por serem ativas em condições ruminais, sendo 

confirmada essa hipótese com os ensaios preliminares de digestibilidade in vitro, 

evidenciado pelo aumento significativo da digestibilidade principalmente em alimentos 

ricos em hemicelulose.  
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