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RESUMO 

 

Neste estudo, foram isoladas 67 linhagens de fungos filamentosos de solo de área de 

caatinga, sendo as coletas efetuadas em períodos seco e chuvoso, com o objetivo de se 

conhecer a biodiversidade deste bioma não explorado e avaliar o potencial destes 

fungos na produção de xilanase. Algumas linhagens não foram identificadas por 

inexistência de metodologias específicas e outras foram identificadas através de 

métodos microscópicos e bioquímicos. Foi efetuada uma triagem dos fungos 

potencialmente produtores desta enzima em meio de Vogel contendo xilano 1% como 

única fonte de carbono e avaliou-se através do Método Turbidimétrico Automatizado 

(Bioscreen-C), a melhor fonte de carbono para crescimento dos fungos selecionados. As 

linhagens foram avaliadas quanto à produção de xilanase em Meio Farelo de Trigo 

(MFT) e Meio Farelo de Soja (MFS), incubados a 25oC e 35oC, por 5 dias, pH 5 e 

inóculo na concentração de 1 x 107 esporos/mL. As melhores atividades xilanolíticas 

foram dos fungos isolados da estação seca, em MFT, a maioria a 35oC (Aspergillus 

niger 1, Aspergillus niger 5, Aspergillus niger 11, Penicillium implicatum 2, 

Penicillium commune 6, Rhizopus microsporus 12. Entretanto, as atividades das 

linhagens Aspergillus japonicus 8 (143,9 U/mL) e Trichoderma viride 13 (39,21 U/mL), 

que tiveram maior destaque, se deram a 25oC. Os resultados obtidos nos cultivos em 

MFS, foram inexpressivos quando comparados aos obtidos em MFT. Os melhores 

produtores de xilanase em MFT foram  cultivados em meio líquido de Vogel e MFT 

com adição individual de outras fontes de carbono a 1% (carbometilcelulose- CMC, 

xilano e a melhor fonte de carbono para crescimento, determinada pelo Bioscreen-C) 

em temperaturas apropriadas, pH 5, por 5 dias, inóculo de 1 x 107 esporos/mL. O CMC 

causou repressão catabólica na síntese de xilanase por estes fungos tendo a adição do 

xilano apresentado o mesmo efeito, com exceção de Trichoderma viride, que teve sua 

atividade aumentada para 143,0 U/mL e Aspergillus niger 11 que teve sua atividade 

aumentada de 33,4 U/mL para 57,1 U/mL. A adição individual da melhor fonte de 

carbono para crescimento também causou repressão catabólica, mas para Trichoderma 

viride, a adição de sorbitol (que foi o melhor açúcar para seu crescimento) elevou sua 

atividade para 169,0 U/mL. As linhagens Aspergillus japonicus cultivado em MFT a 



 
 x

25oC sem adição de nenhuma fonte de carbono e Trichoderma viride cultivado em 

MFT, a 25oC com adição de sorbitol 1%, tiveram sua atividade xilanolítica avaliada em 

diferentes temperaturas (20, 25, 35 e 45oC), em diferentes períodos de incubação (24, 

48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas) e diferentes concentrações de inóculos (2 x 106, 1 x 

107, 2 x 107 e 4 x 107 esporos/ mL) com o objetivo de otimizar a produção. Aspergillus 

japonicus apresentou sua melhor atividade a 25oC, com período de incubação de 120 

horas e inóculo na concentração de 1 x 107 esporos/ mL. Trichoderma viride apresentou 

sua melhor atividade a 25oC, com período de incubação de 144 horas e inóculo na 

concentração de 2 x 106 esporos/ mL. 

 

Palavras-chave: Xilanase, fungos filamentosos, caatinga, otimização 
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ABSTRACT 

 

In this study, 67 strains of filamentous fungi were isolated from caatinga area, the 

collections were performed during the dry and rainy period, aiming to know the 

biodiversity of this not explored bioma and to evaluate the potential of these fungi to 

produce xylanase. Some of the strains were not identified due to the lack of specific 

methodologies and others were identified through microscopic and biochemical 

methods. A selection of the fungi which were considered potentially producers of 

xylanase was carried out in Voguel medium containing 1% of xylan as an only carbon 

source, and through a Automatized Turbidimetric Method (Bioscreen – C) the best 

carbon source for the fungi growth was evaluated. The strains were evaluated regarding 

to xylanase production in Wheat Bran Medium (WBM) and Soybean Bran Medium 

(SBM) and incubated at 25oC and 35oC for 5 days, pH 5,0 and using a spore 

concentration of 1 x 107 spores/mL. The best xylanolitic activities from the fungi 

isolated during the dry period, in WBM, mostly at 35oC: Aspergillus niger 1, 

Aspergillus niger 5, Aspergillus niger 11, Penicillium implicatum 2, Penicillium 

commune 6, Rhizopus microsporus 12. Notwithstanding, the strains of Aspergillus 

japonicus 8 (143,9 U/mL) and Trichoderma viride 13  (39,21 U/mL) showed the best 

activity at 25oC. The results obtained in SBM were not expressive when compared to 

the ones obtained in WBM.   The best xylanase producers in WBM were cultivated in 

Voguel liquid medium and WBM adding individually other carbon sources at 1% 

(carboxymethylcellulose –CMC; xylan; and the best growth carbon source determined 

by Bioscreen-C) at appropriated temperatures, pH 5,0 ; for 5 days, and a spore 

concentration of 1 x107 spores/mL. The CMC addition caused catabolic repression in 

xylanase production by these fungi, xylan addition showed the same effect, but 

Trichoderma viride 13 and Aspergillus niger 11 which have their activities  increased    

from   39,21 U/mL to 143,0 U/mL and from  33,4 U/mL to 57,1 U/mL, respectively. 

The addition of the best carbon source for growth also caused catabolic repression but 

for Trichoderma viride, the addition of sorbitol (which was the best grow sugar) 

increased its activity to 169,0 U/mL. The Aspergillus strains cultivated in WBM at 25oC 

without the addition of any carbon source and Trichoderma viride cultivated in WBM at 



 
 xii

25oC with the addition of sorbitol 1% have their xylanolitic activities evaluated at 

different temperatures (20, 25, 35 e 45oC) and different cultivation periods (24, 48, 72, 

96, 120, 144 e 168 hours) different spore concentrations (2 x 106, 1 x 107, 2 x 107 e 4 x 

107 spores/ mL) aiming the enzyme production optimization. Aspergillus japonicus 

showed the best activity at 25oC, at 120 hours cultivation and a spore concentration of 1 

x 107 spores/ mL. Trichoderma viride showed the best activity at 25oC, at 144 hours 

cultivation and a spore concentration of 2 x 106 spores/mL. 

 

KEYWORDS: Xylanase, filamentous fungi, caatinga, optimization 
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1 - INTRODUÇÃO 

 
A biotecnologia industrial é uma área em rápido desenvolvimento, que está sendo 

chamada de terceira onda da biotecnologia. Depois das aplicações farmacêuticas e 

agrícolas da biotecnologia, também chamadas de biotecnologias “vermelha” e “verde”, 

surge agora a biotecnologia “branca”, com um grande potencial para o futuro. A 

biotecnologia branca poderá desempenhar um papel vital ao promover processos 

industriais mais limpos, por exemplo, reduzindo a poluição e o consumo de matérias-

primas.  

Quando desenvolvida a seu potencial pleno, a biotecnologia industrial poderá ter 

um impacto maior sobre o mundo do que a biotecnologia da saúde humana ou da 

agricultura. Ela oferece à indústria uma forma de reduzir custos e criar novos mercados, 

ao mesmo tempo em que protege o meio ambiente (BOLLIER; GENENCO, 2005). 

A obtenção de enzimas é um dos principais exemplos de processos 

biotecnológicos industriais, em amplo desenvolvimento. Na maioria dos casos, as que 

são produzidas comercialmente pelas grandes indústrias da área, são de origem 

microbiana, devida principalmente à maior diversidade de enzimas que são possíveis de 

se obter pelos microrganismos, às dificuldades operacionais e econômicas existentes 
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nos processos de extração de tecidos animais e vegetais e o fato que a condução dos 

processos pode ser controlada, de forma a se atender as necessidades do mercado. 

Elas constituem o grupo mais importante de metabólitos microbianos e de 

diversificada utilização na indústria de alimentos, prevendo-se para 2006 um valor no 

mercado internacional da ordem de US$ 214 milhões. Apesar de centenas de enzimas já 

terem sido descritas e estudadas, passíveis de utilização na indústria de alimentos, 

menos de 50 foram aceitas para uso efetivo em alimentos, por exemplo, e, 

aproximadamente, 30 são empregadas industrialmente, devido ao alto custo de 

desenvolvimento, patenteamento e aprovação (LERAYER, 2006). 

As enzimas estão sendo cada vez mais aplicadas em diferentes setores 

industriais, destacando-se as indústrias de alimentos e bebidas, têxtil e farmacêutica, 

devendo-se isto, principalmente, a algumas vantagens operacionais como especificidade 

de reação e alta eficiência de conversão, com pouca formação de metabólitos 

secundários alem de acontecerem em condições brandas de temperatura e pH, o que 

significa, para as indústrias, uma redução nos custos operacionais. 

É importante destacar ainda que, como a poluição ambiental é uma conseqüência 

direta do desenvolvimento tecnológico, a implementação de tecnologias, fazendo uso de 

materiais renováveis, e adequadas, sob o ponto de vista energético e de preservação do 

meio ambiente, é uma necessidade que se faz presente em todos os segmentos 

industriais. Durante os últimos anos, tem crescido o interesse em enzimas 

hemicelulolíticas, principalmente devido ao surgimento de novas aplicações para as 

mesmas. As hemicelulases, entre as quais as xilanases, estão entre as mais promissoras. 

As xilanases catalisam a hidrólise do xilano, o maior componente da 

hemicelulose, presente na parede das células vegetais. A estrutura do xilano, entretanto, 

pode diferir grandemente dependendo de sua origem (HUISMAN et al., 2000). 

Basicamente, a estrutura do xilano consiste de unidades de D – xilopiranose, conectadas 

por ligações β-1, 4, que se podem apresentar sob forma linear ou ramificada 

(BASTAWDE et al., 1992). A completa e eficiente hidrólise enzimática deste polímero 

complexo depende principalmente de duas classes de enzimas, as endo-1,4- β-xilanases 

(1,4- β-D xilohidrolase; EC 3.2.1.8), que hidrolisam as unidades de xilanopiranose da 

cadeia central e as β-xilosidases (1,4- β-D-xilano xylohidrolase; EC 3.2.1.37), que 

hidrolisam a xelobiose e outros xilooligossacarídeos resultantes da ação das 
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endoxilanases. Outras enzimas, as acetilxilano esterases, α-glucuronidase e α-L-

arabinofuranosidade, atuam em sinergia com as xilanases degradando grupos 

específicos (BEG et al., 2001). 

 É crescente o interesse em seu uso nas indústrias de papel e celulose, um dos 

setores produtivos com maior movimentação econômica a nível mundial. As xilanases 

são as enzimas mais estudadas para utilização no branqueamento de polpas de celulose, 

onde o emprego das enzimas do complexo xilanolítico, nesta etapa do processo, leva às 

reduções significativas na utilização dos produtos organoclorados, que são altamente 

poluentes e conferem às indústrias de celulose a condição de serem uma das mais 

poluidoras, dentre todo o seguimento industrial.  

Assim, para atender à demanda da indústria, as enzimas que são produzidas 

naturalmente por microrganismos, porém em baixa quantidade, precisam ser otimizadas 

tanto pelo processo fermentativo como pela engenharia genética e de proteínas alem da 

necessidade de se buscar microrganismos potencialmente exploráveis nos processos 

biotecnólogicos. O desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias para produção das 

xilanases, visando aumento de produtividade, aumento da escala de produção e redução 

dos custos de obtenção representa, portanto, um alvo de investigação científica 

altamente relevante nos tempos atuais tendo em vista os impactos ambientais e 

econômicos gerados pela aplicação dos resultados obtidos por este tipo de trabalho. 

A produção das xilanases, por processo biológico, pode acontecer por cultivos 

submersos sendo dada, no entanto, muita atenção, mais recentemente, à sua obtenção 

fazendo uso dos cultivos em estado sólido, que apresentam uma série de características 

favoráveis, quando comparados aos cultivos submersos. Destaque especial deve ser 

feito à possibilidade de utilização de resíduos agroindustriais e de exploração florestal, 

como fonte de nutrientes nestes processos, na sua forma natural, o que confere ao 

microrganismo um ambiente favorável à produção dos metabólitos de interesse, como 

as xilanases, que, por esta razão, são produzidas com características bioquímicas mais 

adequadas à aplicação industrial. Os processos de cultivo em estado sólido, no entanto, 

apresentam algumas dificuldades tecnológicas, principalmente, no que diz respeito ao 

controle do crescimento microbiano, que precisam ser superadas ou, pelo menos, 

minimizadas, para que estes possam ser analisados cineticamente e levados, assim, a 

uma escala maior de produção. 
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A atividade metabólica microbiana e a produção de enzimas são extremamente 

afetadas por fatores ambientais, como pH, tempo de cultivo, temperatura de incubação, 

concentração do inoculo e principalmente pelo substrato utilizado (FADEL, 2000). A 

escolha deste último deve ser apropriada para o sucesso na produção de xilanases, pois 

este não somente serve como fonte de carbono e energia, mas também provê os 

compostos de indução necessários para o organismo produzir a enzima (HALTRICH et 

al., 1996).  

A expressão das xilanases em fungos é sujeita a regulação por repressão 

catabólica, sendo relatados os efeitos negativos na produção, causados pelo acúmulo de 

açúcares redutores em culturas submersas (SMF) (FADEL, 2000).  Por outro lado, tem 

sido descrita a habilidade dos sistemas de fermentação sólida apresentar resistência à 

repressão catabólica para a produção de diferentes enzimas hidrolíticas, principalmente 

quando o substrato utilizado é o farelo de trigo (RAMESH; LONSANE, 1991). O farelo 

de soja foi avaliado neste trabalho, como substrato em SSF, por ser um resíduo rico em 

hemicelulose e celulose, e por ser gerado em grande escala, devido às vastas plantações 

de soja existentes no Brasil.  

A glicose é uma das fontes de carbono mais adequada praticamente para todos os 

bolores, mas outros açúcares podem ser utilizados, como a sacarose, lactose, maltose, 

assim como também compostos orgânicos mais complexos. Existe, portanto, um grande 

número de variáveis que afetam a produção de compostos por fungos, dentre elas 

destaca-se a composição do meio de cultura utilizado (SKOWRONEK; FIEDUREK, 

2004).  

Neste presente trabalho, foi utilizado um sistema automatizado de crescimento 

microbiano (Bioscreen C-Labsystems, Helsinki, Finlândia) para avaliar os efeitos de 

diversos açúcares no crescimento e produção de biomassa de fungos filamentosos e 

consequentemente na produção de xilanase. Este equipamento tem sido usado para 

muitas aplicações em microbiologia, na qualidade de controle (MATTILA et al., 1988; 

JOHNSTON, 1998), em pesquisas gerais (ALVAREZ-BARRIENTOS et al., 2000), em 

efeitos de compostos químicos no crescimento de microrganismos (LISOWSKA et al., 

2004), e outras aplicações. O “software” converte cineticamente medidas da absorbância 

em curvas de crescimento e constrói gráficos com calibrações adequadas. As placas e 



 5

amostras são esterilizadas e podem ser utilizadas 200 amostras por teste, possibilitando 

replicações adequadas. 

A produção de xilanases por microrganismos estende-se à utilização 

principalmente, de bactérias e fungos filamentosos, havendo poucos relatos acerca da 

utilização de leveduras (HALTRICH et al., 1996), que são citadas para produção de 

outras enzimas, como por exemplo, a invertase (BOFO et al., 2005). 

  Via de regra, os fungos sintetizam enzimas mais ativas em pH baixo que, sob o 

ponto de vista industrial, tornam-se particularmente interessantes, uma vez que podem 

produzir xilanases extracelulares. Os extratos enzimáticos, obtidos destas culturas, 

possuem, geralmente, maior atividade do que aqueles provenientes do cultivo de 

bactérias. Além disto, os fungos possuem a capacidade de produzir diferentes enzimas 

do complexo xilanolítico, o que permite hidrolisar, não somente a cadeia principal do 

xilano, mas também, as suas ramificações (HALTRICH et al., 1996; KULKARNI; 

SHENDYE, 1999). 

Estima-se que existam cerca de 1,5 milhões de espécies de fungos, das quais 

pouco mais de 5% são atualmente conhecidas (HAWKSWORTH 1991, 1995). Kirk et 

al. (2001) calcularam que aproximadamente 80 mil espécies foram descritas nos 

diversos grupos de fungos, a saber: Ascomycota (32.739), Basidiomycota (29.914), 

Chytridiomycota (914), Glomeromycota (189), Zygomycota (890) e fungos 

anamórficos (15.945). Comparando-se com a percentagem (70 a 95%) das espécies de 

plantas vasculares descritas, a proporção de fungos conhecidos é irrisória. A micota dos 

Neotrópicos, segundo estimativa recente, está representada por 550.000 fungos e 13.500 

liquens (http://sciweb.nybg.org.). 

Uma dificuldade a considerar, é o grande número de espécies “órfãs”, ou seja, 

coletadas, porém não identificadas nem devidamente registradas em micotecas 

(HAWKSWORTH, 1997) e que a estimativa de 1,5 milhões de espécies seja 

conservadora, se for levado em conta: a) o número de espécies de plantas vasculares 

descritas e o número de fungos a elas associados, como sapróbios, parasitas ou 

simbiontes; b) o número de fungos que estabelecem algum tipo de relação com cerca de 

três milhões de espécies de insetos; c) os fungos que se encontram em regiões 

geográficas inexploradas; d) o número de espécies nas regiões tropicais, que deve ser 
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bem mais elevado do que nas regiões temperadas, com base nas quais foram feitas as 

estimativas. 

 Decorrente destas considerações sobre o bioma Caatinga, ele se torna 

particularmente interessante para pesquisa de espécies fúngicas do ponto de vista 

biotecnológico. A região semi-árida do Brasil ocupa cerca de 800.000 km2, totalizando 

11% do território nacional, incluindo parte dos estados do Piauí, Ceará, Rio Grande do 

Norte, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais. A vegetação 

típica é a caatinga, bioma único no mundo, caracterizado pela formação de floresta seca 

composta de vegetação xerófila de porte arbóreo, arbustivo e herbáceo, com ampla 

variação de fisionomia e flora e elevada diversidade de espécies, (DRUMOND et al., 

2000).  

Os microrganismos utilizados neste presente estudo foram isolados de solo de 

área de caatinga, especificamente na Floresta Nacional Contendas do Sincorá, uma das 

Unidades de Conservação do bioma caatinga da Chapada Diamantina, localizada na 

parte centro-sul do bioma, alongada no sentido N-S em forma de "Y", seguindo o 

alinhamento do divisor de águas da Chapada Diamantina. É inteiramente circundada 

pela ecorregião da Depressão Sertaneja Meridional. Os limites são explicados 

principalmente pelas mudanças de relevo, altitude e tipo de solo. É a parte mais alta do 

bioma Caatinga (http://www.plantasdonordeste.org/Livro/diamantina.htm - Consultado 

em 21/09/2005). 

A caatinga encontra-se hoje em acentuado processo de desertificação, 

ocasionado, principalmente, pelo desmatamento e uso inadequado dos recursos naturais 

(DRUMOND et al., 2000). A desertificação resulta na redução de produção vegetal, 

acarretando mudanças nas interações que ocorrem no solo, com a conseqüente e muitas 

vezes irreversível perda da biodiversidade (SKUJINS; ALLEN, 1986).  

Apesar de diversos estudos quanto ao potencial biotecnológico dos fungos 

filamentosos já terem sido realizados em solos brasileiros, ainda são poucos, 

principalmente em áreas de caatinga, que junto a outras foi considerada como Reserva 

da Biosfera, Patrimônio Ambiental de todos os povos, pela Organização das Nações 

Unidas para a Educação, na tentativa de se conter o desmatamento, favorecer o 

levantamento da biodiversidade existente e estabelecer planos de manejo para a região.  
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OBJETIVOS 

 

Assim, o presente trabalho teve como objetivo geral: 

 

• Buscar as linhagens de fungos existentes em solo de área de caatinga não 

manejada, isolá-las e identificá-las; 

•  Efetuar o levantamento de alguns fatores abióticos em que estas espécies se 

desenvolvem; 

•  Estudar o potencial biotecnológico das principais espécies em produzir a 

enzima xilanase.  

Para que o objetivo principal fosse alcançado, os seguintes objetivos específicos 

foram cumpridos: 

• Coleta de solo em área de caatinga, em épocas de chuva e seca; 

• Determinação das temperaturas do ar e do solo no decorrer das coletas; 

• Isolamento dos fungos filamentosos existentes de 0-15 cm de profundidade do 

solo em diferentes meios de cultura e condições de cultivo, na tentativa de se obter 

maior diversidade possível; 

• Caracterização do solo quanto aos aspectos químicos e físico-químicos; 

• Identificação das principais linhagens isoladas até o nível de espécies e 

contribuir para elaborar um banco de dados das espécies indígenas de fungos 

filamentosos que ocorrem no ecossistema caatinga - Bahia. 

• Determinação da melhor fonte de carbono e temperatura para crescimento de 

cada linhagem através de Cultivo Automatizado (Bioscreen-C) 

• Cultivo das linhagens em frascos com meios de cultura (sólido e liquido), sem 

e com a adição de outras fontes de carbono, em diversas temperaturas, tempos de 

cultivo e concentrações de inoculo, para determinação das melhores condições para 

se obter a máxima produção de xilanase. 
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2 -  REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 – CAATINGA 

 

2.1.1 - Caracterização da caatinga 

 

A palavra caatinga é de origem tupi-guarani e significa mata branca ou clara, 

fazendo referência ao fato de apresentar, na estação seca, árvores com caules 

esbranquiçados que, na ausência de folhas, dão o tom claro àquela região. O bioma 

caatinga ocupa cerca de 800.000 km2 (Figura 1), totalizando 9,92% do território 

nacional (Tabela 1), incluindo parte dos estados do Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, 

Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais. A vegetação típica do 

bioma é a caatinga, bioma único no mundo, caracterizado pela formação de floresta seca 

composta de vegetação xerófila de porte arbóreo, arbustivo e herbáceo, com ampla 

variação de fisionomia e flora e elevada diversidade de espécies (Figura 2), 

(DRUMOND et al., 2000). 
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Figura 1 – Mapa do Brasil mostrando os vários Biomas, 

dentre eles, o Bioma Caatinga (Disponível em: 

http://www.bv.am.gov.br). 
 

    Tabela 1 – Áreas dos Biomas Nacionais (Disponível em: http://www.ibge.gov.br). 
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Figura 2 - Vegetação caatinga na área de coletas, dentro da 

Floresta Nacional Contendas do Sicorá, BA, Brasil.  
 

O clima constitui a característica mais importante do semi-árido brasileiro, 

principalmente devido à ocorrência das secas estacionais e periódicas. Nesta região 

prevalece o clima semi-árido, com duas estações bem distintas: uma curta estação 

chuvosa, de 3 a 5 meses de duração, que ocorre nos meses de janeiro a maio, e uma 

longa estação seca, de 7 a 9 meses, que ocorre nos meses de junho a dezembro. 

Caracterizado pelo elevado potencial de evapotranspiração (2.000 mm.ano-1), 

precipitação média anual de 700mm (mínima de 300 e máxima de 1.000 mm), 

(SAMPAIO, 1995). Ao se analisar os recursos hídricos, aproximadamente 50% das 

terras recobertas com a caatinga são de origem sedimentar, ricas em águas subterrâneas. 

Os rios, em sua maioria, são intermitentes e o volume de água, em geral, são 

limitados, sendo insuficiente para a irrigação. A altitude da região varia de 0-600m e é 
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considerada uma das regiões mais quentes do planeta com luminosidade elevada, 

ficando ao redor de 2.800 horas de luz solar por ano (SEMACE, 1997).  

A caatinga carece de planejamento estratégico permanente e dinâmico com o 

qual se pretende evitar a perda da biodiversidade do seu bioma uma vez que já possui 

extensas áreas degradadas, incorrendo muitas delas em risco de desertificação 

(CAUSAY et al., 2004). A caatinga encontra-se hoje em acentuado processo de 

desertificação, ocasionado, principalmente, pelo desmatamento e uso inadequado dos 

recursos naturais (DRUMOND et al., 2000). A desertificação resulta na redução de 

produção vegetal, acarretando mudanças nas interações que ocorrem no solo, com  

conseqüente e muitas vezes irreversível perda da biodiversidade (SKUJINS; ALLEN, 

1986).  

Por causa da extensão territorial da região e visando uma melhor compreensão 

da área, foram criadas as unidades Geoambientais, as "UGs", que foram agrupadas em 

unidades maiores. Para isso, a região foi dividida em Grandes Unidades de Paisagem, 

baseando-se nas características, morfoestruturais e/ou geomorfológicas e geográficas, 

tradicionalmente utilizadas. Na denominação dessas unidades, procurou-se usar nomes 

já consagrados, que expressam o ambiente de maneira simples e objetiva, como, por 

exemplo: Depressão Sertaneja, Chapadas Altas, Chapada Diamantina, Tabuleiros 

Litorâneos e outros. Dessa divisão resultaram 20 Grandes Unidades de Paisagem, as 

quais englobam 172 "Ugs".  

Nestas unidades, foram determinadas unidades de conservação, entre elas as 

Florestas Nacionais (FLONA). As FLONAs são áreas de posse e domínio públicos, 

provida de cobertura vegetal nativa ou mesmo plantada, estabelecida com objetivos de 

promover o manejo dos recursos naturais, com ênfase na produção de madeira e outros 

produtos vegetais, garantir a proteção dos recursos hídricos, das belezas cênicas e dos 

sítios históricos e arqueológicos, assim como fomentar o desenvolvimento da pesquisa 

científica básica e aplicada, da educação ambiental e das atividades de recreação, lazer e 

turismo, sendo considerada uma unidade de conservação do Brasil e protegida pela Lei 

de Crimes Ambientais. As três unidades de conservação na Bahia, situadas em área de 

caatinga estão apresentadas na (Tabela 2). 
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       Tabela 2 - Unidades de Conservação Presentes na Bahia  

UC Tamanho Localização Observações 

Parque Nacional 
da Chapada 
Diamantina 

152.000ha Região central da 
BA. 

Não tem plano de manejo, e 
contém quase exclusivamente 

vegetação de campos 
rupestres. 

Parque Estadual 
Morro do 
Chapéu 

6.000ha Morro do 
Chapéu, BA  

FLONA 
Contendas do 

Sincorá 
11.034ha

Contendas do 
Sincorá e Barra 
da Estiva, BA 

Parte na ecorregião da 
Depressão Sertaneja 

Meridional. 

 
Fonte: ECORREGIÕES PROPOSTAS PARA O BIOMA CAATINGA, 
Resultados do Seminário de Planejamento Ecorregional da Caatinga, 1a Etapa - 
28 a 30 de Novembro de 2001 - Aldeia, PE. Disponível em: 
http://www.plantasdonordeste.org 
 

Foi na Floresta Nacional Contendas do Sincorá (Figura 3), uma das unidades de 

uso sustentável existentes na Chapada Diamantina, que se deram as coletas das amostras 

de solo para o presente trabalho. A Floresta Nacional Contendas do Sincorá possui área 

total aproximada de onze mil, trinta e quatro hectares e trinta ares, localizada no 

Município de Contendas do Sincorá, Comarca de Ituaçu, Estado da Bahia. É 

administrada pelo IBAMA, de acordo com o Regulamento das Florestas Nacionais 

(DECRETO nº. 1.298, 1994- http://www.cprh.pe.gov.br).   
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Figura 3 - Floresta Nacional Contendas do Sincorá (Parque 

Nacional), na Chapada Diamantina, BA, Brasil (Disponível em: 

http://www.cprm.gov.br) 

 

2.1.2 - Biodiversidade e Biotecnologia 

Os benefícios científicos esperados de um maior conhecimento sobre a 

diversidade microbiana incluem, entre outros, a melhor compreensão das funções 

exercidas pelas comunidades microbianas nos ambientes terrestres e o conhecimento 

das suas interações com outros componentes da biodiversidade, como por exemplo, as 

plantas e animais. Os benefícios econômicos e estratégicos estão relacionados com a 

descoberta de microrganismos potencialmente exploráveis nos processos 

biotecnológicos.  
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A diversidade genética e metabólica dos microrganismos tem sido explorada há 

muitos anos visando à obtenção de produtos biotecnológicos, sendo que a participação 

dos produtos oriundos das atividades microbianas no mercado global pode atingir de 

US$ 35 a 40 bilhões ao ano. Entretanto, pode-se afirmar que esta exploração ainda é 

incipiente (GRANDI, 1999). 

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e 

desempenham funções únicas e cruciais na manutenção de ecossistemas, como 

componentes fundamentais de cadeias alimentares e ciclos bio-geoquímicos (MEYERS, 

1996) e apesar de sua grande importância na manutenção da biosfera, estima-se que 

menos de 5% dos microrganismos existentes no planeta tenham sido caracterizados e 

descritos (STALEY, 1998). Conhecemos mais de 80% das plantas e mais de 90% dos 

vertebrados existentes na natureza, enquanto que conhecemos menos de 1% das 

bactérias e vírus, e menos que 5% dos fungos (Tabela 3). Embora sejam menos 

estudados, muitos grupos de microrganismos são essenciais para a sobrevivência das 

formas de vida na terra (HAMMOND, 1995). 

 

Tabela 3 - Espécies de organismos e microrganismos conhecidos 
(Disponível em: www.iea.usp.br) 
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Segundo estudos efetuados pelo Ministério do Meio Ambiente – MMA 

(Secretaria de Biodiversidade e Florestas – SBF, Diretoria de Conservação da 

Biodiversidade – DCBio) sobre o estado atual de conhecimento sobre a diversidade 

microbiana no Brasil, estima-se que a diversidade taxonômica de gêneros/espécies de 

microrganismos no Brasil é muito limitada, conforme é demonstrado na tabela 4 e 

apesar do volume de informações disponíveis na literatura serem abrangentes, este 

grupo de microrganismos apresenta uma grande diversidade de espécies e diversidade 

genética ainda por ser estudada. 

 

Tabela 4 - Diversidade de microrganismos no Brasil (Disponível em: www.iea.usp.br) 
 
Grupo taxonômico N° de 

espécies 
conhecidas 
no mundo 

Nº de 
espécies 

conhecidas 
no Brasil 

Filo Ascomycota: Classe Ascomycetes: 46 ordens 32.000 N.d 

Filo Zygomicota: Classe Zygomycetes: 7 ordens 
                                                                125 gêneros 

867 162 

                             Classe Trichomycetes: 4 ordens 
                                                                  48 gêneros 

189 N.d 

Filo Deutromycota: Classes Hyphomycetes, Coelomycetes  
                                Agomycetes (2.600 gêneros) 

15.000 N.d 

Filo Chytridiomycota 793 93 

 
 

Apesar de existirem coleções de culturas nacionais, poucas possuem os dados 

informatizados e/ou disponíveis na Internet (Tabela 5). A ausência de dados sobre a 

diversidade de microrganismos no Brasil é marcante e revela o descaso e a falta de 

conhecimento sobre a diversidade microbiana, tanto por falta de pesquisadores como 

pelo desconhecimento de sua importância por parte dos órgãos governamentais. 

(GRANDI et al., 1999). 
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Tabela 5 - Número conhecido e estimado de espécies microbianas em relação a 

material depositado em coleções de culturas (Disponível em: www.iea.usp.br) 

 
 

Segundo Bull et al. (2000), a biotecnologia é baseada na busca e descoberta de 

recursos biológicos industrialmente exploráveis. Uma abordagem clássica das etapas do 

processo de busca e descoberta biotecnológica passa resumidamente pela coleta de 

material biológico adequado, seguida da seleção e triagem de materiais com os atributos 

desejados, seleção final do(s) melhor (es) candidato(s) a partir de uma lista reduzida de 

opções e culmina com o desenvolvimento de um produto comercial ou processo 

industrial (BULL et al., 2000). Inventários de diversidade taxonômica determinam, 

portanto, a extensão da diversidade de organismos presente na amostra e como tal 

potencial pode ser explorado. 

Como ecossistemas apresentam condições diversas que irão selecionar os grupos 

de organismos do solo que melhor se adaptem (GRISI; GRAY, 1986), espera-se que os 

microrganismos adaptados às condições inóspitas do bioma caatinga, sejam 

interessantes nos processos biotecnológicos industriais. 

Alguns mitos, entretanto, foram criados em torno da biodiversidade da caatinga: 

o primeiro diz que ela é homogênea, o segundo que sua biota é pobre em espécies e em 

endemismos, o terceiro é que está pouco alterada pelas ações antrópicas e o quarto diz 

que a caatinga é um bioma marginal. Tais mitos, entretanto, estão hoje superados, pois a 

caatinga é bastante heterogênea, onde encontramos centenas de diferentes tipos de 
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paisagens únicas, detectamos sua grande biodiversidade, de endemismo reconhecido e 

está entre os biomas brasileiros como o mais degradado pelo homem. Assim, detecta-se, 

o estigma que sofre o bioma, historicamente por ser considerado pobre em todos os 

sentidos, levando sua desvalorização tanto por parte da população, comunidade 

científicas e ambientalistas, como por parte dos governantes locais e nacionais. Este fato 

é agravado pela enorme carência de conhecimento técnico científico sobre o bioma de 

modo geral e sobre seu valor biológico, paisagístico e aproveitamento econômico 

sustentável da sua biodiversidade, ofuscando as riquezas que realmente apresenta 

(CASTRO et al., 2003) 

O conceito de biodiversidade envolve tanto uma dimensão quantitativa, número 

e variedade de genes, espécies e ecossistemas, quanto à dimensão qualitativa, isto é, a 

"saúde" das realidades biológicas e dos ambientes onde ocorrem. A biodiversidade, na 

verdade, é um termo utilizado para definir o grau de variedade na natureza, incluindo 

tanto o número quanto a freqüência de genes, espécies e ecossistemas em determinada 

região. É normalmente considerada em três níveis diferentes: diversidade genética, 

diversidade de espécies e diversidade de ecossistemas. A biodiversidade corresponde à 

"variedade e variabilidade entre os organismos vivos e complexos ecológicos em que 

ocorrem. O termo engloba diferentes ecossistemas, espécies, genes e suas abundâncias 

seletivas" (BORGES et al., 2003). 

Desta forma, torna-se evidente e urgente o conhecimento da flora, fauna, solo e 

clima com informações fundamentais para o desenvolvimento de quaisquer estratégias 

de ações, evidenciando o valor da biodiversidade, que venham a contribuir para um 

melhor planejamento de manejo, usos e enriquecimento da caatinga.  

Assim se devem incrementar as ações de pesquisas relacionadas ao impacto 

ambiental no semi-árido brasileiro, principalmente, relativo às áreas de mineração, 

manejo e conservação do solo e água, manejo de solos salinos e alcalinos, manejo de 

bacias hidrográficas, manejo florestal e a conservação da biodiversidade. Para isto uma 

das necessidades é a ampliação da base genética das espécies através da prática de 

reflorestamento e criação de bancos de dados referentes ao tema, a fim de centralizar 

fonte de tecnologias e facilitar o repasse desses conhecimentos. Destaca-se aqui que a 

biodiversidade não deve ser abordada e restrita somente aos dois reinos, vegetal e 
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animal, existindo outros três de igual importância devido a suas aplicabilidades 

tecnológicas e ao banco genético que proporcionam, dentre eles, o Reino Fungi.  

 

2.2 - COMPOSIÇÃO DAS PAREDES CELULARES DAS PLANTAS 

 
2.2.1 - Principais Componentes da Parede Celular Vegetal 

 

A biomassa vegetal é formada basicamente de celulose, hemicelulose e lignina e 

constitui o único recurso natural que poderá sustentar a demanda do mercado mundial 

de produtos bioquímicos e químicos por ter um ciclo de reposição suficientemente 

rápido (GOHEEN, 1981). A degradação microbiológica da celulose representa a maior 

fonte de carbono para o solo, considerando-se que é dos polímeros naturais, o mais 

abundante do planeta, apresentando uma quantidade global estimada em 26,5 x 1010/ 

ton. /ano (TEUNISSEN; CAMP, 1993).  

Os modelos mais recentes de parede celular (CARPITA; GIBEAUT, 1993; 

MCCANN; ROBERTS, 1991), propõem que esta seja formada de três domínios 

independentes (celulose, hemicelulose, pectinas e proteínas). Nestes modelos os três 

domínios formam um compósito com características semelhantes a um cristal líquido 

(ROLAND et al., 1992). Segundo Coscrove (2000) têm sido propostos três modelos 

para a estrutura da parede primária no que se refere à interação celulose-hemicelulose.  

O primeiro modelo considera que hemiceluloses, como o xiloglucano, recobre a 

superfície da celulose conectando diretamente várias microfibrilas entre si. As pectinas 

formariam uma matriz, onde os xiloglucanos e a celulose estariam mergulhados.  

O segundo modelo considera que as hemiceluloses, revestem a celulose, mas não 

unem as microfibrilas. Segundo estes modelos existiriam duas camadas de 

hemicelulose: uma interna formada por hemicelulose como o xiloglucano que se liga 

fortemente à celulose e uma externa, que recobre a interna. O conjunto formado pelas 

microfibrilas e pelas camadas de hemicelulose estaria mergulhado na matriz de pectina. 

Nesse modelo, as microfibrilas seriam mantidas juntas somente por forças coesivas 

entre sucessivas camadas de hemicelulose lateralmente associadas.  

O terceiro modêlo, chamado estratificado, considera que as microfibrilas de 

celulose estariam conectadas por xiloglucanos formando lamelas, que não teriam 
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conexão direta entre si, e o espaço entre as lamelas seria preenchido por uma camada de 

pectina. 

Entre 50% e 80% da matéria seca dos vegetais é carboidrato, enquanto os 

microrganismos contêm até 60% de C orgânico. A quantidade e proporção deste 

elemento na célula, nos tecidos ou organismos inteiros são determinadas pelas espécies 

e idade dos indivíduos. Por exemplo, embora os carboidratos solúveis em água possam 

predominar em plantas jovens, as maduras têm maior porcentagem de celulose, 

hemicelulose e lignina. De modo geral, a matéria orgânica vegetal é constituída de 

celulose, compreendendo 40% a 60% do lenho maduro, 10% das folhas, 30% a 40% do 

caule e 90% das fibras de algodão; hemicelulose, grupo diverso de polissacarídeos 

solúveis em álcalis, intimamente associados à celulose; substâncias pécticas, 

polissacarídeos estruturais e lignina, importante composto de carbono constituinte de 

plantas vasculares, participando com 15% a 34% da madeira (TAUK, 1990). 

 

2.2.2 - Celulose 

  

 A parede celular das células vegetais é formada por uma trama de fibrilas de 

celulose. Cada fibrila é formada pela agregação de mais ou menos 250 microfibrilas 

cuja integridade é mantida por ligações de hidrogênio entre os numerosos grupos OH-

adjacentes (Figura 4). Cada microfibrila apresenta mais de 10.000 resíduos de β-glicose 

anidra (Figura 5). Isto significa que o peso molecular é de aproximadamente 1,5 x 106. 

O comprimento total da molécula é de aproximadamente 5 µm variando, entretanto de 

acordo com a fonte e o grau de processamento à qual tenha sido submetida (GHOSE; 

BISARIA, 1979). 

As microfibrilas de celulose agregam-se para formar as fibrilas elementares, que 

apresentam áreas ordenadas e outras menos ordenadas, denominadas áreas cristalinas e 

amorfas, respectivamente (KOSARIC et al., 1983). A biodegradação da molécula de 

celulose está relacionada com a distribuição e configuração destas duas áreas, como 

também com a sua associação com outros polímeros que a protegem, tais como a 

lignina, hemicelulose, amido, proteínas e compostos minerais (KOSARIC et al., 1983; 

GHOSE et al., 1977). 
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Figura 4 - Figura esquemática da celulose (Disponível em: http://academic.brooklyn.cuny.edu) 

 

 
Figura 5 - Estrutura molecular da celulose (Disponível em: http://www.swst.org) 
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2.2.3 - Hemicelulose e xilano 

 
As hemiceluloses são representadas por um grupo heterogêneo de 

polissacarídeos ramificados, presentes em todas as camadas da parede celular das 

plantas, mas concentram-se, principalmente, nas camadas primária e secundária, onde 

estão intimamente associadas à celulose e lignina (Figura 6). Cerca de 40% dos 

polissacarídeos que constituem a parede celular dos vegetais refere-se à hemicelulose 

sendo, portanto, depois da celulose, o carboidrato mais abundante na natureza (DA 

SILVA et al., 1997). 

 

 
 

Figura 6 - Modêlo esquemático das camadas da parede celular de 

plantas (Disponível em: http://www.nrsl.umd.edu) 

 

As hemiceluloses envolvem as microfibrilas de celulose, ligando-se firmemente 

entre si e à superfície das microfibrilas por pontes de hidrogênio, e por ligações 

covalentes a resíduos fenólicos da lignina (Figura 7), promovendo a adesão destes 

componentes, formando uma complexa rede de fibras (WONG et al., 1988). 

Quimicamente, as hemiceluloses são heteropolissacarídeos, que ao contrário da 

celulose, pode ser formado por diversos açúcares (pentoses e hexoses), dando origem a 

cadeias moleculares mais curtas e com alto grau de substituição. Cada 

heteropolissacarídeo geralmente apresenta uma cadeia principal formada por uma única 

unidade, podendo apresentar diversas outras unidades como substituintes (PHILIPP; 
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D’ALMEIDA, 1988) tais como D-xilose, D-manose, D-arabinose e D-galactose, dentre 

outros e por seus ácidos urônicos (HAN, 1978) (Figura 8). Têm-se apresentado de dois 

até seis resíduos de açúcares diferentes unidos por ligações β-(1-4) sendo o grau de 

polimerização geralmente de 200. A forma mais abundante apresenta D-xilose na cadeia 

principal e L-arabinose nas cadeias laterais.  
 

 

Figura 7 - Modêlo esquemático das ligações entre a hemicelulose, celulose e lignina 

(Disponível em: http://www2.mcdaniel.edu/Biology) 
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Figura 8 - Estrutura molecular da hemicelulose. Disponível em: 

http://natural-resources.ncsu.edu) 

 

 Estes açúcares estão ligados entre si, por ligações glicosídicas β-1, 4, formando 

uma estrutura principal composta por um tipo específico de resíduo, a partir da qual 

surgem ramificações laterais de cadeias curtas de outros açúcares. Elas são classificadas 

de acordo com o açúcar predominante na cadeia principal e na ramificação lateral. 

Assim, xilanas, galactomananas, arabino-xilanas, arabinoglucurono-xilanas, arabino-4-

metil-glucurono-xilana, 4-metil-glucurono-xilana, galactosanas, galacto-arabino-

glucurono-xilana, são diferentes denominações das hemiceluloses em função da 

estrutura química que as compõem (BIELY, 1985; DA SILVA et al., 1997).  

Segundo Rodríguez-Palenzuela et al. (1996), as glucomananas constituem o tipo 

de hemicelulose mais abundante na parede secundária das gimnospermas, sendo um 

7componente minoritário nas angiospermas. Constituem uma cadeia principal de 

resíduos de glicose e manose unidos por ligações β- 1, 4, na proporção de 1:3 (glicose-

manose). A seqüência de glicose e manose é arbitrária e não é raro que existam cadeias 

laterais de arabinose e que os resíduos de manose possam estar acetilados. As 

galactomananas e mananas aparecem nas paredes celulares dos endospermas, onde 

também têm um papel de reserva energética e absorção de água. È formada por uma 

cadeia de manoses unidas por ligações β- 1, 4 e quando aparece um resíduo da 

galactose, este se une à manose por ligações X (1-6). As mananas põem formar 

estruturas cristalinas de grande resistência. As glucuromananas estão presentes em 

pequenas quantidades em muitas espécies e é um componente de alguns exsudatos que 
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são produzidos tipicamente em frutas. Consiste de uma cadeia de manoses unidas por 

ligações X(1-4) e resíduos de ácido glucurônico unidos por ligações X (1-2), 

possivelmente em seqüência alternada. As cadeias laterais incluem xilose e arabinose. 

Os xiloglucanos estão presentes em grande número de sementes e são 

conhecidas vulgarmente como amilóides, uma vez que podem ser tingidas por iodo. A 

cadeia principal está formada por glicoses unidas por ligações X(1-4) e a maioria das 

quais se unem a resíduos de xilose por ligações X(1-6). Alguns resíduos de xilose estão 

por sua vez, substituídos por fucose X(1-2), por galactose X(1-2) e ocasionalmente por 

arabinose. As arabinogalactanas são componentes da parede primária das gimnospermas 

e possuem um núcleo de galactano muito ramificado, que contém unidades de galactose 

unidas por ligações X(1-3) e X(1-6). Os resíduos de arabinose aparecem nas cadeias 

externas unidas por ligações X(1-3). A maior parte das hemiceluloses presentes nas 

madeiras é constituída por xilana, ou seja, um polímero polissacarídeo, cuja cadeia 

principal é constituída por 30-100 unidades de β-D-xilopiranose com ligações 

glicosídicas tipo 1,4 (Figura 9) ou como heteropolímeros altamente ramificados 

(ALEXANDER, 1977).  

Os substituintes mais freqüentes são do tipo α-1,2 ou α-1,3 dos seguintes 

resíduos: ácido glucurônico, ácido D-galacturônico, grupos acetil, L-arabinose, D- 

galactose, entre outros. Nas madeiras duras quase a totalidade da hemicelulose é 

composta de O-acetil-4- O - metilglucuranoxilana. Já as madeiras moles contêm 

maiores proporções de D-manose e apresentam uma composição majoritária de 

arabinoxilanas e minoritária de galactomananas. Resíduos de ácido ferúlico e cumárico 

podem ainda apresentar-se esterificados aos substituintes do tipo L-arabinose (PHILIPP; 

ALMEIDA, 1988). Mas segundo Wong et al. (1988) os dois tipos principais de xilanos 

são os acetilxilanos de madeiras duras e arabinoxilanos de madeiras macias. 
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Figura 9 - Unidades de β-D-xilopiranose com ligações glicosídicas tipo 1,4 

(Disponível em: http://www.biosite.dk/leksikon/images/xylan.gif) 

 

O xilano é encontrado nas paredes celulares de todas as células vegetais de 

plantas terrestres e, em quase todas as partes da planta (WONG et al., 1988), mas a 

distribuição dos vários componentes lignocelulósicos na parede celular das células 

vegetais depende do crescimento e diferenciação celular (WILKIE, 1979) e da espécie 

(SELVENDRAN, 1985).  

A xilana, em madeiras duras e plantas anuais como o milho, rami e cana de 

açúcar, corresponde de 20 a 35% do peso total seco. Em madeiras leves a xilana é 

encontrada em menor quantidade, correspondendo aproximadamente a 8% do peso total 

seco (PRADE, 1995). Quantidades consideráveis de xilana estão presentes em resíduos 

agrícolas e agroindustriais sólidos, bem como em resíduos líquidos liberados durante o 

processamento de madeiras, muitas vezes lançados em mananciais, com grande prejuízo 

para o ecossistema (BIELY, 1985). Encontra-se preferencialmente nas paredes 

secundárias das células vegetais, distribuindo-se entre a lignina, os outros 

polissacarídeos hemicelulósicos, e as fibras de celulose, promovendo a adesão destes 

componentes, o que é essencial para a manutenção da integridade da parede celular da 

planta (PRADE, 1995). 

A estrutura do xilano confere resistência à célula vegetal contra a degradação 

microbiana através das ligações entre as unidades de xilose e pela proteção conferida 

pelos substituintes laterais e outros polissacarídeos. Assim, a existência de um 

complexo enzimático, tendo enzimas com funções especializadas, é uma estratégia que 

os microrganismos usam para conseguir a hidrólise completa do xilano (KHENG; 

IBRAHIM, 2005).  
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2.2.4 - Lignina 

A lignina, segundo Eaton; Hale (1993) é definida como um polímero 

tridimensional complexo, de elevado peso molecular, amorfo, que trabalha como 

material incrustante em torno das microfibrilas, conferindo rigidez às paredes celulares 

dos elementos anatômicos, tornando-as resistentes a solicitações mecânicas (Figura 10). 

A lignina é uma macromolécula, com elevado peso molecular, que resulta da união de 

vários ácidos e álcoois fenilpropílicos (cumarílico, coniferílico e sinapílico). O 

acoplamento aleatório destes radicais dá origem a uma estrutura tridimensional, 

polímero amorfo, característico da lignina. È o polímero natural mais complexo em 

relação à sua estrutura e heterogeneidade. Por esta razão numerosos modelos 

representam uma “aproximação” de sua estrutura. 

 

Figura 10 - Estrutura generalizada da lignina (Disponível 

em: http://academic.scranton.edu) 

2.3 - XILANASE 

 

2.3.1 - Classificação e funções das xilanases 

 

Os microrganismos usam um sistema enzimático, denominado sistema 

xilanolítico, como uma estratégia para alcançar a hidrólise completa do xilano, uma vez 
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que as ligações entre os resíduos da cadeia não são acessíveis de forma equivalente às 

enzimas xilanolíticas, além de que a acessibilidade a algumas ligações pode mudar 

durante o processo de hidrólise enzimática (WONG et al., 1988).  

A primeira função das múltiplas xilanases seria de destruir a integridade das 

fibras de xilano, uma vez que o mesmo atua na coesão das fibras de celulose e expor os 

outros componentes lignocelulósicos a outras hidrolases. Tal função está relacionada à 

atividade de desramificação de algumas xilanases e não apenas na hidrólise de ligações 

xilanosídicas. É também possível que a significância de múltiplas xilanases esteja em 

sua habilidade de funcionar sob diferentes condições uma vez que suas propriedades 

fisicoquímicas diferem substancialmente (WONG et al, 1988). As duas principais 

enzimas do sistema xilanolítico, responsáveis pela degradação do xilano são as endo-β-

xilanases (EC 3.2.1.8) e β-xilosidases (EC 3.2.1.37). As endo-β-xilanases (Figura 11) 

são endo-enzimas responsáveis pela clivagem das ligações β-1,4 entre as moléculas de 

xilose não substituídas, liberando xilose (REILLY, 1981).  

 

 
Figura 11 - Sítios de ação das endo- β- 1,4 xilanases (EC 3.2.1.8) (Disponível em: 

http://www.sigmaaldrich.com) 

 

As β-xilosidases (Figura 12) são consideradas exo-enzimas, pois hidrolisam 

xilobiose e outros pequenos xilo-ologossacarídeos resultantes da ação das 

endoxilanases, também liberando xilose (ANGELO, 1999). Ambas, portanto, tem a 
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habilidade de hidrolizar xilo-oligômeros a xilose, uma fonte primária de carbono que 

pode substituir a glicose e ser utilizada por microrganismos como fonte de carbono 

(FINELL et al., 2002).  

 

 
Figura 12 - Representação teórica da estrutura da xilana vegetal e pontos onde 

as enzimas atuam (Fonte: BIELY, 1985). 

 

Uma vez que o xilano pode se apresentar como heteropolímeros altamente 

ramificados com substituições tipo α-1,2 ou α-1,3 de resíduos de ácido glucurônico, 

ácido D-galacturônico, grupos acetil, L-arabinose e D - galactose (ALEXANDER, 

1977), outras enzimas constituintes do sistema xilanolítico (Figura 12) são responsáveis 
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pela hidrólise dos mesmos (α-L-arabinosidases, α-D-galactosidases, α-D-

glucuronidases, acetil-esterases e feruloil ou cumaril esterases) (BEG et al., 2001; 

SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002) 

Assim, de acordo com BIELY (1985) as enzimas do complexo xilanolítico 

podem ser divididas em enzimas que degradam a cadeia principal (endo-β-1,4 xilanase e 

β-xilosidase) e enzimas que degradam as cadeias laterais (α-glucuronidase, α-L-

arabinofuranosidase e acetilesterase). Segundo WONG et al. (1988), as xilanases podem 

também ser classificadas com base nos produtos finais de reação: xilanases não 

desramificantes, que não hidrolisam pontos de ramificação de arabinoxilanos, não 

liberando arabinoses; e as desramificantes que os hidrolisam, liberando arabinoses. 

As xilanases podem ainda ser classificadas segundo a análise de grupamentos 

hidrofóbicos e a seqüência de aminoácidos podendo ser divididas em dois grandes 

grupos: as famílias F/10 e G/11. A família F/10 corresponde às xilanases de maior 

massa molecular (a partir de 30-35 KDa), enquanto a família G/11 é composta pelas 

enzimas com massas moleculares menores, ao redor de 20 KDa. A família G/11 é 

composta de endo-xilanases de baixo peso molecular, altamente específicas, formando 

um grupo muito homólogo de enzimas. Já as endoxilanases da família F/10, embora 

demonstrem grande versatilidade, possuem baixa especificidade. Em geral as enzimas 

pertencentes à família G/11 possuem pH ótimo ao redor de 5, enquanto as pertencentes 

à família F/10 apresentam ponto isoelétrico mais baixo que as da família G/11 

(JEFFRIES, 1996).  

As famílias F/10 e G/11 possuem em comum o caráter endo de clivagem das 

ligações glicosídicas e o mecanismo e o mecanismo de hidrólise do xilano. As enzimas 

de ambas as famílias têm se mostrado aptas a hidrolisar a ligação beta 1,4 do xilano, 

sugerindo que a hidrólise do substrato deve seguir um mecanismo de dupla substituição 

envolvendo dois resíduos de ácido carboxílico (KRENGEL; DIJKSTRA, 1996). Os 

grupos catalíticos são compostos de dois resíduos glutamato, localizados em oposição 

um ao outro na abertura do sítio ativo. O papel de um glutamato é agir como um 

catalisador ácido/base com o outro resíduo servindo como um nucleófilo estabilizador 

do intermediário de reação (TORRONEN et al., 1997). 

Apesar das semelhanças, as duas famílias podem apresentar alta variação nas 

suas propriedades funcionais, como atividade catalítica, padrões de clivagem do 



 30

substrato, pH ótimo e estabilidade térmica. Xilanases microbianas pertencentes às 

famílias F/10 e G/11 diferiram na sua ação da hidrólise de 4-O-metilglucuranoxilana: as 

enzimas da família F/10 não precisam de altas unidades consecutivas não substituídas 

na cadeia principal, sugerindo que seus sítios ativos sejam menores que os da família 

G/11. Até mesmo xilanases dentro de uma mesma família podem ter propriedades 

bastante distintas.  

De uma forma geral, as xilanases de origem microbiana possuem uma 

composição protéica simples e massa molecular entre 8 e 145 KDa, sendo que a faixa 

ótima de temperatura para produção de endo-xilanases, por bactérias ou fungos, varia de 

40 a 60 oC, sendo as bactérias mais conhecidas por produzirem xilanases termoestáveis 

As xilanases, provenientes de diferentes microrganismos são estáveis na faixa de pH de 

3 a 10, sendo, no entanto, a melhor produção enzimática obtida entre pH 4 e 7 

(KULKARNI; SHENDYE, 1999). 

  

2.3.2 - Regulação da síntese de xilanases 

 

As endo-β-xilanases e β-xilosidases, apesar das suas especificidades e modos de 

ação diferentes, atuam com um alto grau de complementação na hidrólise do xilano 

(WONG et al., 1986) e o comprimento da cadeia e o grau de substituição se constituem 

em fatores chaves que influenciam a taxa de hidrólise deste composto (LIAB et al., 

2000). A capacidade hidrolítica das primeiras aumenta com o comprimento da cadeia, 

enquanto que a das segundas diminui com o comprimento da cadeia (PRADE, 1995).   

A importância dos substituintes na cadeia principal do xilano, nas limitações dos 

processos de hidrólise enzimática, sugere que exista uma relação inversa entre o 

processo de hidrólise e o conteúdo destes resíduos (BRICE; MORRISON, 1982). 

Algumas xilanases purificadas são hábeis em clivar xilotriose, mas não arabino - 

xilotriose, indicando que os substituintes de α-L-arabinose protegem as ligações 

xilosídicas das xilanases (TAKENISHI; TSUJISAKA, 1975). Entretanto, é possível que 

os resíduos substituintes tenham uma função positiva para que as ligações enzima-

substrato sejam alcançadas, uma vez que muitas xilanases demonstrem preferência em 

hidrolisar cadeias de xilano ramificadas (FREDERICK et al., 1985). As enzimas 
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metabólicas produzidas no processo tais como as proteases e as transglicosidases afetam 

também o rendimento real da produção das xilanases (HRMOVA et al., 1991).  

Algumas xilanases são produzidas em menor quantidade, ou porque podem 

exercer funções que não são requeridas com freqüência (como por exemplo, para 

hidrólises de ligações que não ocorrem frequentemente), ou porque as condições de 

cultivo não induzem sua produção ou ainda porque são perdidas devido à degradação ou 

adsorção pelo substrato (WONG et al., 1988). Devido ao seu alto peso molecular, o 

xilano não pode entrar na célula e então não pode diretamente induzir a síntese das 

enzimas xilanolíticas. São os fragmentos do xilano (xilose, xilobiose e xilo-

oligossacarídeos), que por terem baixo peso molecular, vão ter ação na biossíntese da 

xilanase (KULKARNI; SHENDYE, 1999). Em geral, a indução de xilanases é um 

fenômeno complexo e o nível da resposta a um indutor individual varia com os 

organismos.   

Apenas em raros casos a expressão constitutiva da xilanase tem sido relatada 

(SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 1993). Geralmente, a expressão da xilanase em 

fungos está sujeita à indução pelo substrato e repressão catabólica pela glicose. (DE 

VRIES; VISSER, 2001; TONUKARI et al., 2002).  

Biely (1985) propôs um mecanismo de indução de xilanase para a levedura 

Cryptococcus albidus, em meio contendo xilano, no qual é produzida uma pequena 

quantidade de xilanase constitutiva que é excretada no meio e degrada o xilano em xilo-

oligossacarídeos e xilobiose que após serem absorvidos pela célula, induzem os genes a 

produzirem xilanase extracelular. As xilanases induzidas degradam então o xilano em 

xilo-oligossacarídeos e xilobiose. O acúmulo destes monômeros provenientes da ação 

da enzima, entretanto, faz com que atuem como repressores na produção da mesma. 

Segundo esse autor, este sistema pode ser a explicação para a indução de xilanase em 

outros microrganismos. Os derivados dos substratos e produtos enzimáticos finais 

podem desempenhar, portanto, um papel positivo chave na indução da enzima, e 

também podem agir como inibidores dos produtos finais, possivelmente em 

concentrações mais elevadas. Um indutor que produz a atividade máxima de xilanases 

em uma espécie, porém, pode ser o inibidor da atividade em uma outra espécie 

(HRMOVA et al., 1989). Haltrich et al. (1996) descreveram, genericamente, a indução 
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de xilanases produzidas por fungos por um mecanismo semelhante ao descrito 

anteriormente.  

A biossíntese de xilanase ocorre várias horas após o indutor do meio ter sido 

consumido, em contraste à síntese de L- permease e L- xilosidase que tem um período 

de indução mais curto (LAMPEN et al., 1972).  

De Graaff et al. (1994) relataram que a repressão catabólica do gene da xilanase 

e A. tubigensis pareceu ser controlada em dois níveis, diretamente pela repressão do 

gene da transcrição e indiretamente, pela repressão do ativador de transcrição. O mesmo 

padrão de regulação foi observado em A. niger e A. nidulans. A repressão catabólica 

pelo carbono em microrganismos é, portanto, uma maneira de se controlar a síntese de 

várias enzimas requeridas para utilização de fontes de carbono menos favorecidas 

quando fontes de carbono mais rapidamente utilizáveis estão disponíveis no meio. Os 

microrganismos são induzidos a desativar um grande número de genes na presença de 

glicose como resposta a uma economia de energia, isto afeta primariamente as enzimas 

usadas para metabolizar outras fontes de carbono que são dispensáveis na presença de 

glicose (RONNE, 1995).  

 De modo geral, as enzimas xilanolíticas podem ser produzidas em grandes 

quantidades durante o crescimento em meio contendo xilano, e também submetidas à 

repressão catabólica por fontes de carbono mais facilmente metalizáveis, como glicose e 

xilose (BIELY, 1985; PRADE, 1995).  

Trabalhos com leveduras e fungos filamentosos têm revelado que o mecanismo 

para repressão da glicose em eucariotos é diferente ao encontrado em bactérias. A 

expressão da maioria dos genes para xilanase relatados de fungos fitopatogênicos são 

inibidos pela glicose (GÓMEZ-GÓMEZ et al., 2002; TONUKARI et al., 2002).  

Recentes evidências indicam que a xilose nem sempre é indutora de expressão 

de xilanase em Aspergillus sp, mas atua preferencialmente como um repressor em alta 

concentração (DE VRIES et al., 1999) através do conhecido processo de repressão 

catabólica do carbono. Estudos com Aspergillus sp e Trichoderma sp a nível celular e 

molecular indicam que a expressão genética é regulada na fase de transcrição (DE 

GRAAFF et al., 1994; MARGOLLES-CLARK et al., 1997) e que o ativador no 

processo XlnR (positive acting element) é conhecido por regular a indução da expressão 
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da xilanase. Em geral, pouco é conhecido sobre os mecanismos pelos quais os genes 

que codificam a xilanase são induzidos. 

Um dos fatores básicos para uma eficiente produção de xilanases por 

microrganismos, refere-se à adequada escolha do substrato e a otimização da 

composição do meio de cultivo, pois, a partir daí, pode-se definir as características da 

enzima, bem como controlar a formação de compostos indesejáveis, como a produção 

de celulases, quando a enzima produzida destina-se a indústria de celulose papel, por 

exemplo. Neste caso, o substrato não é somente a fonte de carbono e energia, mas 

fornece também, os compostos indutores da produção enzimática para o microrganismo 

(KULKARNI; SHENDYE, 1999). 

O rendimento da produção da xilanase é governado por alguns fatores chaves, 

além dos parâmetros padrões. Quando a produção da enzima é realizada em substratos 

heterogêneos complexos, vários fatores têm um efeito combinado no nível da expressão 

da xilanase. Incluem a acessibilidade, a taxa, a quantidade e a natureza química dos 

xilo-oligossacarídeos liberados do substrato, e a quantidade da xilose liberada, que age 

na maioria dos casos, como fonte do carbono e como inibidor da síntese da xilanase.  As 

xilanases ligam-se firmemente ao substrato e uma parte da enzima produzida durante a 

fermentação frequentemente é perdida junto com o substrato insolúvel.  As enzimas 

metabólicas produzidas no processo tais como as proteases e as transglicosidases afetam 

também o rendimento real da produção da xilanase (HRMOVA et al., 1991). 

 

2.3.3 - Fatores que afetam a produção de xilanases 

 

Quando se objetiva a síntese de xilanase “in vitro” por microrganismos, busca-se 

definir as características da enzima, a fim de se obter uma eficiente produção e se 

controlar a formação de compostos indesejáveis. Entretanto, vários parâmetros se 

constituem em fatores que podem afetar o processo, tais como: microrganismo 

utilizado, escolha do substrato, composição do meio e atividade de água (PANDEY et 

al., 2000), aeração do meio (GHILDYAL et al., 1994), pH (XIONG, 2004), temperatura 

(YUAN, 2005), tempo de cultivo (SHAH; MADAMWAR, 2005) e a concentração do 

inóculo (GHANEM et al., 2000). 
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2.3.3.1 - Substrato  

 

A escolha do tipo de substrato adequado para os cultivos de microrganismos 

objetivando a biossíntese enzimática depende de uma série de fatores que incluem o 

custo e a viabilidade de uso (PANDEY et al., 2000). Os processos mais utilizados para 

cultivos de microrganismos para produção de enzimas e dentre elas as xilanases, são por 

fermentação submersa (SMF) e fermentação em estado sólido (SSF), e apresentam 

variáveis na forma de condução (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001). Atualmente, a 

grande maioria das enzimas utilizadas industrialmente é produzida fazendo uso da SMF, 

geralmente utilizando-se microrganismos geneticamente modificados. No entanto, o 

custo da produção destas enzimas por SMF é alto e o processo torna-se, muitas vezes 

economicamente inviável (PANDEY et al., 2000).  

A estrutura do xilano varia com a espécie vegetal (BIELY, 1985). A hidrólise do 

xilano depende do número e posição de suas ramificações, as quais podem afetar 

positivamente ou negativamente a formação do complexo enzima - substrato 

(FERREIRA-FILHO, 1994). A partir da descrição do mecanismo de indução das endo-

xilanases, pode-se concluir que a utilização de xilana pura, ou de seus derivados de 

baixa massa molecular, é uma excelente opção para a produção destas enzimas, o que 

vem sendo feito, frequentemente, em pequena escala (HALTRICH et al., 1996). 

Existem estudos que pesquisam a produção de enzimas por microrganismos em 

diferentes substratos lignocelulósicos (PANDEY et al., 2000).  

No trabalho de Gupta et al. (2001) observaram que a utilização de resíduos, 

como farelo de trigo, bagaço de cana-de-açúcar, sabugo de milho e cavaco de madeira, 

para fornecimento de carbono nos cultivos, levou a uma produção cinco vezes maior de 

xilanase por Staphylococcus sp, comparando-se com os resultados obtidos para os 

cultivos conduzidos a partir de xilose e xilana pura. 

Vários resíduos agroindustriais e de exploração florestal tem sido avaliados 

como fontes de xilana e xilo-oligômeros, podendo ser utilizados, na forma natural, 

como é o caso dos processos em estado sólido, ou após pré-tratamentos (químicos, 

físicos ou enzimáticos), que se fazem necessários para sua utilização nos cultivos 

submersos e, em alguns casos, também nos cultivos em estado sólido (KULKARN; 

SHENDYE, 1999).  
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Os materiais utilizados como substrato nos cultivos em meio sólido incluem 

produtos como arroz, mandioca, soja, beterraba, batata e batata doce (FENG et al., 

2000; NWE et al., 2002; ABDEL-FATTAH; OLAMA, 2002) e resíduos da exploração 

destes produtos como farelos e palha de trigo e arroz (GOMES et al., 1994; RIDDER et 

al., 1999; BAKIR et al., 2001; JECU, 2000; CASTILHO et al., 2000; BIESEBEKE et 

al., 2002; CHEN et al., 2002), casca de soja, de milho e arroz (HAN, 1987; YANG et 

al., 2001), bagaço de mandioca (VANDENBERGHE et al., 2000; PALMA et al., 2002) 

e de cana-de-açúcar (PALMA et al., 1996; SOUZA et al., 1999), resíduos da indústria 

de processamento do café (BRAND et al., 2000; SOARES et al., 2000), resíduos das 

indústrias processadoras de frutas como maçã, figo, morango e manga (BRAMORSKI 

et al., 1998; COURI et al., 2000; ROUKAS, 2000; ZHENG; SHETTY, 2000; 

SHOJAOSADATI; BABAEIPOUR, 2002), resíduos das indústrias extratoras de óleo 

como torta de oliva, torta de soja, torta de amendoim, torta de canola e torta de babaçu 

(HADDADIN et al., 1999; PALMA et al., 2000; FENICE et al., 2003), sabugo de milho 

(DAMASO et al., 2000; BAKIR et al., 2001), dentre outros.  

As vantagens para o uso de substratos sólidos visando à obtenção de enzimas por 

SSF são atraentes: ricos em xilano, baixo custo (SOARES et al., 2000), maior atividade 

enzimática por unidade de volume (MADAMWAR; PATEL, 1992), obtenção de níveis 

de atividade superiores aos obtidos pelo cultivo submerso, além de se obter enzimas 

com propriedades funcionais mais adequadas às aplicações industriais (NIGAN; 

SINGH, 1994; MITCHELL et al., 2000), maior termo estabilidade e resistência ao pH 

(ZHENG; SHETTY, 2000), o cultivo aproxima-se muito do ambiente natural de 

crescimento dos microrganismos (HOURS; SAKAI, 1994; PANDEY, 2003) e 

constituem importante auxílio na resolução de problemas de poluição ambiental, 

causados pelo grande volume deste material que é gerado pelas indústrias (PANDEY et 

al., 2000).  

Além destes, outras vantagens a nível industrial são relatadas por Palma (2003), 

como a redução de custos quanto à maquinaria, o espaço ocupado é pequeno, o índice 

de contaminação bacteriana é baixo devido à baixa atividade de água, o resíduo 

remanescente é pequeno, utilizando-se alta concentração de substrato pode-se obter alta 

concentração de produto e quando necessários, os processos de filtração são simples.   
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A tabela 6 apresenta alguns exemplos de recentes aplicações da SSF, com os 

respectivos substratos e microrganismos utilizados. 

 

Tabela 6 - Exemplos de aplicações de SSF utilizando diferentes substratos 

Produto Microrganismo Substrato Referência 

Pectinases A. niger Farelo de trigo Castilho et al. (2000) 

Xilanase, celulase  A. niger Farelo de trigo Couri et al. (2000) 

Lacase Panus tigrinus Sabugo de milho Fenice (2003)  

Endoglucanase A. niger Farelo de trigo Jecu (2000) 

Amilases A. niger Farelo de trigo Nandakumar et al. (1999) 

Xilanases T. aurianticus Bagaço de cana Souza et al. (1999) 

Poligaracturonase Lentinus edodes Bagaço de maçã Zheng; Shetty (2000) 

 

 

É difícil generalizar as vantagens relacionadas aos processos sólidos ou líquidos, 

pois os microrganismos podem se adequar a um ou outro processo e até mesmo 

produzir complexos enzimáticos diferentes. Nos sistemas sólidos o tamanho da partícula 

e o nível de umidade no meio são fatores importantes para o crescimento microbiano e a 

formação do produto de interesse (PANDEY, 2003).  

Fungos filamentosos tais como Mucor, Rhizopus, Aspergillus e Penicillium são 

importantes microrganismos utilizados na SSF, pois crescem naturalmente em frutas e 

grãos ou sobre resíduos agrícolas lignocelulósicos e amiláceos. Estes fungos crescem na 

superfície de substratos sólidos de um modo similar às raízes das plantas crescendo no 

solo. O longo corpo tubular da hifa dos fungos cresce junto à partícula sólida, utilizando 

a fina camada líquida da superfície como fonte de umidade e nutrientes, penetrando nas 

fendas e no interior do substrato para chegar aos nutrientes mais distantes. As 

extremidades das hifas do fungo se alongam e produzem enzimas ativas para converter 

o polímero natural em açúcares metabolizáveis (NIGAN; SINGH, 1994). 
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Os microrganismos encontram nos substratos de partículas pequenas maior área 

superficial para a utilização, mas, partículas muito pequenas podem resultar em 

aglutinação do substrato, o que, consequentemente, interfere na aeração do sistema, bem 

como na utilização do oxigênio pelos microrganismos. Partículas grandes fornecem 

menor área superficial, mas, levam a um aumento do espaço interpartículas, melhorando 

os processos relacionados à transferência do oxigênio (PANDEY et al., 2000).  

Oriol et al. (1988) observaram que em cultivos de Aspergillus niger em bagaço 

de cana-de-açúcar, o aumento na granulometria do substrato levou a uma diminuição da 

velocidade do crescimento celular, pela dificuldade na difusão interpartículas dos 

nutrientes, uma vez que se constatou, microscopicamente, que o crescimento celular 

ocorreu apenas na superfície das partículas. Ridder et al. (1999) obtiveram resultados 

semelhantes em cultivos em meio sólido para produção de xilanase e glicoamilase, 

respectivamente. O mesmo resultado está relatado no trabalho de Damaso et al. (2000) 

que, comparando a utilização de dois tamanhos de partícula (4,5 e 6,0 mm) de sabugo 

de milho na produção de endo-xilanases por Thermomyces lanuginosus, obtiveram a 

máxima produção enzimática nos cultivos realizados com substrato de menor 

granulometria. 

Ramesh; Lonsane (1991) sugeriram que a ausência de repressão catabólica em 

sistemas sólidos seja devido a diversos fatores coletivos, incluindo o lento e baixo 

processo de difusão nos substratos sólidos devido à baixa atividade de água.  

Diversos autores descreveram que as fermentações sólidas para produção 

enzimática realizada com farelo de trigo apresentaram resistência à repressão catabólica: 

α-amilases por Bacillus licheniformis (RAMESH; LONSANE, 1991), Bacillus 

coagulans (BABU; SATYANARAYANA, 1995), Aspergillus niger (NANDAKUMAR 

et al., 1999); xilanases por Bacillus licheniformis (ARCHANA; SATYANARANA, 

1997), Bacillus sp (GESSESSE; MAMO, 1999), A. terreus e A. niger (GAWANDE; 

KAMAT, 2000) e A. fumigatus (ANTHONY et al., 2003); produção de pectinases por 

Aspergillus sp (AGUILAR; HUITRO, 1986), Aspergillus niger (SOLIS-PEREYRA et 

al., 1996; CASTILHO et al., 2000), endoglucanase por Aspergillus niger (JECU et al., 

2000) e protease ácida por Neosartorya fischeri (WU; HANG, 2000). 

Recentemente, De Souza et al. (2001) verificaram o efeito de vários açúcares 

facilmente metabolizáveis como glicose, xilose, frutose, maltose, celobiose e lactose, na 
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indução de xilanase por Aspergillus tamarii. Esses autores observaram que a adição de 

1% destes açúcares nos meios de cultivo, constituídos à base de bagaço de cana-de-

açúcar e sabugo de milho, causou uma severa repressão catabólica no sistema. No 

entanto, verificou-se que os cultivos conduzidos em meios à base de farelo de trigo 

foram resistentes à presença dos açúcares, não se detectando efeitos de repressão 

catabólica com a adição de, até, 10% de glicose.  

Estudos indicaram que o farelo de trigo apresenta um suporte de nutrientes 

balanceado, ideal para o crescimento de muitos microrganismos (GESSESSE; MAMO,  

1999). Alguns trabalhos mostraram que, dentre os fatores avaliados, a umidade do 

substrato apresentou-se como variável de grande relevância para a produção enzimática, 

como ocorreu na produção de proteases ácidas por Neosartorya fischeri, em farelo de 

trigo (WU; HANG, 2000). 

Gutierrez-Correa et al. (1998) mostraram que a presença de uma fonte de 

nitrogênio orgânico no meio (farelo de soja) aumentou em sete vezes a produção de 

xilanases, em um cultivo misto utilizando Trichoderma reesei, Aspergillus niger e 

Aspergillus phoenicis, quando se comparou com o processo suplementado com 

nitrogênio inorgânico (sulfato de amônio). O farelo de soja tem sido utilizado por vários 

autores para avaliação da atividade enzimática, não como substrato, mas como fonte de 

nitrogênio alternativa, natural e mais barata, conforme relatado por Lu et al. (2003) que 

utilizaram farelo de soja e farelo de peixe na produção de xilanase por Aspergillus 

sulphureus, em escala piloto.  

Bakir et al. (2001) também fizeram uso de farelo de soja, como fonte de 

nitrogênio, na produção de endo-xilanase por Rhizopus oryzae e observaram que, um 

aumento na concentração deste composto de 1 para 2%, no meio de cultivo, levou a um 

aumento de 26% na produção de xilanase. Esses autores ressaltaram que este valor é 

pequeno quando comparado com o efeito causado pelo aumento da concentração da 

fonte de carbono (sabugo de milho), de 1 para 3%, que levou ao acréscimo de 80% na 

produção de xilanase. Este fato foi atribuído, pelos autores, a um provável aumento da 

atividade proteolítica, estimulado pela presença de uma maior concentração de 

nitrogênio no meio. Testou-se ainda a combinação de 1% de farelo de soja com 1% de 

uma fonte de nitrogênio inorgânico (sulfato de amônio, nitrato de potássio e nitrato de 

sódio), obtendo-se os melhores resultados na combinação entre farelo de soja e sulfato 
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de amônio, chegando-se a uma produção de, aproximadamente, seis vezes maior da 

enzima do que com a utilização dos outros sais testados.  

O tipo e a concentração da fonte de nitrogênio utilizada no cultivo de 

Thermoactinomyces thalophilus afetaram, consideravelmente, a produção de xilanase e 

a formação de biomassa, conforme constatação de Kohli et al. (2001). Esse autores 

avaliaram diferentes fontes de nitrogênio como farelo de soja, peptona e triptona, em 

diferentes concentrações (0,1, 0,15, e 0,20%) frente a um controle feito com 0,25% de 

extrato de levedura. Observou-se que a utilização do farelo de soja levou a redução da 

atividade enzimática bem como da formação de biomassa. Nos experimentos 

conduzidos com peptona e triptona verificou-se que houve aumento de 11% na 

atividade de xilanase, quando se utilizou a concentração de 0,1%, o que, no entanto, não 

alterou a formação de biomassa. Quando a concentração destes compostos foi elevada 

para 0,20% observou-se, entretanto, redução na atividade de xilanase e aumento na 

biomassa total formada. Os autores atribuíram estes resultados, possivelmente, aos 

efeitos da repressão catabólica ou da mudança no balanço carbono: nitrogênio, que 

afeta, de uma forma geral, a produção enzimática. 

Cheilas et al. (2000) obtiveram resultado semelhante na produção de arabinase, 

uma enzima do complexo xilanolítico, por Fusarium oxysporum, pois a utilização de 

uma fonte de nitrogênio orgânico foi mais favorável à produção da enzima, sendo o 

licor de maceração de milho, o composto que levou às mais altas atividades.  

Gomes et al. (1994) avaliaram a influência da fonte de nitrogênio na produção 

de xilanase por Thermoascus aurantiacus e verificaram que a indução da enzima 

ocorreu somente na presença de uma fonte de nitrogênio orgânica no meio de indução. 

Sem especificação dos compostos utilizados, relataram que a substituição do nitrogênio 

orgânico, pela mesma quantidade de nitrogênio inorgânico, reduziu a atividade de 

xilanase. Kalogeris et al. (1998), no entanto, chegaram a resultados contrários, 

alcançando maiores atividades de xilanase de Thermoascus aurantiacus em meios 

contendo nitrogênio inorgânico (sulfato de amônio), concordando com os resultados de 

Ghanem et al. (2000), que também obtiveram melhor produção de xilanase por, 

Aspergillus terreus, quando o meio foi suplementado com sulfato de amônio, que foi 

avaliado dentre outras possibilidades de suplementação de nitrogênio inorgânico como 

cloreto de amônio, fosfato de amônio e nitrato de sódio e fontes orgânicas como 
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peptona, extrato de levedura, licor de maceração de milho, farelo de soja e extrato de 

malte.  

 

2.3.3.2 - Efeito da adição de outras fontes de carbono ao substrato 

 

A produção de metabólitos primários por microrganismos é altamente 

influenciada pelo seu crescimento, que por sua vez é determinado principalmente pelos 

nutrientes presentes no meio de cultura. Seria, portanto de se esperar que a 

suplementação de fontes de carbono ao meio, favoreceria também a produção de 

enzimas. Observa-se, entretanto, que a maioria dos açúcares reprime a atividade 

enzimática, talvez por constituírem uma fonte de carbono mais facilmente 

metabolizável que pode reprimir a expressão dos genes que controlam a atividade 

enzimática. Assim, a melhor fonte de carbono para crescimento de um fungo nem 

sempre será uma boa fonte para a indução enzimática, o que pode ser constatado pelo 

trabalho de diversos autores que avaliaram diversas fontes de carbono para crescimento 

e produção de xilanases por T. reesei QM9414 (Tabela 7). 

 

Tabela 7 - Efeito da fonte de carbono para crescimento e produção de 

xilanases por T. reesei QM9414, avaliado por outros autores. 

Fonte de carbono Crescimento Indução Referência 

D - glicose  + + + - Margolles-Clark et al. (1997) 

D - xilose  + + + - Margolles-Clark et al. (1997) 

Manose  + + + - Margolles-Clark et al. (1997) 

D - galactose  + + - Margolles-Clark et al. (1997) 

Celulose  + + + + + Margolles-Clark et al. (1997) 

Celobiose  + + Margolles-Clark et al. (1997) 

Xilano  + + + + + Margolles-Clark et al. (1997) 

Arabinose  n.r. - Zeilinger et al. (1996)  

Xilobiose  + + Zeilinger et al. (1996)  
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Uma substância que se apresenta como indutora enzimática para uma espécie 

pode ser inibidora da mesma atividade para outra espécie (HRMOVA et al., 1989). 

Purkarthofer; Steiner (1995) também avaliaram o efeito de diversos açúcares no 

crescimento e produção de xilanase por T. lanuginosus DSM 5826 sendo os resultados 

apresentados na tabela 8. Segundo Bajpai et al. (1997), a síntese de xilanase está sujeita 

aos mecanismos de repressão e indução catabólica. Fadel (2000) verificando a síntese 

de xilanases observou que esta é afetada pelo substrato e também pela concentração da 

fonte de carbono adicionada ao substrato.  

 

Tabela 8 - Efeito de diversos açúcares no crescimento e 

produção de xilanase por T. lanuginosus DSM 5826 

(PURKARTHOFER; STEINER, 1995) 

Fonte de carbono Xilanase (U/mL) Peso seco (mg/mL)  

D - Glicose  0,21 5,92 

D- Galactose  0,41 4,94 

D- Manose  0,29 5,32 

D- Arabinose  8,08 4,31 

D- Xilose  73,50 4,55 

L- Arabinose  0,83 3,83 

D- Frutose  0,16 4,97 

Celobiose  0,15 3,96 

Sacarose  0,66 3,85 

Lactose  0,16 3,07 

Maltose  0,46 4,99 

Xilano  4,26 - 

Nenhum  0,16 1.35 

 

 

A xilose tem sido descrita por diversos autores como indutora na produção de 

xilanase por diversos microrganismos: Fusarium oxysporum (SINGH et al., 1995) e T. 

lanuginosus (PURKARTHOFER; STEINER, 1995). Quando a xilose foi usada nos 

cultivos de A. tamarii em fermentação sólida, entretanto, a produção de xilanase foi 
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reprimida (DE SOUZA et al., 2001), sendo o mesmo observado por Gessesse; Mamo 

(1999) com Bacillus sp, Gawande; Kamat (2000) com Aspergillus sp, De Souza et al. 

(2001) com A. tamarii, Haq et al. (2002) com A. niger,.Shah; Madamwar (2005) com A. 

foetidus, Rawashdeh et al. (2005) com Streptomyces sp, Kheng; Ibrahim (2005) com A. 

niger. 

Muitos trabalhos citam a glicose como repressora na atividade enzimática. 

Gomes et al. (1994) relataram que alguns fatores afetam a indução de xilanase de 

Thermoascus aurantiacus, sendo que, dentre quatorze diferentes fontes de carbono 

testadas, os melhores indutores dessa enzima foram xilana “birchwood”, 

glucuronoxilana “birchwood” e metil β-D-xilopiranosídeo (MXP), este último 

responsável pela maior atividade detectada, 2,5 mg/mL. Constatou-se a produção de 

pequenas quantidades de xilanase constitutiva em todos os cultivos, e a repressão da 

síntese por glicose, foi irreversível. Quando a concentração de glicose no meio foi 

reduzida ao nível detectado como não-repressor 0,2 mg/mL, entretanto, a repressão da 

síntese de xilanase foi totalmente revertida. 

Lemos; Pereira (2002) avaliaram os efeitos da adição de xilose e glicose em 

diferentes concentrações na síntese de xilanase e β-xilosidase por A. awamori cultivado 

em bagaço de cana e observaram  repressão gradual da atividade endo-xilanásica à 

medida que a concentração destes açúcares era aumentada: a produção de xilanase de 

125 U/mL sem adição de açúcar decaiu para 20 U/mL com adição de 4g de xilose). A 

produção de β-xilosidase foi estimulada, porém, quando baixos níveis de açúcares 

foram utilizados (1 g de xilose ou glicose/ 4 g de bagaço de cana).  

A adição de maltose ao meio de cultivo levou a um aumento da atividade da 

enzima xilanase por Sater; Said (2001) com T. harzianum em SSF, sendo que a frutose e 

a lactose apresentaram repressão enzimática. De Souza et al. (2001), em cultivos de A. 

tamarii em farelo de trigo tiveram com maltose maior atividade. Peixoto et al. (2003), 

apesar de obterem maior biomassa de R. microsporus em meio contendo maltose não 

tiveram indução  da enzima amilase por este fungo em meio adicionado deste açúcar. 

Sendo que Kheng; Ibrahim (2005) obtiveram resultados semelhantes em cultivos de A. 

niger USM A1 I. O mesmo efeito repressor da maltose foi relatado por Seyis; Aksoz 

(2005a), na síntese de xilanase por T. harzianum, sendo a maior atividade obtida nos 

cultivos sem adição de nenhuma outra fonte de carbono. 
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Shah; Madamwar (2005), nos cultivos de A. foetidus em substratos sólidos, 

avaliaram também a adição de vários açúcares ao meio e a maior atividade foi com 1% 

de xilano (59,0 U/mL). Todos os açúcares testados promoveram repressão catabólica 

(glicose, lactose, xilose). Ahmed et al. (2003) avaliando a produção de celulase e 

xilanase por T. harzianum constataram que quando a glicose foi usada como fonte de 

carbono, a produção destas enzimas foi inibida e quando xilano ou CMC foi usado, a 

produção destas enzimas aumentou significativamente. A indução de xilanases por 

xilano foi também relatada por Rouvinen (1992) com Trichoderma reesei, Bahkali et al. 

(1995) com Verticillium tricorpus, Singh et al. (1995) com F. oxysporum, MacCabe et 

al. (1996), em cultivos de A. nidulans; Gawande; Kamat (2000) com Aspergillus sp, 

Ahmed et al. (2003) com T. harzianum e Torronen; Rawashdeh et al. (2005) com 

Streptomyces sp. A lactose foi empregada com sucesso por Haltrich et al. (1996) para 

produção de xilanase por S. commune e por T. reesei Rut C-30. 

O efeito repressor da CMC em cultivos para produção de xilanase é descrito por 

vários autores, tais como Bahkali et al. (1995) com Verticillium tricorpus, Ahmed et al. 

(2003) com T. harzianum e Rawashdeh et al. (2005) com Streptomyces sp. Segundo 

Ruiz-Arribas et al. (1997), a baixa produtividade de xilanase, quando CMC é 

adicionado ao meio talvez seja devido à possível produção de carbometilcelulase que 

pode hidrolisar a carbometilcelulose (CMC) a celobiose, que tem efeito repressor na 

síntese de xilanase. 

 

2.3.3.3 - Tempo de cultivo 

 

A produção de xilanases atinge o máximo de forma relativamente gradativa e 

decai de forma brusca sendo que o período de cultivo necessário para que o fungo atinja 

o máximo de sua produção varia com o microrganismo avaliado. Segundo Kulkarni; 

Shendye (1999), as xilanases se expressam geralmente no fim da fase exponencial e este 

tempo é correlacionado com o meio de cultivo e segundo Haq et al. (2004), a queda 

brusca da atividade enzimática pode ser devido ao rápido consumo do substrato na fase 

exponencial que resulta em falta do mesmo para manutenção da síntese enzimática. 

 Estão descriminados na tabela 9 os tempos de cultivo para produção máxima de 

xilanases descritos por diversos autores para diversos fungos.  
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Tabela 9 - Tempos de cultivo para produção máxima de xilanases 

citadas por diversos autores para diversos fungos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.3.4 - Temperatura  

 

Os cultivos de fungos efetuados em alta temperatura afetam a germinação dos 

esporos, o crescimento celular e a formação de produtos, ao passo que temperaturas 

muito baixas são desfavoráveis ao crescimento dos microrganismos e a outras reações 

bioquímicas, assim como a produção enzimática (HASAN et al., 1998).  

Geralmente, a temperatura ótima para produção enzimática é a que corresponde 

à temperatura do habitat natural de onde o microrganismo foi isolado, entretanto, não 

constitui uma regra, pois nem sempre a melhor temperatura de crescimento de um fungo 

é a melhor para produção enzimática (KHENG; IBRAHIM, 2005), sendo que a melhor 

faixa de temperatura varia de 20o C a 30o C (RAHMAN et al., 2003). Na tabela 10 estão 

apresentadas temperaturas ótimas para produção de xilanases por diversos autores para 

diversos fungos: 

Linhagem Período de  

incubação (dias)

Referência 

P. janthinellum 10 Adsul et al. (2004) 

A. terreus 4 Ghanem et al. (2000) 

A. terreus 2 Gawande; Kamat, (2000) 

A. niger 3 Gawande; Kamat, (2000) 

A. niger 2 Haq et al. (2004) 

A. niger 2 Khan et al. (2003) 

A. awamorii 4 Lemos; Pereira (2002) 

P. ostreatus 7 Qinnghe et al. (2004) 

Streptomyces sp 4 Rawashdeh et al. (2005) 

T. harzianum 7 Seyis; Aksoz (2005a) 

T. harzianum 8 Sater; Said (2001) 
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Tabela 10 - Temperaturas ótimas para produção de xilanases 

citadas por diversos autores para diversos fungos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.3.5 - Concentração de esporos  

 

Uma concentração de esporos muito baixa pode acarretar uma menor produção 

de micélio levando a uma menor eficiência na assimilação das fontes de carbono e 

nitrogênio (MEYRATH; MACINTOSH, 1963) e uma concentração muita elevada pode 

acarretar uma diminuição na velocidade específica do consumo de oxigênio e com isto 

afetar a síntese enzimática (BROWN et al., 1978). Segundo Sikyta et al. (1983) a 

concentração de esporos, utilizada nos cultivos de fungos filamentosos para produção 

enzimática, deve ser suficiente para colonizar todas as partículas do substrato. Mas, 

quando em alta ou baixa concentração pode acarretar a inibição da germinação e 

desenvolvimento (GHANEM et al., 2000).  

Segundo Qinnghe et al. (2004), a concentração de esporos ótima em cultivos de 

fungos para produção enzimática geralmente se encontra entre 106 a 107 esporos/mL. 

Na tabela 11 estão apresentadas concentrações de esporos com as quais diversos autores 

obtiveram a máxima produção de xilanase por diversos fungos.  

 

 

 

 

Linhagem Temp. (oC) Referências 

T. reesei   25 Bradner et al. (1999) 

T. reesei 37 Haltrich et al. (1996) 

A. niger 30 Haq et al. (2004) 

A. sulphureus 33o Lu et al. (2003) 

T. harzianum 35 Sater; Said (2001) 

A. foetidus 30 Shah; Madamwar, (2005) 

T. reesei 30 Suh et al. (1988) 

A. niger 27 Yuan et al. (2005) 
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Tabela 11 - Concentrações de esporos citadas por diversos autores para 

produção máxima de xilanase por diversos fungos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.3.6 - pH  

 

 Embora o pH seja um fator relevante para a otimização dos processos em 

estado sólido (PANDEY, 2003) o controle e monitoramento deste parâmetro, durante as 

SSF’s, não é fácil de ser realizado. De acordo com Demain et al. (1986) a forma da água 

nos substratos sólidos constitui um obstáculo para a medida do pH. Na maioria dos 

casos mede-se o pH após colocar, em suspensão, uma parte da amostra sólida em 3 a 4 

partes de água. Este método permite medir o pH global, todavia não é totalmente 

representativo dos valores de pH nos micro ambientes localizados no filme aquoso, 

onde se passam, na realidade, as reações bioquímicas. Sendo assim, a determinação 

exata do pH, em substratos sólidos é feita, com precisão, somente no início e no final do 

processo fermentativo (MITCHELL et al., 2000) ressaltam que, devido a este fato, é 

impossível realizar um controle fino do pH em SSF. 

Segundo Wainwright et al. (1993), o pH do meio de cultura atua nas alterações 

eletrostáticas da superfície dos esporos, determinando sua dispersão e germinação, 

sendo que durante o curso da fermentação a fonte de nitrogênio pode afetar 

significativamente no PH no meio (HAAPALA et al, 1994). Mas geralmente pHs 

Linhagem Conc. Esporos /mL Referências 

T. lanuginosus 106 Damaso et al. (2000) 

Aspergillus sp 1 x 106 Gawande; Kamat (2000) 

A. terreus 1,2 x 104 Ghanem et al. (2000) 

Penicillium sp 106 Jorgensen et al. (2005) 

F. oxysporum 1,0 x 107 Kuhad et al. (1998) 

T. aurantiascus 104 Palma (2003) 

T. lanuginosus 107 Sonia et al. (2005) 

T. harzianum 1,5 x 106 Seyis; Aksoz, (2005a) 
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levemente ácidos (5 a 6,5) favorecem a produção de xilanases por fungos (BAJPAI, 

1997). Na tabela 12 estão apresentados pHs ótimos para produção de xilanases por 

diversos autores para diversos fungos: 

 

Tabela 12 - pHs ótimos para produção de xilanases por diversos 

fungos citados por diversos autores. 

Linhagem pH Referências 

T. harzianum 5,5 Ahmed et al. (2003) 

P. ostreatus 6,0 Burla et al. (1992) 

A. versicolor 5,8 Carmona et al. (2005) 

A. terreus 6,0 Ghanem et al. (2000) 

A. niger 4,5 Haq et al. (2002) 

A.  niger 5,0 Khan et al. (2003) 

P. janthium 5,5. Milagres et al. (1993) 

P. ostreatus 6,0 Qinnghe et al. (2004) 

T. harzianum 5,0 Seyis; Aksoz (2005b) 

T harzianum 5,0 Silveira et al. (1999) 

Thermogota spp 5,0 - 5,5 Simpson (1991) 
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 - MICRORGANISMOS 

 

Foram utilizadas linhagens de fungos isoladas de solos em área de caatinga, 

especificamente da Floresta Nacional Contendas do Sincorá, BA, localizada na micro-

região dentro da homogênea Chapada Diamantina Meridional, entre os paralelos 13°46’ 

e 14°O’S e meridianos 41°03’ e 10‘W., clima estépico, semi-árido quente com 

precipitação média anual de 500 a 700 mm, com período chuvoso entre os meses de 

outubro e novembro e de março a abril e solos com predominância dos pedzólicos 

vermelho amarelo. A primeira coleta foi efetuada no fim do período chuvoso 

(novembro) e a segunda no início do período seco (março). 

 

3.2 - COLETA DE MATERIAL  

 

3.2.1 - Procedimentos para a coleta 

 

As amostras compostas de solo foram obtidas através de coletas (com três 

repetições), retiradas de 0 a 15 cm de profundidade, eliminando-se previamente a 
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serrapilheira. A primeira coleta foi efetuada no início do período chuvoso (final de 

março) e a segunda no período seco (final de dezembro). A área foi pontuada 

aleatoriamente e sorteados três pontos para coleta. Cada amostra composta de solo foi 

constituída de três sob - amostras, coletadas de cada ponto sorteado, que foram 

misturadas para maior homogeneização e em seguida colocadas em saco de polietileno. 

Uma alíquota de cada uma das amostras compostas de solo foi acondicionada em lata de 

alumínio esterilizada a 105°C, por 24 horas e previamente tarada e selada com fita 

adesiva. 

 

3.2.2 - Parâmetros determinados durante as coletas de solo 

 

3.2.2.1 - Temperatura do ar (ºC) 

 

Durante as coletas a temperatura do ar foi medida em cada estação de coleta com 

auxílio de termômetro de mercúrio. 

 

3.2.2.2 - Temperatura do solo até 15 cm de profundidade (ºC) 

 

Em cada estação de coleta foi medida a temperatura do solo a 15 cm de 

profundidade com auxílio de termômetro de haste metálica. As medidas das 

temperaturas do solo foram realizadas utilizando-se termômetro de haste com proteção 

metálica, durante as coletas de amostras do solo. 

 

3.2.2.3 - Teor de umidade (%) do solo 

 

No laboratório, as latas foram imediatamente pesadas, para se obter o peso 

úmido das amostras. A seguir, foram colocadas em estufa a 105°C por 24 horas, quando 

então foram retiradas, colocadas em dessecador e imediatamente pesadas para se obter o 

peso constante. O teor de umidade do solo foi determinado segundo Mclean; Cook 

(1968), onde o teor de umidade é calculado pela diferença entre o peso seco e úmido, 

dada em porcentagem de água do solo, com base no valor percentual hídrico sobre o 

peso seco. 
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3.2.2.4 - Determinação do pH, matéria orgânica e macronutrientes do 

solo. 

 

Parte da amostra padrão foi utilizada para análise e determinação de: matéria 

orgânica, pH, fósforo solúvel (PO4-3); potássio (K+); cálcio (Ca+2); magnésio (Mg+2), 

sódio (Na+) e acidez potencial (H+ + Al+3). A soma de bases (SB) foi obtida após a soma 

dos teores de K+, Ca+2 e Mg+2, sendo a capacidade de troca de cátions (CTC), calculada 

da SB e (H+ + Al+3), e a saturação de bases, calculada da divisão da SB pela CTC x 100. 

As análises foram realizadas no Laboratório de Análises de Solos da Universidade 

Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de Vitória da Conquista, BA, pelo Manual de 

Métodos de análises de solo da Embrapa. 

 

3.3 - ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS FILAMENTOSOS DAS 

AMOSTRAS DE SOLO 

 

3.3.1 - Procedimentos para o isolamento 

 

Parte da amostra de solo padrão foi usada para o cultivo, isolamento e 

identificação dos fungos filamentosos presentes. O processo de cultivo e isolamento foi 

feito pela técnica da diluição em série (CLARK, 1965). 

Da amostra padrão foram retirados 200 gr de solo, colocados em cadinho de 

porcelana e triturados, sendo depois peneirados (peneira de 2 mashes) para outro 

cadinho, de onde foi retirado 1 g do solo e colocado em tubo de ensaio esterilizado e 

identificado, contendo 9 mL de solução salina 0,85%, constituindo-se a "solução mãe". 

Este tubo foi agitado (agitador elétrico) para que os fungos agregados ao solo fossem 

liberados para a solução. Foi retirado 1mL da solução mãe e adicionado em outro tubo 

contendo 9 mL de solução salina 0,85%, obtendo-se uma diluição com concentração 10-

1 do inoculo; para se obter a diluição 10-2, 1 mL da suspensão diluída foi transferida 

para outro tubo contendo 9 mL de solução salina 0,85%, e assim sucessivamente até se 

atingir a diluição 10-8. 

 Para inoculação, 0,1 mL de cada diluição foi transferido assepticamente e 

distribuído homogeneamente, sobre os meios de cultura sólidos, contidos em placas de 
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Petri, sendo o inoculo espalhado sobre a superfície do mesmo com alça de Drygalski 

estéril. As inoculações foram efetuadas com as diluições de 10-2 a 10-6, pois foram as 

mais desejáveis. Os meios de cultura utilizados foram: Agar Sabouraud; meio Extrato 

de Malte; meio de Martin; meio sintético para Mucor (Zigomycetos), meio Rosa 

Bengala e meio Agar Batata Dextrose, adicionados de 500 mg/L de Tetramed para 

inibição de contaminação bacteriana. Tais procedimentos foram realizados em triplicata, 

sendo os meios ajustados com pH 7 e 5. As placas foram incubadas em estufa 

bacteriológica, em temperaturas de 35°C e de 45°C, durante 5 dias. 

 

3.3.2 - Quantificação do número total de colônias 

 

Após o tempo de incubação, as colônias que se desenvolveram sobre o meio de 

cultura, foram contadas pelo lado reverso das placas de Petri, marcando-se um ponto 

com caneta de retro projetor sobre cada unidade. O número de colônias contadas foi 

multiplicado pelo valor da diluição correspondente, obtendo-se assim, o número total de 

colônias por grama de solo. 

 

3.3.3 - Identificação e manutenção dos fungos filamentosos isolados 

 

 Após a contagem do número de colônias, as mesmas foram isoladas e 

purificadas, transferindo-se frações de cada tipo de colônia para um novo meio de 

cultura, meio de batata dextrose (DIFCO LABORATORIES, 1972), sendo as placas 

incubadas na temperatura mais desejável (35°C ou 45°C-conforme melhor temperatura 

indicada no isolamento inicial), por cinco dias. Após crescimento de colônias, as 

mesmas foram transferidas para tubos com agar extrato de malte, e novamente 

incubadas conforme descrito anteriormente. Das linhagens isoladas, 37 foram 

identificadas pela Profª. Drª. Maria Auxiliadora Cavalcanti, da Universidade Federal de 

Pernambuco, 5 linhagens pela Profª. Drª. Iracema Helena Schoenlein-Crusius, do 

Instituto Botânico-SP, e outras 5 por André Rodrigues mestre em Ciências Biológicas 

(Área de concentração: Microbiologia Aplicada) sendo a identificação efetuada através 

de métodos microscópicos e bioquímicos. Várias linhagens não foram identificadas por 

inexistência de chaves específicas para fungos de solo de área de clima tropical. A cada 
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dois meses foram efetuados repiques das linhagens isoladas, em tubos com Agar extrato 

de malte, sendo os mesmos conservados a 4oC. 

 

3.4 - CULTIVOS PARA DETERMINAÇÃO DE BIOMASSA E ATIVIDADE 

ENZIMÁTICA 

 

3.4.1 - Seleção preliminar dos fungos produtores de xilanase  

 

Colônias dos fungos isolados foram repicadas individualmente em tubos de 

ensaio contendo meio de Vogel sólido (VOGEL, 1956) adicionado de xilano 1% (v/w), 

pH 5,0. As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, a 35oC eu 45oC, por 

cinco dias. As linhagens que apresentaram crescimento foram selecionadas como 

produtoras de xilanase. 

 

3.4.2 - Padronização do inóculo para cultura  

 

Solução de Tween 80 a 0,1% (T80) foi adicionada em tubos com colônias 

crescidas em meio de extrato de malte agar, durante 7 dias a 35°C, sendo a superfície do 

cultivo suavemente raspada com estilete estéril. Esta suspensão foi filtrada em gaze 

estéril, e uma alíquota foi colocada em câmara de Neubauer para contagem dos esporos 

ao microscópio óptico. A solução, se necessário, foi ajustada de modo que a contagem 

de esporos ficasse próxima do desejável, concentrando-a com mais inoculo ou diluindo-

a com solução T80. Os meios de fermentação foram inoculados, com a suspensão de 

esporos na concentração desejada. 

 

3.4.3 - Avaliação de produção de biomassa de fungos filamentosos 

 

3.4.3.1 - Cultivo de fungos filamentosos pelo Método Turbidimétrico 

Automatizado-Labsystems Bioscreem C, em diferentes fontes de 

carbono. 
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O aparelho Bioscreen C consiste de um espectrofotômetro contendo duas 

câmaras (placas) estéreis, cada uma contendo 100 células de cultivo, onde os micros 

cultivos são realizados, produzindo turbidez proporcional ao crescimento celular no 

meio de cultura. O aparelho permite que sejam pré-determinados os parâmetros 

cinéticos que se deseja no experimento: comprimento de onda para leitura das 

densidades ópticas (OD), tempo de cultivo, temperatura, tipo e freqüência de agitação e 

freqüência das leituras de absorbância das células. O software converte 

automaticamente as medidas da absorbância em curvas de crescimento que são 

analisadas em um computador acoplado. 

O meio de cultura base utilizado foi extrato de malte liquido a 1%, distribuído 

em vidros penicilina e acrescidos individualmente das seguintes fontes de carbono a 1% 

(w/v): lactose, sacarose, maltose, glicose, glicerol, sorbitol, frutose, xilose e galactose. 

Os vidros foram selados, etiquetados e esterilizados em autoclave a 121oC por 20 

minutos, como os demais instrumentos utilizados no processo. 

Foram adicionados individualmente às células da câmara de cultivo, 40µl de 

uma suspensão de esporos na concentração de 1 x 107 esporos/mL do fungo analisado, 

360 µL das referidas fontes de carbono, em quintuplicata. Nas células controles, foram 

adicionados 400 µL de cada fonte de carbono. As placas foram colocadas no Bioscreem 

C, que foi então calibrado para que operasse segundo os seguintes parâmetros: To C de 

35oC, leitura de absorbância a 540 nm (comprimento de onda previamente 

determinado), intervalo entre leituras de 4 horas, tempo total do experimento de 60 

horas, agitação média das células 10 segundos antes de cada leitura. As leituras de OD 

automáticas foram enviadas para computador acoplado, no qual os resultados foram 

obtidos após as 60 horas, sendo então determinadas curvas de crescimento das linhagens 

de fungos nas referidas fontes de carbono. 

 

3.4.3.2 - Cultivo de Aspergillus niger e Rhizopus microsporus pelo Método 

Tradicional em diferentes fontes de carbono 

 

A produção de biomassa de Aspergillus niger e Rhizopus microsporus foi 

avaliada em frascos Erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL de extrato de levedura 1 

%, suplementados das mesmas fontes de carbono 1% utilizadas nos cultivos destes 
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fungos pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) As fontes de carbono 

foram: lactose, sacarose, maltose, glicose, glicerol, sorbitol, frutose, xilose e galactose. 

Os vidros foram selados, etiquetados e esterilizados em autoclave a 121oC por 20 

minutos, 1 atm, como os demais materiais utilizados no processo. Foram adicionados 

individualmente aos frascos 5,0 mL de solução de esporos na concentração 1x 107 

esporos/mL em triplicata, pH 5,0. 

Os frascos permaneceram sob agitação a 150 rpm, a 35oC, por cinco dias. As 

biomassas das linhagens foram separadas através de filtração a vácuo em papeis de 

filtro Whattman n.1, e colocadas em estufa a 80oC até obtenção do peso constante, 

determinado gravimetricamente em balança analítica.  

 

3.4.4 - Cultivo de fungos filamentosos para avaliação da atividade enzimática 

 

3.4.4.1 - Cultivo dos fungos para produção de xilanase em meios sólidos 

  

Os substratos utilizados para fermentação sólida foram os meios de farelo de 

trigo (MFT) (YOSHIOKA et al., 1981) e de farelo de soja (MFS). Para o preparo do 

meio farelo de trigo foram adicionados 5 gr de farelo de trigo e 5 mL de água destilada 

em frascos Erlenmeryers de 250 mL (triplicata), e para o preparo do meio farelo de soja 

foram utilizados 10 gr de farelo de soja triturado e 5 mL de água destilada. O pH dos 

meios foi ajustado em 5,0. Os meios foram homogeneizados, sendo os frascos 

tamponados e esterilizados em autoclave a 121ºC por 30 minutos. A partir de colônias 

crescidas em meio agar extrato de malte, durante 7 dias a 35°C, foram preparadas 

soluções de aproximadamente 1 x 107 esporos por mL em solução de Tween 80 a 0,1% 

(T80). Alíquotas de 1mL (YOHIOKA et al., 1981; RODRIGUES, 1987) foram 

utilizadas para inocular os frascos Erlenmeyers contendo MFT e MFS, em triplicata. Os 

frascos permaneceram incubados a 25°C e 35°C, por 5 dias. 

 

3.4.4.2 - Cultivo dos fungos para produção de xilanase em meio sólido e 

líquido acrescidos de outras fontes de carbono  
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Frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo individualmente 5 g de farelo de trigo 

e 10 g de farelo de soja foram acrescidos individualmente de 5 mL de solução a 1% da 

melhor fonte de carbono para crescimento determinado pelo Bioscreen-C, 5 mL de 

solução de xilano e 5 mL de solução de carbometilcelulose 1% (v/w), pH 5,0,0. Frascos 

de 125 mL contendo 50 mL de meio de Vogel (VOGEL, 1956) receberam o mesmo 

tratamento. A partir de colônias crescidas em meio Agar extrato de malte, durante 7 dias 

a 35°C, foram preparadas soluções de aproximadamente 1 x 107 esporos por mL em 

solução de Tween 80 a 0,1% (T80). Alíquotas de 1mL (YOHIOKA et al. 1981; 

RODRIGUES, 1987) foram utilizadas para inocular os frascos Erlenmeyers contendo 

MFT e MFS, em triplicata. Os frascos com meio sólido permaneceram incubados a 

25oC e 35oC por 5 dias e os frascos contendo meio líquido receberam o mesmo 

tratamento permanecendo sob agitação a 125 rpm, 

 

3.4.4.3 - Cultivo de Aspergillus japonicus e Trichoderma viride em Meio 

Farelo de Trigo em diferentes temperaturas 

 

  Frascos Erlenmeyers (triplicata) contendo MFT, pH 5,0, 0, foram inoculados 

individualmente com solução de esporos na concentração de 1 x 107 esporos/mL de 

Aspergillus japonicus e incubados a 20; 25; 35 e 40oC, por 120 horas. Os mesmos 

procedimentos foram realizados com esporos de Trichoderma viride, adicionando-se ao 

meio sorbitol 1%. 

 

3.4.4.4 - Cultivo de Aspergillus japonicus e Trichoderma viride em Meio 

Farelo de Trigo em diferentes períodos de incubação  

 

  Frascos Erlenmeyers (triplicata), contendo MFT, pH 5,0, 0, foram inoculados 

individualmente com solução de esporos na concentração de 1 x 107 esporos/mL de 

Aspergillus japonicus e incubados a 25oC por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas. Os 

mesmos procedimentos foram realizados com esporos de Trichoderma viride, 

adicionando-se ao meio sorbitol 1%. 
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3.4.4.5 - Cultivo de Aspergillus japonicus e Trichoderma viride em Meio 

Farelo de Trigo com diferentes concentrações de inoculo 

 

  Frascos Erlenmeyers (triplicata) contendo MFT, pH 5,0, 0, foram inoculados 

com solução de esporos de Aspergillus japonicus nas concentrações de 2 x 106, 1 x 107, 

2 x 107 e 4 x 107 esporos/ mL e incubados a 25oC, por 120 horas. Os mesmos 

procedimentos foram realizados com esporos de Trichoderma viride, adicionando-se ao 

meio sorbitol 1%, incubando-se por 144 horas. 

 

3.5 - OBTENÇÃO DO EXTRATO ENZIMÁTICO 

 

Após o período de incubação, foram adicionados aos frascos de cultura em meio 

colido, 30mL de água destilada a 4°C. A suspensão foi homogeneizada com uma 

espátula e após 3h a 4°C o extrato foi separado através de filtração a vácuo com papel 

de filtro Wattman- 1, permanecendo congelado até o momento da análise em frascos de 

vidro tampados e previamente rotulados (YOHIOKA et al., 1981; RODRIGUES, 1987). 

Os cultivos em meio líquidos também foram filtrados a vácuo e os filtrados das culturas 

foram designados como fonte bruta de enzimas extracelulares. 

 

3.6 - DETERMINAÇÃO DAS CURVAS PADRÃO DE XILOSE 

 

Em tubos de ensaio, foram adicionados na seqüência, em duplicata, os 

respectivos volumes de solução tampão acetato de sódio 0,05M, solução estoque de 

xilose e ácido 3,5 dinitro salicílico (ADNS), de acordo com a tabela 13: 
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Tabela 13 - Volumes das soluções utilizadas para 

determinação das atividades enzimáticas por tubo de 

reação. 

 

 

Legenda: solução tampão acetato de sódio 0,05 M; Sol. 
de açúcar = 0,1% de xilose; ADNS = ácido 3,5 dinitro-
salicílico. 
 

 

Os tubos foram agitados, aquecidos durante 5 min em Banho-Maria a 100°C, 

rapidamente resfriados em água corrente e adicionados de 10 mL de água destilada. 

Após homogeneização, as leituras das respectivas absorbâncias foram determinadas em 

espectrofotômetro, modelo Cintra 20, da GBC, em ג de 540nm, tendo o tubo O como 

referência. As curvas padrões de xilose foram traçadas tomando micro moles (µmols) 

nas abscissas e a média das leituras de absorbância (540 nm), nas ordenadas. 

 

3.7 - DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE XILANASE  

 

 A atividade de xilanase foi determinada pelo método de Miller (1959) através da 

quantidade de açúcares redutores liberados a partir de xilano “birchwood” (Sigma), 

conforme descrito por Bailey et al. (1992). Os açúcares redutores foram dosados pelo 

Tubos Volume (mL) 

 Solução 
tampão 

Solução de 
açúcar 

ADNS 

0 1,0 0,0 1,0 

1 0,9 0,1 1,0 

2 0,8 0,2 1,0 

3 0,7 0,3 1,0 

4 0,6 0,4 1,0 

5 0,5 0,5 1,0 

6 0,4 0,6 1,0 

7 0,3 0,7 1,0 

8 0,2 0,8 1,0 

9 0,1 0,9 1,0 

10 0,0 1,0 1,0 
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método do ácido 3,5 dinitro-salicílico, também chamado Reagente de Summer 

(MARTINELLI; PANEK, 1968).  

A solução de xilano foi preparada a partir de 1 g de xilano (“birchwood” - 

Sigma) diluída com 80 mL de tampão acetato de sódio 0,05M, pH 5,0,0. Em seguida, a 

solução foi fervida, com agitação ocasional, e o volume acertado para 100 mL, com o 

mesmo tampão.  

 A uma bateria de 4 tubos (em duplicata) rotulados sequencialmente com os 

indicativos R (tubo reação), To (tempo 0), T5 (tempo 5 min.) e T10 (tempo 10 min), 

foram adicionados 250 µL de tampão acetato de sódio 0,05M, pH 5,0,0 e 750 µL de 

solução de xilano 1%, permanecendo os tubos R em banho-maria a 50°C por 5 min para 

equilíbrio térmico.  

Após este tempo foram adicionados aos tubos R, 250 µL do extrato enzimático 

bruto da cultura a ser analisada perfazendo um volume final de 1,25 mL. Após 

homogeneização, foi transferida uma alíquota de. 250 µL  para o tubo To   contendo 

250 µL de ADNS 

Os tubos R foram sendo agitados a cada 2 minutos e novas amostras de 250 µL 

foram sendo retiradas após 5 min. (T5) e 10 min. (T10) min, procedendo de modo 

idêntico ao To. Todos os tubos, após desenvolverem a cor em banho-maria de água 

fervente por 5 min, foram rapidamente resfriados em banho de água fria e adicionados 

de 2,5 mL de água destilada. Os tubos foram homogeneizados e as leituras de 

absorbância foram determinadas em ג de 540nm contra o branco (To) (RODRIGUES, 

1987; CARMONA, 1995).  

O resultado da atividade enzimática deve estar em concordância com a reta 

traçada da curva padrão de xilose. Caso isto não ocorra, deve-se adequar o volume de 

extrato enzimático na reação adequando-se também o volume de solução tampão, de 

modo à sempre se obter um volume de 500 µL. 

 

3.8 - UNIDADE DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 

Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para produzir um µmol de xilose por mL por min nas condições de 
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ensaio. A seguinte fórmula foi usada para calcular as unidades de atividade enzimática 

em µmol. mL-1. min-1: 

 

f
i

média V
Vt

AbsU ×××××= 310111
ε

 

 

Onde: 

Abs: absorbância média 

 absortividade da xilose:  a (coeficiente obtido da reta padrão da xilose) x M (massa :ع

molecular da xilose) 

t: tempo de reação em minutos (5 min. e 10 min) 

Vi: volume usado do extrato enzimático bruto 

103: conversão de mg para µgr 

Vf: volume final da reação 

 

3.9 - DETERMINAÇÃO DAS PROTEÍNAS TOTAIS  

 

  A concentração de proteínas foi determinada pelo método de Lowry (1951), 

utilizando-se soro albumina bovina como padrão, em triplicata, usando-se brancos 

apropriados. 
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4- RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 - COLETA, ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS 

FILAMENTOSOS DE SOLO DE ÁREA DE CAATINGA E ANALISE 

DE ALGUNS PARÂMETROS AMBIENTAIS. 

 

O clima constitui a característica mais marcante do semi-árido brasileiro, 

principalmente devido a ocorrências das secas estacionais e periódicas. O regime 

pluviométrico delimita duas estações: uma estação chuvosa que vai de janeiro a maio, e 

uma longa estação seca que vai de junho a dezembro.  

Entretanto, especificamente na região da unidade de conservação “Floresta 

Nacional Contendas do Sincorá” (Chapada Diamantina), tradicionalmente existem as 

chamadas “chuvas das águas”, que ocorrem por volta do mês de março e mês de 

novembro. Desta forma, foram realizadas duas coletas de solo, sendo a primeirano final 

do período seco (início de março) e a segundaem novembro (final do período chuvoso).   

Durante as coletas, foram efetuadas as medidas de temperatura do ar e do solo, 

sendo determinado posteriormente, em laboratório, o pH e o teor percentual da umidade 

das amostras (Tabela 14). No Laboratório de Solos (UESB, BA, Brasil) foi efetuada a 

análise quantitativa da matéria orgânica e macros nutrientes (Tabela 15). 
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Tabela 14 - Temperatura do ar, solo e percentual de umidade  

Coleta Temp. ar-oC Temp. solo-oC Teor umidade- % pH 

Março 38 35 2,4 5,0 

Novembro 32 28 10,32 5,0 

 

 

Tabela 15 - Análise química do solo   

Cmolc/dm3 de solo 
 

%  g /dm3   
pH 
(H2O) 

 
P 
mg/dm3  

K+ 
 

Ca2+ 
 

Mg2+
 

Al3+
 

H+ 
 

Na+
 

S.B
 
t 

 
T 

 
V 

 
m 

 
PST

 
MO 

Am 1 
 

5,1 18 0,66 9,6 3,0 0,0 2,4 - 13,3 13,3 15,7 85 0 - 39 

Am 2 
 

4,7 1 0,20 2,7 1,3 0,1 2,8 - 4,2 4,3 7,1 59 2 - 24 

*Análise efetuada pelo Laboratório de Análises de Solos da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, 
campus de Vitória da Conquista, BA, pelo Manual de Métodos de análises de solo da Embrapa. 
 

 

A umidade do solo, embora seja um conceito físico simples, apresenta 

dificuldades na sua determinação, de forma a se obter um valor representativo devido à 

inerente variabilidade espacial e temporal das características físicas do solo Existem 

várias maneiras de se medir a umidade de um solo, segundo métodos diretos ou 

indiretos, cada qual apresentando determinada precisão, tempo de resposta e custo do 

equipamento envolvido.  

Através do método gravimétrico, foram realizadas as medidas de umidade 

gravimétrica das amostras, sendo que o valor obtido na primeiracoleta de 2,4% reflete o 

período seco da estação quando comparado ao valor encontrado no solo coletado na 

estação chuvosa (10,32%) (Tabela 14).  

Em solos de outros biomas brasileiros encontramos umidade média variáveis, 

como demonstrada na figura 13, onde observamos que na área representativa da 

caatinga os solos podem apresentar umidade variando de 0 a 15%, sendo que em 

algumas áreas da região centro-oeste, a umidade pode chegar a quase 50%. 
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Figura 13 - Umidade do solo no Brasil na camada superficial de 10 

cm de espessura 

 

Observa-se, portanto, que os dados de umidade do solo nas amostras coletadas 

neste presente estudo, revelam no período seco uma umidade do solo extremamente 

baixa e seria de se esperar encontrar, uma biodiversidade muito baixa de 

microrganismos.  

Com o objetivo de se obter a maior diversidade possível de fungos, a amostra 

padrão de solo foi cultivada em diferentes meios de cultura, incubando-se os cultivos à 

35o e 45oC, em pH 5,0 e 7,0 para se avaliar as melhores condições de crescimento, 

procedendo-se então a contagem de UFCs (unidades formadoras de colônias) (Tabela 
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16). Os relatos dos valores do pH em solos do semi-árido são bastante variáveis. O pH 

médio, levemente ácido (Tabelas 14 e 15) encontrado nas amostras coletadas neste 

trabalho, constitui um valor propício para o estabelecimento e desenvolvimento de 

fungos filamentosos (AHMED et al., 2003; SILVEIRA et al., 1999; MILAGRES et al., 

1993; entre outros). Independente dos dados obtidos quanto ao pH, que estão de acordo 

com o pH ótimo encontrado na literatura, os cultivos foram conduzidos em dois pHs 

(5,0 e 7,0), para se avaliar “in vitro” os efeitos dos mesmos no crescimento dos fungos 

do solo. A quantidade de UFCs resultantes dos cultivos da primeira coleta (período 

seco) nos diferentes meios, temperaturas e pH, foi maior que as obtidas dos cultivos de 

solo coletado no período chuvoso (segunda coleta) (Tabela 16). 

Dados semelhantes foram obtidos por Da Silva (1997), estudando a população 

de microrganismos em área de caatinga, onde observaram as maiores ocorrências dos 

microrganismos analisados (fungos, bactérias e algas) na estação seca, comprovando 

que as comunidades de microrganismos existentes no ecossistema caatinga também se 

adaptam as condições de baixa umidade. Em pesquisa sobre o número de esporos de 

fungos micorrízicos arbusculares (FMA) no estado da Bahia, Silva et al. (2001), 

observaram também maior quantidade de esporos na estação seca. 
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Tabela 16 - Média das UFCs obtidas em cultivos de solo em diferentes meios, a 35oC e 

45oC, em pH 5,0,0 e pH 7,0. 

Meios  Media das   UFCs 
 Dil.* Primeira Coleta Segunda Coleta 
  35oC 45oC 35oC 45oC 
   pH   
  5,0 7,0 5,0 7,0 5,0 7,0 5,0 7,0 
Mucor -2 38 0 0 0 22 0 0 0 
 -3 19 0 0 0 15 0 0 0 
 -4 10 0 0 0 8 0 0 0 
 -5 0 0 0 0 0 0 0 0 
 -6 0 0 0 0 0 0 0 0 
R. Bengala -2 45 15 8 15 31 7 4 15 
 -3 6 7,6 6 8 4 1 3 2 
 -4 4,3 3,6 1 1 3 1 1 1 
 -5 1 1 0 1 1 0 0 0 
 -6 1 1 0 0 1 0 0 0 
Saboraud -2 15 2 0 0 9 2 0 0 
 -3 12 1 0 0 7 1 0 0 
 -4 4 0 0 0 2 0 0 0 
 -5 1 0 0 0 0 0 0 0 
 -6 0 0 0 0 0 0 0 0 
Malte -2 27 3 1 2 16 3 2 0 
 -3 11 1 0 1 9 1 0 0 
 -4 2 1 0 0 2 0 0 0 
 -5 1 0 0 0 1 0 0 0 
 -6 1 0 0 0 0 0 0 0 
Martin -2 32 5,3 0 0 17 4 0 0 
 -3 18 0,6 0 0 7 1 0 0 
 -4 7,3 0 0 0 4 0 0 0 
 -5 1,3 0 0 0 1,3 0 0 0 
 -6 0 0 0 0 0 0 0 0 
Agar Batata -2 29 0 20 10 20 0 8 3 
 -3 18 0 7 1 13 0 5 1 
 -4 6 0 1 1 2 0 1 0 
 -5 0 0 0 0 0 0 0 0 
 -6 0 0 0 0 0 0 0 0 

Dil.*: diluição 
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Segundo Souto et al. (2005), pesquisando as populações microbianas no semi-

árido Paraibano, o aumento da umidade do solo em abril (inicio do período chuvoso) 

promoveu uma sensível queda na população fúngica, onde um suprimento hídrico maior 

pode ter contribuído para a redução no fornecimento de oxigênio, favorecendo a 

redução desses organismos, refletindo na formação de UFC. g-1 de solo. Segundo Garcia 

et al. (1994), o baixo teor de matéria orgânica é a principal causa da pouca atividade 

microbiana em solos de regiões semi-áridas. 

Observa-se assim, que as populações de microrganismos são maiores nos meses 

de menor pluviosidade e que um regime hídrico baixo do solo nessa região exerce 

pouco efeito na incidência desses organismos, demonstrando que estes são adaptados a 

essas condições. Não só se observou maior número de colônias obtidas nas amostras 

coletadas na estação seca, como também na diversidade de gêneros, que estão 

apresentados na tabela 17. 

Observa-se na tabela 17 que nos cultivos da primeiracoleta, foram recuperados 

do solo 10 gêneros (Aspergillus, Penicillium, Mucor, Rhizopus, Trichoderma, 

Hiphomyceto, Fusarium, Clamidosporium, Humícola, Emericellopsis), sendo que na 

segundacoleta foram sete (Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Actinomyceto, 

Nigrospora e Epicoccum). Os gêneros presentes nas duas coletas, entretanto, são 

diferentes, demonstrando a adaptação das espécies conforme as condições ambientais. 
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Tabela 17 - Linhagens de fungos filamentosos isolados de solo de 

área de caatinga nos períodos seco (primeiracoleta) e chuvoso 

(segundacoleta). 

Linhagens - primeira coleta Linhagens – segunda coleta 

Aspergillus aculeatus 4 Actinomiceto 2.14 

Aspergillus fumigatus 3 Aspergillus flavus 2.3 

Aspergillus fumigatus 20 Aspergillus flavus 2.12 

Aspergillus fumigatus 25 Aspergillus flavus 2.20 

Aspergillus fumigatus 27 Aspergillus tamarii 2.19 

Aspergillus japonicus 8 Aspergillus sp 2.18 

Aspergillus niger 1 Aspergillus sp 2.25 

Aspergillus niger 5 Cladosporum sp 2.16 

Aspergillus niger 9 Epicoccum sp 2.24 

Aspergillus niger 11 Nigrospora sp 2.15 

Cladosporum  cladosporioides 18 Penicillium lividum 2.6 

Emericellopsis minima 22 Penicilium lividum 2.9 

Emericellopsis minima 24 P. verruculosum 2.1 

Emericellopsis minima 26 P. raciborskii 2.4 

Fusarium oxysporum 17 P. brevicompactum 2.8 

Humicola sp 19 P. janthinellum 2.10 

Hyphomyceto 14 Trichoderma sp 2.2 

Mucor circinelloides 7  

Mucor circinelloides 31  

Penicillium implicatum 2  

Penicillium commune 6  

Penicillium sp 15  

R.. microsporus 12  

Trichoderma viride 13  
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Nas amostras de solo analisadas, foram identificadas as linhagens descritas, de 

acordo com a época de coleta e as condições de cultivo. Apesar de terem sido usados 

diversos meios de cultura e condições de cultivo, não se pode esperar refletir em 

laboratório, as mesmas condições encontradas no ambiente natural dos microrganismos 

(PALLERONI, 1996), se constituindo geralmente em fator contribuinte para a falta de 

conhecimento sobre a diversidade microbiana em amostras ambientais.  

Segundo estudos efetuados pelo Ministério do Meio Ambiente – MMA 

(Secretaria de Biodiversidade e Florestas – SBF, Diretoria de Conservação da 

Biodiversidade – DCBio) sobre o estado atual de conhecimento sobre a diversidade 

microbiana no Brasil, estima-se que a diversidade taxonômica de gêneros/espécies de 

microrganismos no Brasil é muito limitada e apesar do volume de informações 

disponíveis na literatura ser abrangente, este grupo de microrganismos apresenta uma 

grande diversidade de espécies e diversidade genética ainda por ser estudada. 

Apesar de existirem coleções de culturas nacionais, poucas possuem os dados 

informatizados e/ou disponíveis na Internet. A ausência de dados sobre a diversidade de 

microrganismos no Brasil é marcante e revela o descaso e a falta de conhecimento sobre 

a diversidade microbiana, tanto por falta de pesquisadores como pelo desconhecimento 

de sua importância por parte dos órgãos governamentais (CANHOS; VAZOLER, 

2004). O número de linhagens de solo de área de caatinga é bem menor, entretanto, 

quando comparado às ocorrências de fungos filamentosos descritas no Vale Rio do Rio 

Mogi, estado de São Paulo (SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2001). Os gêneros 

presentes com maior freqüência nas duas coletas, Aspergillus, Penicillium e 

Trichoderma, são também descritos como os mais freqüentes durante a sucessão 

fúngica no processo de decomposição de folhas (SCHOENLEIN-CRUSIUS, 1993).   

 

4.2 - SELEÇÃO PRELIMINAR DOS FUNGOS FILAMENTOSOS DE SOLO 

PRODUTORES DE XILANASE 

  

Este experimento foi desenvolvido para selecionar linhagens potencialmente 

produtoras de xilanase. Os resultados encontrados encontram-se na tabela 18, onde se 

observa que dos fungos da coleta no período seco, poucos não apresentaram atividade 

xilanolítica, sendo este número maior nos fungos da coleta do período chuvoso. 
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Souto et al. (2005), pesquisaram populações microbianas no semi-árido 

Paraibano, e constataram que o aumento da umidade do solo no período chuvoso 

promoveu uma sensível queda na população fúngica, onde um suprimento hídrico maior 

pode ter contribuído para a redução no fornecimento de oxigênio, favorecendo 

consequentemente a redução desses organismos. Tal fato está de acordo com os dados 

obtidos neste presente trabalho, onde a quantidade de UFCs e a biodiversidade de 

fungos obtida nos cultivos efetuados com solo coletado no período seco de março foi 

bem maior que a encontrada nos cultivos efetuados com solo coletado no período 

chuvoso de novembro (Tabelas 16 e 17), podendo a atividade metabólica dos fungos ser 

afetada no período chuvoso, uma vez que não estão adaptados a estas condições. 

Das 24 linhagens obtidas do isolamento efetuado na primeira coleta, 8 não 

apresentaram atividade xilanolítica. Das 17 linhagens obtidas da segundacoleta 10 não 

apresentaram atividade xilanolítica. Optou-se por esta triagem para se minimizar custos, 

devido ao número de linhagens que seriam avaliadas. Os que não apresentassem 

crescimento seriam descartados. Entretanto, não foram e se decidiu apenas avaliar se 

este método poderia ser fidedigno para trabalhos futuros. Mas, os fungos que realmente 

não apresentaram crescimento em meio de Vogel com xilano 1% não apresentaram 

também atividade de xilanase nos cultivos posteriores em MFT, e se apresentaram foi 

muito baixa. Concluiu-se, portanto ser um bom procedimento de triagem com o objetivo 

de redução de trabalho e custos. 
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Tabela 18 - Seleção preliminar dos fungos produtores de xilanase cultivados em meio 

sólido de Vogel acrescido de xilano 1%, a 25o C e 35o C, pH 5,0, por 5 dias. 
 

Atividade Atividade  Linhagens – 

Primeira coleta 25o C 35o 

Linhagens – 

Segunda coleta 25o C 35o 

Aspergillus aculeatus 4 P P Actinomiceto 2.14 A* A* 

Aspergillus fumigatus 3 A* P* Aspergillus flavus 2.3 P* P* 

Aspergillus fumigatus 20 P* A* Aspergillus flavus 2.12 P* P* 

Aspergillus fumigatus 25 P* P* Aspergillus flavus 2.20 P* A* 

Aspergillus fumigatus 27 A* P* Aspergillus tamarii 2.19 P* A* 

Aspergillus japonicus 8 P* P* Aspergillus sp 2.18 A* P* 

Aspergillus niger 1 P* P* Aspergillus sp 2.25 P* P* 

Aspergillus niger 5 P* P* Cladosporum sp 2.16 A* A* 

Aspergillus niger 9 P* P* Epicoccum sp 2.24 A* A* 

Aspergillus niger 11 P* P* Nigrospora sp 2.15 A* A* 

C. cladosporioides 18 A* A* Penicillium lividum 2.6 P* P* 

Emericellopsis minima 22 A* P* Penicilium lividum 2.9 P* P* 

Emericellopsis minima 24 A* P* P. verruculosum 2.1 P* P* 

Emericellopsis minima 26 A* P* P. raciborskii 2.4 P* P* 

Fusarium oxysporum 17 P* P* P. brevicompactum 2.8 A* A* 

Hyphomyceto 14 P* P* P. janthinellum 2.10 P A* 

Humicola sp 19 A* A* Trichoderma sp 2.2 A* A* 

Mucor circinelloides 7 P* P*    

Mucor circinelloides 31 P* P*    

Penicillium implicatum 2 P* P*    

Penicillium commune 6 P* P*    

Penicillium sp 15 P* P*    

R. microsporus 12 P* P*    

Trichoderma viride 13 P* P*    

P*: atividade de xilanase presente, A*: atividade de xilanase ausente. 
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4.3 - CULTIVOS PARA DETERMINAÇÃO DA BIOMASSA E ATIVIDADE 

ENZIMÁTICA 

 

4.3.1 - Determinação da melhor fonte de carbono para crescimento dos 

fungos filamentosos, através do Método Turbidimétrico 

Automatizado – Labsystems Bioscreen C 

 

As curvas de crescimento dos fungos foram estão apresentadas nas figuras 14 a 

36, sendo um resumo da melhor fonte para produção de biomassa descrita na tabela 19, 

que se seguem: 
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Figura 14 - Curvas de crescimento de Aspergillus niger 1 com diferentes 
fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) 
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Figura 15 - Curvas de crescimento de Penicillium implicatum 2  com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 
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Figura 16 - Curvas de crescimento de Aspergillus fumigatus 3 com diferentes 
fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) 
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Figura 17 - Curvas de crescimento de Aspergillus aculeatus 4 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 
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Figura 18 - Curvas de crescimento de Aspergillus niger 5 com diferentes 
fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) 
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Figura 19 - Curvas de crescimento de Penicillium commune 6 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 
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Figura 20 - Curvas de crescimento Mucor circinelloides 7 com diferentes 
fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) 
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Figura 21 - Curvas de crescimento de Aspergillus japonicus 8 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 
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Figura 22 - Curvas de crescimento de Aspergillus niger 9 com diferentes 
fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) 
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Figura 23 - Curvas de crescimento de Aspergillus niger 10 com diferentes 
fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) 

 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo de cultivo (h)

A
bs

or
bâ

nc
ia

 (5
40

 n
m

)

lactose
sacarose
maltose
glicose
glicerol
sorbitol
frutose
xilose
galactose

 

Figura 24 - Curvas de crescimento de Aspergillus niger 11 com diferentes 
fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) 

 



 76

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo de cultivo (h)

Ab
so

rb
ân

ci
a 

(5
40

 n
m

)

lactose
sacarose
maltose
glicose
xilose
sorbitol
frutose
glicerol
galactose

 
 
Figura 25 - Curvas de crescimento de Rhizopus microsporus 12 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 
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Figura 26 - Curvas de crescimento de Trichoderma viride 13 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 
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Figura 27 - Curvas de crescimento de Hyphomyceto sp 14 com diferentes 
fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) 
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Figura 28 - Curvas de crescimento de Penicillium sp 15 com diferentes 
fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) 

 



 78

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo de cultivo (h)

A
bs

or
bâ

nc
ia

 (5
40

 n
m

) lactose
sacarose
maltose
glicose
glicerol
sorbitol
frutose
xilose
galactose

 

Figura 29 - Curvas de crescimento de Fusarium oxysporum 17 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 
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Figura 30 - Curvas de crescimento e Cladosporium cladosporioides 18 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 
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Figura 31 - Curvas de crescimento de Humicola sp 19 com diferentes fontes 

de carbono pelo método turbidimétrico automatizado (Bioscreen C). 
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Figura 32 - Curvas de crescimento de Aspergillus fumigatus 20 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 
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Figura 33 - Curvas de crescimento de Emericellopsis mínima 22 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34 - Curvas de crescimento de Emericellopsis mínima 26 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 

 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo de cultivo (h)

A
bs

or
bâ

nc
ia

 (5
40

 n
m

)
lactose
sacarose
maltose
glicose
glicerol
sorbitol
frutose
xilose
galactose

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo de cultivo (h)

A
bs

or
bâ

nc
ia

 (5
40

 n
m

)

lactose
sacarose
maltose
glicose
glicerol
sorbitol
frutose
xilose
galactose



 81

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo  de cultivo (h)

A
bs

or
bâ

nc
ia

 (5
40

 n
m

) lactose
sacarose
maltose
glicose
glicerol
sorbitol
frutose
xilose
galactose

 

Figura 35 - Curvas de crescimento de Aspergillus fumigatus 27 com 
diferentes fontes de carbono pelo método turbidimétrico automatizado 
(Bioscreen C) 
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Figura 36 – Curvas de crescimento de Mucor circinelloides f. janssenii 
(Lendner) Schipper 31 com diferentes fontes de carbono pelo método 
turbidimétrico automatizado (Bioscreen C) 

 



 82

 

Tabela 19 - Resumo da melhor fonte de carbono para crescimento dos fungos 

isolados, determinados pelo Bioscreen-C. 

 

Linhagem Fonte de carbono 

Aspergillus aculeatus 4 Maltose 

Aspergillus fumigatus 3 Glicose 

Aspergillus fumigatus 20 Maltose 

Aspergillus fumigatus 27 Lactose 

Aspergillus japonicus 8 Sorbitol 

Aspergillus niger 1 Glicose 

Aspergillus niger 5 Maltose 

Aspergillus niger 9 Maltose 

Aspergillus niger 10 Maltose 

Aspergillus niger 11 Maltose 

Clasdosporium cladosporioides 18 Sorbitol 

Emericellopsis mínima 22 Glicose 

Emericellopsis mínima 26 Glicose 

Fusarium oxysporum 17 Glicose 

Humicola sp 19 Maltose 

Hyphomyceto sp 14 Sorbitol 

Mucor circinelloides 7 Sacarose 

Mucor circinelloides 31 Galactose 

Penicillium commune 6 Frutose 

Penicillium implicatum 2 Lactose 

Penicillium sp 15 Glicose 

Rhizopus microsporus 12 Glicerol 

Trichoderma viride 13 Sorbitol 
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A maltose foi o melhor indutor de crescimento de biomassa para as linhagens de 

Aspergillus niger 5 (Figura 18), Aspergillus niger 9 (Figura 22), Aspergillus niger 11 

(Figura24), A. aculeatus 4 (Figura 17), A. fumigatus 20 (Figura 32) e Humicola sp 19 

(Figura 31), sendo também considerada como melhor fonte de carbono para 

crescimento de fungos filamentosos por diversos autores. Peixoto et al. (2003), em 

cultivos de Rhizopus microsporus var. rhizopodiformes e Moreira et al. (1999) em 

cultivos de A. tamarii para a produção de amilases, obtiveram com a adição de maltose 

ao meio de cultivo, aumento na produção de biomassa. Ramachandran et al. (2004), 

observaram aumento na produção da biomassa por A. oryzae, em meio enriquecido com 

maltose e lactose na produção de a-amilases. A suplementação do meio de cultura com 

maltose aumentou também a produção de biomassa por A. niger, em cultivo para 

produção de celulases e glucosidases (FADEL, 2000).  

Para os fungos A. japonicus 8 (Figura 21), T. viride 13 (Figura 26), 

Hyphomyceto sp 14 (Figura 27) e Cladosporium cladosporioides 18 (Figura 30), 

sorbitol foi o açúcar que promoveu maior crescimento. Poucos relatos sobre a ação 

indutora de biomassa por este açúcar foram encontrados. A adição de sorbitol ao meio 

foi favorável à produção de biomassa e exopolissacarídeos em cultivos de Phoma 

herbarum (SELBMANN et al., 2002) e em cultivos de diversas linhagens de Mucor 

hiemalis para produção de ácido gama linolênico (TAUK et al., 2005). 

A maior produção de biomassa de Penicillium implicatum 2 (Figura 15) e A. 

fumigatus 27 (Figura 35) se deu em meio adicionado de lactose. Este açúcar também 

promoveu maior crescimento de T. reesei Rut C-30 em cultivos efetuados por Haltrich 

et al. (1996), para produção de xilanase. A frutose foi o melhor açúcar para crescimento 

de Penicillium commune 6 (Figura 19). Vahidi et al. (2004), entre outros açúcares 

avaliados, teve com a frutose maior biomassa em cultivos de Mycena leptocephala. 

A maior biomassa de Aspergillus niger 1 (Figura 14), Aspergillus fumigatus 3 

(Figura 16), Penicillium sp 15 (Figura 28), Fusarium oxysporum 17 (Figura 29) e 

Emericellopsis mínima 22 e 26 (Figuras 33 e 34), foi obtida com o meio suplementado 

de glicose. A glicose é citada como um bom açúcar na produção de biomassa por 

muitos autores por ser uma fonte de carbono facilmente metabolizável, entre eles 

Andrade et al. (2002), em cultivos para o crescimento de M. circinelloides (em 
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concentração adequada) e Margolles-Clark et al. (1997) em cultivos de T. reesei, não 

induzindo, entretanto a atividade enzimática.  

O fungo Rhizopus microsporus var. microsporus van Tieghen 12 (Figura 25), 

produziu biomassa abundante em meio suplementado de glicerol. Vários açúcares foram 

avaliados por Bajpai et al. (1991), objetivando a otimização da síntese de ácido 

aracdônico por Mortierella alpina, sendo glicerol e frutose os melhores indutores de 

biomassa (15,6 e 12,8 g/L). 

Os fungos A. japonicus 8 e T. viride 13 (Figuras 21 e 26) foram os que 

produziram biomassa mais abundante, com leituras de densidade ótica (OD) elevadas, 

quando comparadas às OD observadas nas curvas de crescimento dos outros fungos. Em 

experimentos posteriores, constata-se que A. japonicus e T. viride, se revelaram os 

melhores produtores da enzima xilanase, sendo demonstrada nas condições utilizadas 

neste presente experimento, a relação da produção de biomassa e atividade enzimática. 

 

4.3.2 - Cultivo de Aspergillus niger 9 e Rhizopus microsporus 12 em 

diferentes fontes de carbono pelo Método Turbidimétrico 

Automatizado (Bioscreen-C) e Método Tradicional (meio 

líquido sob agitação). 

 

Alguns fungos utilizados neste presente trabalho foram cultivados em meio 

líquido para produção de biomassa, mantendo-se as mesmas condições de cultivo 

utilizadas no método turbidimétrico, para se comprovar os resultados encontrados pelo 

Bioscreen C, uma vez que se trata de um método pouco usual, entretanto atraente.  

As curvas de crescimento de Rhizopus microsporus12 pelo Bioscreen-C já foi 

anteriormente apresentada na figura 25 e de A. niger 9 na de figura 22.  As curvas de 

crescimento destas linhagens, obtidas pelo método tradicional (meio líquido) estão 

abaixo apresentadas (Figuras 37 e 38): 
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Figura 37 – Curvas de crescimento de Rhizopus microsporus 12 com 

diferentes fontes de carbono por método tradicional. 
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Figura 38 - Curvas de crescimento de Aspergillus niger 9 com 

diferentes fontes de carbono por método tradicional. 
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O fungo Rhizopus microsporus12, pelo método turbidimétrico (Figura 25) teve o 

glicerol como melhor fonte de carbono para crescimento, sendo este também o açúcar 

determinado como melhor pelo método tradicional (Figura 37), estando de acordo os 

resultados obtidos pelos dois métodos. Nas curvas de crescimento obtidas através do 

método turbidimétrico automatizado de Aspergillus niger 9 (Figura 22) a melhor fonte 

de carbono para o crescimento desta linhagem foi a maltose sendo este açúcar também 

obtido como o melhor pelo método tradicional (Figura 38).   

Horakova et al. (2003), em trabalho comparativo do método tradicional e 

método turbidimétrico automatizado no estudo das características de crescimento de 

Listeria monocytogenes, também concluiu que os dois métodos foram similares, e que o 

método automatizado utilizou menor quantidade de reagentes e menor tempo de analise. 

 

4.3.3 - Atividade de xilanase dos fungos filamentosos em meios sólidos sem a 

adição de outras fontes de carbono, a 25oC e 35oC, pH 5,0, por cinco 

dias. 

 

4.3.3.1 - Atividade xilanolítica dos fungos filamentosos isolados nas duas 

coletas avaliadas em cultivos em MFT. 

 

Os resultados da atividade de xilanase nos cultivos em MFT dos fungos isolados 

nas duas coletas estão apresentados nas tabelas (20 e 21). Os que não apresentaram 

atividade xilanolítica na triagem (Tabela 18) também não tiveram atividade detectada 

nos cultivos em MFT e quando apresentaram atividade, a mesma foi baixa. A maioria 

das linhagens da primeiracoleta apresentou atividades de xilanase a 35oC, temperatura 

próxima à do habitat de onde foram isolados (38oC), enquanto os melhores resultados 

obtidos das linhagens da segundacoleta se deram a 25oC, sendo esta temperatura, 

próxima à temperatura ambiental encontrada no período de coleta.  
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Tabela 20 – Atividade de xilanase dos fungos da 1a coleta em MFT a 25oC 

e 35oC, pH 5, 0, inóculo 1 x 107 esporos/ mL, por cinco dias.  

Linhagens Atividade da xilanase 

 Temperatura 25oC Temperatura 35oC 

 U/mL U/30 mL  U/mL U/30 mL 

Aspergillus aculeatus 4 18,9 567,0 16,3 489,0 

Aspergillus fumigatus 3 A* A* 9,9 297,0 

Aspergillus fumigatus 20 17,3 519,0 23,1 693,0 

Aspergillus fumigatus 25 2,4 72,0 5,9 177,0 

Aspergillus fumigatus 27 A* A* 10,6 318,0 

Aspergillus japonicus 8 143,9 4317,0 22,9 687,0 

Aspergillus niger 1 23,2 696,0 28,1 843,0 

Aspergillus niger 5 18,9 567,0 22,3 669,0 

Aspergillus niger 9 7,2 216,0 13,5 405,0 

Aspergillus niger 10 16,6 498,0 3,3 99,0 

Aspergillus niger 11 23,4 702,0 33,4 1002,0 

C. cladosporioides 18 A* A* A* A* 

Emericellopsis minima 22 1,9 57,0 11,9 357,0 

Emericellopsis minima 24 A* A* 16,6 498,0 

Emericellopsis minima 26 A* A* 8,4 252,0 

Fusarium oxysporum 17 16,2 486,0 6,3 189,0 

Humicola sp 19 A* A* A* A* 

Hyphomiceto 14 4,5 135,0 6,0 180,0 

Mucor circinelloides 7 16,2 486,0 6,3 189,0 

Mucor circinelloides 31 16,9 507,0 18,9 567,0 

Penicillium implicatum 2 27,4 822,0 25,7 771,0 

Penicillium commune 6 14,5 435,0 32,7 981,0 

Penicillium sp 15 11,5 345,0 53,0 1590,0 

Rhizopus microsporus 12 17,6 528,0 36,6 1098,0 

Trichoderma viride 13 93,5 2805,0 34,1 1023,0 
A*: atividade não detectada  
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Tabela 21 - Atividade de xilanase dos fungos da 2a coleta em MFT a 

25oC e 35oC, pH 5, 0, inóculo 1 x 107 esporos/ mL, por cinco dias. 

Linhagem Atividade xilanase 

 Temperatura 25oC Temperatura 35oC 

  U/mL
Total 

U/30 mL U/mL 
Total 

U/30 mL 

Actinomiceto 2.14 A* 
 

A* A* A* 

Aspergillus flavus 2.3 11,7 
 

351,0 2,1 63,0 

Aspergillus flavus 2.12 11,6 
 

348,0 0,9 27,0 

Aspergillus flavus 2.20 11,2 
 

336,0 0,3 9,0 

Aspergillus sp 2.18 8,9 
 

267,9 9,2 276,0 

Aspergillus tamarii 2.19 10,8 
 

324,0 1,4 42,0 

Aspergillus sp 2.25 10,6 
 

318,0 12,5 375,0 

Cladosporum sp 2.16 A*. 
 

A* A* A* 

Epicocum sp 2.24 A* A* A* A* 

Nigrospora sp 2.15 A* 
 

A* A* A* 

P. brevicompactum 2.8 A* 
 

A* A* A* 

P. janthinellum 2.10 8,4 
 

252,0 3,3 99,0 

Penicillium lividum 2.6 5,4 
 

162,0 4,0 120, 

Penicilium lividum 2.9 6,1 
 

183,0 4,6 138,0 

Penicilium raciborskii 2.4 12,6 
 

378,0 1,7 51,0 

P. verruculosum 2.1 5,4 
 

163,0 1,4 42,0 

Trichoderma sp 2.2 A* 
 

A* A* A* 
    A*: atividade não detectada  
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As linhagens da primeira coleta que mais se destacaram a 35oC foram: 

Aspergillus niger 1 (28,1 U/mL); Aspergillus niger 5 (22,3 U/mL); Aspergillus niger 11 

(33,4 U/mL); Penicillium commune 6 (32,7 U/mL); Penicillium sp 15 (53,0 U/mL) e 

Rhizopus microsporus 12 (36,6 U/mL). As atividades mais expressivas, entretanto, 

ocorreram a 25oC com as linhagens Aspergillus japonicus 8 (143,9 U/mL) e 

Trichoderma viride (93,5 U/mL) (Tabela 20). Segundo Kheng; Ibrahim (2005), a 

temperatura ótima de produção enzimática geralmente é a mesma do habitat natural de 

onde o microrganismo foi isolado, não constituindo, entretanto uma regra.  

 A produção de xilanase dos fungos isolados na segundacoleta de solo 

(Tabela 21), não apresentou resultados expressivos, quando comparados aos obtidos na 

primeira coleta, tendo destaque para os fungos: Aspergillus flavus 2.3 (11,7 U/mL), 

Aspergillus flavus 2.12 (11,6 U/mL), Aspergillus flavus 2.20 (11,2 U/mL), Aspergillus 

tamarii 2.19 (10,8 U/mL) e Penicilium raciborskii 2.4 (12,6 U/mL).  

A menor atividade xilanolítica apresentada pelas linhagens obtidas na coleta no 

período chuvoso comparada às obtidas com as linhagens isoladas no período seco, pode 

ser devido à falta de adaptação da microbiota do semi-árido com o alto teor hídrico da 

estação, que não só pode promover uma queda da população como também afetar a 

atividade metabólica dos microrganismos (SOUTO et al., 2005). 

 Segundo diversos autores, os fungos que despontam como melhores 

produtores de xilanases são: Aspergillus sp (FERREIRA et al., 1999; GHANEM et al., 

2000; De SOUZA et al., 2001; LU et al., 2003), Penicillium sp (PALMA et al., 1996; 

CONSIDINE et al., 1988), Trichoderma sp (SUH et al., 1988; SEYIS; AKSOZ, 2004; 

ROYER; NAKAS, 1989; CHEN et al., 1997; DESGRANGES; DURAND, 1990), e 

Rhizopus sp (BAKIR et al., 2001), estando de acordo com os melhores produtores deste 

presente trabalho. 
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4.3.3.2 - Atividade xilanolítica dos fungos cultivados em meio farelo de 

soja (MFS) 

 

Foram avaliados em MFS, apenas os fungos que apresentaram atividade mais 

expressiva em MFT, nas temperaturas em que as atividades se deram, estando os 

resultados apresentados na tabela 22, sendo os resultados em MFS significativamente 

inferiores aos encontrados nos cultivos em MFT. O uso do farelo de trigo tem sido 

descrito como vantajoso na produção de xilanases e outras enzimas quando comparado 

a outros resíduos sólidos, devido à sua composição rica em proteínas e hemicelulose, 

sendo usadas pelos microrganismos como energia e fonte de carbono. Vários autores 

relatam a maior atividade de xilanase e outras enzimas por diversos fungos com o uso 

de farelo de trigo como substrato. Alguns exemplos estão apresentados na tabela 23. 

 

Tabela 22 - Atividade de xilanase dos fungos em MFS, pH 5, 0, inóculo 1 

x 107 esporos/ mL, por cinco dias 

Linhagem Atividade Xilanase 

 Temp. 25o C Temp. 35o C 

 U/mL U/30 mL U/mL U/30 mL 

Aspergillus fumigatus 20  NA* NA* A* A* 

Aspergillus japonicus 8  9,7 291,0 NA* NA* 

Aspergillus niger 1  NA* NA* 2,1 63,0 

Aspergillus niger 5  NA* NA* 19,4 582,0 

Aspergillus niger 11 NA* NA* 12,4 372,0 

Penicillium commune 6  NA* NA* 8,7 261,0 

Penicillium implicatum 2  A* A* NA* NA* 

Penicillium sp 15 NA* NA* 12,1 363,0 
Rhizopus microsporus 12 NA* NA* 1,9 57,0 

Trichoderma viride 13  A* A* NA* NA* 

A*: atividade não detectada; NA*: atividade não avaliada nesta temperatura. 
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Gutierrez-Correa; Tengerdy (1998) utilizaram o farelo de soja não como 

substrato para crescimento e produção de enzimas, mas como fonte de nitrogênio 

orgânico no meio. O efeito da adição deste resíduo ao meio aumentou sete vezes a 

produção de xilanases, em um cultivo misto utilizando Trichoderma reesei, Aspergillus 

niger e Aspergillus phoenicis, quando se comparou com o processo suplementado com 

nitrogênio inorgânico (sulfato de amônio).  

Bakir et al. (2001), também fizeram uso de farelo de soja como fonte de 

nitrogênio na produção de endo-xilanase por Rhizopus oryzae e observaram que, um 

aumento na concentração deste composto de 1 para 2% no meio de cultivo, aumentou 

em 26% a produção de xilanase. Esses autores, no entanto, ressaltaram que este valor é 

pequeno quando comparado com o efeito causado pelo aumento da concentração da 

fonte de carbono (sabugo de milho), de 1 para 3%, que levou ao acréscimo de 80% na 

produção de xilanase. He et al. (2003), pesquisando elastase de Bacillus sp, obteve 

melhor resultado enzimático em farelo de trigo, tendo o farelo de soja efeito negativo na 

atividade de xilanase.  

São necessários mais estudos a respeito do uso de farelo de soja como substrato 

para produção de biomassa e macromoléculas, talvez quanto à sua combinação com 

farelo de trigo ou outro resíduo, quanto à concentração de água no meio e tamanho da 

partícula, que possui características diferentes quanto a estes aspectos em relação ao 

farelo de trigo. 

 

Tabela 23 - Produção de diversas enzimas por fungos filamentosos utilizando 

farelo de trigo como substrato. 

Produto Microrganismo Referência 
Pectinases A.niger Castilho et al. (2000) 
Celulase A. niger Couri et al. (2000) 
Xilanase A. terreus Gawande; Kamat (2000) 
Endoglucanase A. niger Jecu (2000) 
Amilase A. niger Nandakumar et al. (1999) 
Xilanase Pleurotus ostreaus Qinnghe et al. (2004) 
Xilanase  F.oxysporum Ramesh et al. (1998) 
Xilanase T. aurantiacus Souza et al. (1999) 
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4.3.4 - Atividade xilanolítica dos fungos filamentosos cultivados em MFT 

e Meio líquido de Vogel, adicionados individualmente de outras 

fontes de carbono, em temperaturas apropriadas.  

 

Segundo Bajpai et al. (1997), a síntese de xilanases por fungos pode ser induzida 

ou reprimida, pois sua produção está relacionada com o tipo e concentração da fonte de 

carbono no meio (FADEL, 2000). Assim este experimento objetivou se alcançar uma 

maior produção de xilanase com a adição de outras fontes de carbono. As atividades 

enzimáticas dos fungos avaliadas nos cultivos utilizando-se MFT e Meio de Vogel 

adicionados de outras fontes de carbono estão apresentadas nas tabelas 24 e 25.  

Observa-se na tabela 24, que a adição de carbometilcelulose 1% (CMC) ao 

MFT, causou repressão catabólica na síntese de xilanase em todas as linhagens 

avaliadas quando comparamos com os resultados obtidos nos cultivos em MFT puro 

(Tabela 20).  Segundo Ruiz-Arribas et al. (1997), a adição de CMC não é favorável à 

produção de xilanase porque pode haver durante a fermentação, produção de 

carbometilcelulase, que hidrolisa CMC a celobiose, que tem ação repressora na 

produção de xilanase. Tal fato também foi constatado em outros trabalhos que 

avaliaram o efeito da adição de CMC ao meio de cultivo para produção de xilanases: T. 

harzianum (AHMED et al., 2003), Verticillium tricorpus (BAHKALI et al., 1995-

1996), Aspergillus tamarii (FERREIRA et al., 1999), Streptomyces sp (RAWASHDEH 

et al., 2005), Trichoderma harzianum (SEYIS; AKSOZ, 2005-b), entre outros. 

A adição de xilano 1% ao MFT também reprimiu a expressão das xilanases pela 

maioria dos fungos avaliados (Tabela 24), uma vez que apresentaram maior atividade de 

xilanase em MFT puro (Tabela 20). Estes resultados são semelhantes aos encontrados 

por Kheng; Ibrahim (2005), estudando a produção de xilanase por Aspergilllus niger e 

Sater; Said (2001) com T. harzianum, que também relatam repressão enzimática com 

adição de xilano ao meio sólido.  

Para Trichoderma viride que em MFT puro (Tabela 20) apresentou atividade 

xilanolítica de 93,5 U/ml, com a adição de xilano passou a produzir 143,0 U/mL, 

mostrando ser para esta linhagem, um indutor desta enzima (Tabela 24). O efeito 

indutor do xilano na síntese da xilanase é citado por muitos autores e para diversos 
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fungos, tais como: S. Actuosus (WANG et al., 2003), T. lanuginosus (HOQ et al., 1994) 

e T. harzianum (AHMED et al., 2003). 

A glicose, que foi a melhor fonte de carbono para produção de biomassa de A. 

niger 1 não foi utilizada, sendo a segunda fonte (maltose) avaliada na produção 

enzimática (Tabela 24). Isto porque vários trabalhos de pesquisa citam a ação repressora 

da glicose na expressão de diversas enzimas. Haltrich et al. (1996), em cultivos de T. 

reesei observaram que a glicose foi efetiva na produção de biomassa, mas repressora na 

atividade da xilanase. Estes dados também são reportados por outros pesquisadores que 

avaliaram os efeitos da adição de glicose ao substrato na produção de xilanase por 

outros fungos (GAWANDE; KAMAT, 2000; HAQ et al., 2002; RAMESH e 

MANCHANDA, 1998; PEIXOTO et al., 2003; MARGOLLES-CLARK et al., 1997).  

Para as linhagens Aspergillus niger 1, 5 e 11, a adição individual de maltose 1%, 

não induziu maior atividade da xilanase (Tabela 24), pois em MFT puro estas linhagens 

apresentaram melhores resultados.  
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Tabela 24 - Atividade da xilanase dos fungos em MFT acrescidos 

individualmente da melhor fonte de carbono determinada pelo Bioscreen C, 

de xilano e carbometilcelulose 1% (v/w), pH 5, 0, por cinco dias, inóculo de 

1 x 107 esporos/ mL. 

Linhagem Fonte Atividade Xilanase 

  25oC 35oC 

Aspergillus japonicus 8 Xilano 104,1 NA* 
 CMC 102,5 NA* 

 Sorbitol 43,7 NA* 

Aspergillus niger 1 Xilano NA* 17,9 

 CMC NA* 17,9 

 Maltose NA* 17,8 

Aspergillus niger 5 Xilano NA* 17,6 

 CMC NA* 12,6 

 Maltose NA* 21,6 

Aspergillus niger 11 Xilano NA* 9,5 

 CMC NA* 16,8 

 Maltose NA* 17,6 

Penicillium commune 6 Xilano NA* 21,7 

 CMC NA* 2,2 

 Frutose NA* 6,4 

Penicillium implicatum 2 Xilano 16,9 NA* 

 CMC 3,6 NA* 

 Lactose 19,5 NA* 

Rhizopus microsporus 12 Xilano NA* 11,4 

 CMC NA* 22,5 

 Glicerol NA* A* 

Trichoderma viride 13 Xilano 143,0 NA* 

 CMC 87,5 NA* 

 Sorbitol 169,0 NA* 

A*: atividade não detectada; NA*: não avaliado nesta temperatura. 
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A ação repressora de diversos açúcares é relatada para a produção de outras 

enzimas. Moreira et al. (2001) relatam o efeito repressor da glicose e maltose na síntese 

de α-amilases por A. flavus, A. tamarii e A. fumigatus cultivados em SMF.  Peixoto et 

al. (2003), avaliando a produção e amilases com R. microsporus também obtiveram 

ação repressora na atividade da enzima com adição individual de açúcares.  

A adição de lactose nos cultivos em MFT de P. implicatum 2, de frutose nos 

cultivos de P. commune 6, de sorbitol nos cultivos de A. japonicus 8 e de glicerol nos 

cultivos de R.. microsporus 12, também apresentou repressão na atividade de xilanase. 

Vários trabalhos citam melhor atividade enzimática sem adição de outra fonte de 

carbono ao meio. Shah; Madamwar (2005), com a adição de açúcares ao meio de 

cultivo, observaram repressão catabólica na síntese de xilanase por Aspergillus foeditus.  

Em seu trabalho com T. harzianum, Seyis; Aksoz (2005b) tiveram melhor produção 

sem a adição de nenhuma fonte de carbono (103,2 U/mL), seguido de 96,7 U/mL com a 

adição de xilose e 96,7 U/mL com a adição de lactose. Ainda com T. harzianum 

(SEYIS; AKSOZ, 2005a), a melhor produção (796,1 U/mL) da atividade da xilanase 

ocorreu sem adição de nenhuma fonte de carbono, seguida de 786,7 U/mL com a adição 

de sacarose e 767,4 U/mL com a adição de lactose Haq et al. (2002), obtiveram com 

amido, produção mais elevada de xilanase por Aspergillus niger, comparado aos 

resultados obtidos com a adição de xilose, sacarose, lactose, maltose e dextrose ao meio. 

Constatou-se, portanto, que uma substância que se apresenta indutora enzimática 

para uma espécie pode ser inibidora da mesma atividade para outra espécie (HRMOVA 

et al., 1989). A adição de açúcares facilmente metabolizáveis, que foram os melhores na 

produção de biomassa determinada pelo Bioscreen-C, também não tiveram efeitos 

positivos para a maioria das linhagens. 

Os resultados obtidos nos cultivos em SSF utilizando o MFT como substrato 

(Tabelas 20 e 24), foram extremamente superiores aos apresentados pelos cultivos em 

Meio de Vogel (Tabela 25) adicionado de outras fontes de carbono, com exceção de A. 

niger 11 que apresentou em MFT puro atividade de 33,4 U/mL e em meio líquido 

suplementado de xilano 1% de 57,1 U/mL.  

A adição do sorbitol ao meio de Vogel não levou aos mesmos resultados 

demonstrados nos cultivos de T. viride quando o mesmo foi adicionado ao meio farelo 
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de trigo, mostrando que o sorbitol isoladamente não é um bom indutor da atividade da 

xilanase, nas condições aqui utilizadas. 

Segundo De Souza et al. (2001), o farelo de trigo pode apresentar ausência de 

repressão catabólica, o que não acontece quando outros substratos lignocelulósicos são 

utilizados. Avaliando o efeito de vários açúcares facilmente metabolizáveis como 

glicose, xilose, frutose, maltose, celobiose e lactose, na indução de xilanase por 

Aspergillus tamarii, os autores observaram que a adição de 1% destes açúcares nos 

meios de cultivo, constituídos à base de bagaço de cana-de-açúcar e sabugo de milho, 

causou uma severa repressão catabólica no sistema. Verificou-se, no entanto, que os 

cultivos conduzidos em meios à base de farelo de trigo foram resistentes à presença dos 

açúcares, não se detectando efeitos de repressão catabólica com a adição de até 10% de 

glicose. 

A resistência à repressão catabólica pelo farelo de trigo a açúcares mais 

facilmente metabolizáveis foi constatada neste presente trabalho, pois Trichoderma 

viride apresentou uma atividade xilanolítica de 93,5 U/mL em cultivos efetuados em 

MFT puro (Tabela 20) e passou a produzir 169,0 U/mL (Tabela 24) quando o meio foi 

adicionado de sorbitol 1%, tendo, portanto este açúcar induzido maior biossíntese de 

xilanase por este fungo. Não foram encontrados na literatura relatos de indução 

enzimática com o uso deste açúcar.  

Dados atuais mostram que a produção de enzimas em SSF leva à obtenção de 

níveis de atividade superiores as obtidas pelo cultivo submerso, além de se obter 

enzimas com propriedades funcionais mais adequadas às aplicações industriais 

(NIGAN; SINGH, 1994; MITCHELL et al., 2000). Muitas enzimas, produzidas por 

cultivo em estado sólido, têm apresentado propriedades diferentes daquelas que foram 

obtidas por SMF, como maior termoestabilidade e resistência ao pH (ZHENG; 

SHETTY, 2000).  

Shah; Madamwar (2005) obtiveram com Aspergillus foetidus a atividade 

máxima de 210 U/mL em SSF, sendo a atividade de xilanase por A. fumigatus nos 

cultivos efetuados por Anthony et al., (2003) em fermentação sólida, 6 vezes maior que 

em fermentação líquida. Estes resultados são similares aos obtidos por outros autores 

para a enzima xilanase em SSF para outros fungos (JAIN, 1998; KAMRA; 

SATYANARAYANA, 2004).  
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A produção de diversas outras enzimas em sistemas sólidos é relatada como 

superior aos efetuados em fermentação líquida: poligalacturonase por Bacillus sp 

(SOARES et al., 1999), α-amilases por Bacillus licheniformis M27 (RAMESH; 

LONSANE, 1991; LONSANE; RAMESH, 1992) e endoglucanases e β-glicosidades 

(GRAJEK et al., 1987), e pectinases   produzidas por A. niger (ACUNÃ-ARQUELLES 

et al., 1995) e por Bacillus sp (SOARES et al., 1999). 

Não existem ainda, métodos eficazes para a comparação entre níveis de 

produtividade obtidos em SSF e SMF. O fato dos cultivos em SSF aproximarem-se 

muito do ambiente natural de crescimento dos microrganismos explica, em parte, as 

diferenças constatadas, mas a exata razão para o aumento dos níveis de atividade 

enzimática nos cultivos em meio sólido não é totalmente conhecida.  

Observa-se, portanto, que os mecanismos de controle da síntese enzimática 

variam consideravelmente entre os diferentes microrganismos devido a sua natureza não 

específica (DE VRIES et al., 2000). Estudos adicionais são necessários, entretanto para 

explicar porque os cultivos com farelo de trigo podem apresentar habilidade em 

reprimir a repressão catabólica pela glicose e outros açúcares facilmente metabolizáveis 

na produção de xilanases (PANDEY, 2003). 

Os melhores resultados até aqui obtidos foram com Aspergillus japonicus 

cultivado em MFT puro e Trichoderma viride em MFT adicionado de sorbitol 1%, 

ambos a 25oC, por cinco dias, com inoculo de 1 x 107 esporos/ mL. 
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Tabela 25 - Atividade de xilanase dos fungos em meio de Vogel acrescido 

individualmente da melhor fonte de carbono, de xilano e carbometilcelulose a 

1%, em temperaturas apropriadas, pH 5, 0, inóculo 1 x 107 esporos/ mL, por 

cinco dias.  

Linhagem Fonte de Carbono Ativ. Xilanase - U/mL 

  25oC 35oC 

Aspergillus japonicus 8 Xilano 20,2 NA* 

 CMC 19,4 NA* 

 Sorbitol A* NA* 

Aspergillus niger 1 Xilano NA* 13,1 

 CMC NA* 1,7 

 Maltose NA* 0,2 

Aspergillus niger 5 Xilano NA* A* 

 CMC NA* A* 

 Maltose NA* A* 

Aspergillus niger 11 Xilano NA* 57,1 

 CMC NA* A* 

 Maltose NA* A* 

Penicillium commune 6 Xilano NA* 25,0 

 CMC NA* 1,6 

 Frutose NA* 2,1 

Penicillium implicatum 2 Xilano A* NA* 

 CMC A* NA* 

 Lactose A* NA* 

Rhizopus microsporus 12 Xilano NA* 32,7 

 CMC NA* A* 

 Glicerol NA* A* 

Trichoderma viride 13 Xilano 21,7 NA* 
 CMC 2,2 NA* 
 Sorbitol 6,4 NA* 

          A*: atividade não detectada; NA*: não avaliado nesta temperatura. 

Os fungos Penicillium implicatum 2 e Aspergillus fumigatus 20 não produziram 
esporos.  
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 4.4 - OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE XILANASE DE Aspergillus japonicus e 

Trichoderma viride. 

 

4.4.1 - Influência da Temperatura 

 

 As atividades de xilanase de A. japonicus e T. viride cultivados em diferentes 

temperaturas estão apresentados nas tabelas 26 e 27: 

 

Tabela 26 - Atividade de xilanase de Aspergillus japonicus em MFT, 

pH 5,0 por 120 h, inóculo de 1 x 107 esporos/ mL, em diferentes 

temperaturas. 

Temperatura Atividade da xilanase 

 U/mL U/30mL Produtividade 
U/mL/hora 

U/mg 
proteína 

20º C 60,8 1824,0 15,2 6,10 

25º C 143,9 4317,0 36,0 31,5 

35º C 22,9 687,0 5,7 4,9 

40º C 12,5 375,0 3,1 4,3 
 
 
 

Tabela 27 - Atividade de xilanase de Trichoderma viride em MFT, pH 

5,0 por 120 h, inóculo de 1 x 107 esporos/ mL, em diferentes 

temperaturas. 

Temp. oC Atividade da xilanase 

  
U/mL 

 
U/30mL 

Produtividade 
U/mL/hora 

 
U/mg proteína 

20º C 77,9 2337,0 19,5 10,8 

25º C 93,5 2805,0 23,4 14,6 

35º C 45,9 1377,0 11,5 12,4 

40º C 32,9 987,0 8,2 6,2 
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Geralmente, segundo Kheng; Ibrahim (2005), a temperatura ótima para produção 

enzimática se situa em torno da temperatura do habitat natural de onde o microrganismo 

foi isolado, não se constituindo, entretanto, tal fato em regra, como demonstrado na 

tabela 20, em que as linhagens tiveram atividade xilanolítica mais expressiva a 25oC e 

não a 35oC (mais próxima do habitat natural). Além disso, a melhor temperatura de 

crescimento do fungo nem sempre é a melhor para produção de enzimas (KHENG; 

IBRAHIM, 2005). Como a temperatura de incubação constitui fator crítico na 

produtividade enzimática (SEYIS; AKSOZ, 2003), a produção de xilanases por estes 

fungos foi estudada neste trabalho, em quatro diferentes temperaturas, 20oC, 25oC, 35oC 

e 40oC.  

A melhor produção de xilanase por A. japonicus (Tabela 26) e Trichoderma 

viride (Tabela 27) ocorreram a 25oC, sendo que acima ou abaixo desta temperatura, 

ocorre um decréscimo da atividade enzimática. A melhor temperatura de produção 

enzimática foi, portanto, a mesma temperatura encontrada como a melhor para o 

crescimento destes fungos. Kheng; Ibrahim (2005), utilizando Aspergillus niger 

verificaram que as temperaturas ótimas para a atividade da enzima e crescimento do 

fungo foram similares, em concordância com resultados obtidos por Biswas et al. 

(1988). Segundo Rahman et al. (2003), o grande decréscimo de atividade enzimática em 

temperaturas muito baixas ou muito altas é devido ao fato de que nestas temperaturas o 

crescimento do fungo é inibido, acarretando um decréscimo na síntese de enzimas. As 

temperaturas ótimas para a produção de xilanase por fungos variam entre 20oC e 38oC 

(LENARTOVICZ et al., 2003; RAHMAN et al., 2003), como pode ser observado na 

tabela 28. 

 Diferentes microrganismos apresentam diferentes temperaturas ótimas de cultivo 

para produção de xilanase e até o presente, não está bem claro se tal fato seria devido ao 

fato dos microrganismos produzirem xilanases diferentes, ou se determinada 

temperatura de cultivo pode afetar a termoestabilidade de algumas proteínas 

(HALTRICH, 1996), ou afetar o crescimento do microrganismo e com isto a produção 

enzimática (HAQ et al., 2004). 
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Tabela 28 - Temperaturas ótimas para produção de xilanase sp por fungos 

filamentosos citadas por diversos autores. 

Linhagem Temp. oC Referência 

T. reesei 25oC Bradner et al. (1999) 

A. nidulans 37oC Carmona et al. (1997) 

T. reesei 30oC Chahal (1982) 

T. reesei 27oC Considine et al. (1988) 

A. terreus e A. niger 35oC Gawande; Kamat (1999) 

A. niger GCBCX-20 30oC Haq et al. (2004) 

A. niger USM A1 27oC ± 3 Kheng; Ibrahim (2005) 

A. sulphureus  33oC Lu et al. (2003) 

T. viride 28oC Nevalainen et al. (1978) 

A. japonicus 25oC Presente trabalho 

T. viride 25oC Presente trabalho 

T. harzianum 35o C Sater; Said (2001) 

Trichoderma sp 30oC. Seyis; Aksoz (2004) 

A. foetidus, 30oC Shah; Madamwar (2005) 

T. reesei 30oC Suh et al. (1988) 

A. niger 27oC, Yuan et al. (2005) 

   

 

 

 

 

 

 

 



 102

4.4.2 - Efeito do tempo de cultivo na atividade enzimática 
 

Os fungos A. japonicus e T. viride foram cultivados em diferentes períodos de 

incubação e os resultados estão representados nas tabelas 29 e 30: 

 

Tabela 29 - Atividade de xilanase de por Aspergillus japonicus em MFT, 

pH 5,0, a 25ºC, inóculo de 1 x 107 esporos/ mL, em diferentes períodos de 

incubação. 

Incubação (horas) Atividade de xilanase 
 

  
U/mL 

 
U/30mL 

Produtividade 
U/mL/hora 

0 0 0 0 

24 0,7 21,0 0,9 

48 11,3 339,0 7,0 

72 60,3 1809,0 25,1 

96 102,1 3063,0 31,9 

120 104,1 3123,0 26,0 

144 79,7 2391,0 16,6 

 

A atividade de xilanase por A. japonicus (104,1 U/mL) foi crescente até 120 h de 

cultivo (cinco dias), sendo que no sexto dia houve decréscimo acentuado da mesma 

(Tabela 29). A produção máxima de xilanase por T. viride ocorreu em 144 h de cultivo 

(6 dias), atingindo um pico máximo de 139,82 U/mL, decaindo para 97,34 U/mL nas 24 

h seguintes (Tabela 30). 
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Tabela 30 - Atividade de xilanase de Trichoderma viride em MFT 

adicionado de sorbitol 1%, pH 5,0, a 25ºC, inóculo 1 x 107 esporos/ mL, 

em diferentes períodos de incubação. 

Incubação (horas) Atividade de xilanase 
 

 U/mL U/30mL Produtividade 
U/mL/hora 

0 0 0 0 

24 0,6 18,0 0,7 

48 9,2 276,0 5,7 

72 65,9 1977,0 27,4 

96 112,2        3366,0 35,0 

120 135,6  4068,0 33,9 

144 139,8        4194,0 29,1 

168 97,5  2925,0 17,4 

 

  

Tais resultados estão de acordo com diversos outros estudos, nos quais o tempo 

de cultivo foi um fator determinante, pois a produção atinge o máximo de forma 

relativamente gradativa e decai de forma brusca. Dos Reis et al. (2003) obtiveram a 

produção máxima de 220 U/mL de xilanase com A. nidulans em farelo de milho, por 6 

dias. Shah; Madamwar (2005), com Aspergillus foetidus, tiveram atividade máxima no 

quarto dia (80,5 U/mL), observando também um decréscimo no sexto dia. Aspergillus 

terreus (GHANEM et al., 2000) mostrou atividade máxima (22,0 U/mL) no quarto dia 

de cultivo e após este período, foi observado decréscimo na produção enzimática. 

Outras enzimas também mostram melhor atividade em tempos semelhantes, como 

pectinase e celulase, produzidas por fungos quando cultivados em SSF 

(DESGRANGES; DURAND, 1990). O tempo ótimo de cultivo varia, mas a maioria dos 

trabalhos com produção de xilanase por este gênero, reporta dados semelhantes. 

O tempo ótimo de produção para Sater; Said (2001) com Trichoderma 

harzianum, foi no 8º dia; Seyis; Aksoz (2005 a-b) obtiveram com Trichoderma 



 104

harzianum, atividade máxima em 7°dia e segundo Chen et al. (1997) com Trichoderma 

longibrachiatum, o tempo foi de 5 dias.  

Outros tempos são relatados para outros fungos na produção de xilanase. A 

atividade máxima encontrada por Qinnghe et al., (2004) com Pleurotus ostreatus foi em 

156 horas (seis dias e meio) de cultivo; Shah; Madamwar (2005) obtiveram produção 

máxima com Aspergillus foetidus no 4° dia, Ghanem et al. (2000) no 4° dia houve 

melhor atividade por Aspergillus terreus, tendo após deste tempo declínio na produção.  

 

4.4.3 - Efeito da concentração do inóculo 

 

Diferentes concentrações de inóculo foram também estudadas nos cultivos de A. 

japonicus e T. viride e os resultados encontrados estão representados nas tabelas 31 e 

32. 

 

Tabela 31 - Atividade de xilanase de Aspergillus japonicus em MFT, 

pH 5,0, por 120 h, a 25ºC, com diferentes concentrações de esporos. 

Inóculo Atividade da xilanase 

  

U/mL 

 

U/30 mL 

Produtividade 

U/mL/hora 

U/ mg 

proteína 

2 x 106 78,2 2346,0 19,5 19,9 

1 x 107 177,9 5337,0 44,5 40,2 

2 x 107 143,9 4317,0 35,9 39,7 

4 x 107 122,6 3678,0 30,6 28,6 
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Tabela 32 - Atividade de xilanase de Trichoderma viride em MFT 

adicionado de sorbitol 1% , pH 5,0, por 144 h, a 25ºC, com diferentes 

concentrações de esporos. 

Inóculo Atividade da xilanase 

 U/mL U/30 mL Produtividade 

U/mL/hora 

U/ mg 

proteína 

2 x 106 234,5 7035,0 48,8 21,3 

1 x 107 220,8 6624,0 46,0 17,9 

2 x 107 213,9 6417,0 44,5 21,8 

4 x 107 93,5 2805,0 19,5 14,6 

 

Neste presente estudo, os cultivos de A. japonicus com inóculo na concentração 

1 x 107 esporos/mL, contribuíram para a máxima atividade da xilanase (177,9 U/mL), 

observando um decréscimo da atividade quando a concentração de esporos foi 

diminuída ou aumentada (Tabela 31). A melhor atividade e xilanase por T. viride 

ocorreu com inóculo na concentração de 2 x 106 esporos/mL (234,5 U/mL) (Tabela 32), 

sendo que em concentrações superiores de esporos ocorreu uma drástica queda na 

atividade enzimática.  

Segundo Sikyta (1983), a concentração de esporos no cultivo de fungos para 

produção de enzimas deve ser suficientemente grande para colonizar todas as partículas 

do substrato. Entretanto, uma concentração de esporos muito baixa leva a uma menor 

produção de micélio e com isto uma menor eficiência na assimilação das fontes de 

carbono e nitrogênio (MEYRATH; MACINTOSH, 1963). Por outro lado quando a 

concentração de esporos é muito alta pode segundo Brown et al. (1978), ocorrer uma 

diminuição na velocidade específica do consumo de oxigênio. Em ambos os casos o 

metabolismo do fungo é afetado e com isto a atividade enzimática. 

De modo geral, a concentração ótima de esporos para inóculo situa-se entre 106 a 

107 esporos/mL, sendo que fora deste intervalo ocorre em decréscimo da atividade da 

xilanase (QINNGHE et al., 2004).  

Seyis; Aksoz (2004) com Trichoderma sp e Gawande; Kamat (2000) com 

Aspergillus sp, observaram melhor atividade da xilanase com inóculos de 1,5 x 10 6 



 106

esporos/mL e 1 x 106 esporos/mL, respectivamente. Kuhad et al (1998), verificaram 

atividade máxima da xilanase por Fusarium oxysporum com inóculo de 1 x 107 

esporos/mL, sendo que o inóculo com 2 x 107 de esporos possibilitou a mesma atividade 

e aquele contendo maiores concentrações acarretou decréscimo da atividade.  
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5 - CONCLUSÕES 

 

o A biodiversidade, quantidade e a atividade metabólica de fungos em solo de área 

de caatinga são maiores nos períodos secos do ano. 

o O método de triagem de fungos produtores de xilanase em cultivos contendo 

xilano, como única fonte de carbono, demonstrou ser válido uma vez que os resultados 

foram condizentes aos apresentados pelo método quantitativo e geraram diminuição de 

tempo e custos no processo. 

o A utilização do Sistema Turbidimétrico Automatizado - Bioscreen C foi valioso 

na avaliação da melhor fonte de carbono para crescimento de fungos filamentosos, 

representando uma diminuição de custos e tempo gastos neste processo. 

o A melhor fonte de carbono para produção de biomassa de fungos filamentosos 

nem sempre se apresenta como a melhor para indução da atividade de xilanase. 

o A adição de outras fontes de carbono ao substrato utilizado pode induzir ou 

reprimir a atividade de xilanase.  

o A fonte de carbono que induz a atividade de xilanase de um fungo pode não ser 

a mesma para outro fungo. 
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o Os cultivos efetuados em SSF com MFT demonstraram resultados superiores 

aos efetuados com MFS e em meio líquido de Voguel (suplementado de outras fontes 

de carbono).  

o A atividade xilanolítica dos fungos filamentosos é afetada pela temperatura, 

concentração do inóculo e tempo de incubação dos cultivos. 

o As melhores condições de cultivo para A. japonicus (177,9 U/mL) foram em 

cultivos efetuados em MFT, a 25oC, por 120 horas, pH 5,0, com inóculo de 1 x 107 

esporos/mL 

o As melhores condições de cultivo para T. viride (234,5 U/mL) se deram em 

cultivo em MFT adicionado de sorbitol 1%, a 25oC, por 144 horas, pH 5,0, com inóculo 

de 2 x 106 esporos/mL. 

o Mais estudos são necessários visando a otimização de xilanase por fungos 

filamentosos, principalmente quanto ao substrato, tipo e concentração de fonte de 

carbono e nitrogênio utilizada, assim como o tamanho das partículas do substrato sólido 

e a idade da cultura utilizada na preparação do inoculo e a sua concentração. 
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