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RESUMO

As xilanases sdo enzimas hidroliticas de grande interesse biotecnoldgico devido a sua capacidade de degradar
o xilano, principal componente da hemicelulose presente na biomassa lignocelulésica, apresentando ampla
aplicagdo nas industrias de papel e celulose, alimentos, ragdes, téxtil e producéo de biocombustiveis. Entre os
microrganismos produtores dessas enzimas, fungos do género Aspergillus destacam-se pela elevada
capacidade de secrecdo de proteinas extracelulares e adaptacdo a diferentes substratos. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi produzir xilanases por Aspergillus aculeatus URM4653 em fermentagdo submersa
utilizando bagago de cana-de-aglcar e farelo de trigo como fontes de carbono, bem como caracterizar
parcialmente a enzima produzida. A fermentacdo foi conduzida em frascos Erlenmeyer contendo solugéo
nutritiva suplementada com 2% (p/v) dos substratos, incubados a 30 °C e 100 rpm por 72 horas. A atividade
xilanolitica foi determinada pelo método do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), enquanto as proteinas totais
foram quantificadas pelo método de Bradford. Também foram avaliados o efeito do pH sobre a atividade
enzimatica e os parametros cinéticos aparentes por regressdo nao linear da equacdo de Michaelis-Menten. O
bagaco de cana-de-agtcar apresentou maior atividade xilanolitica (1,396 U mL™), valor 4,8 vezes superior ao
obtido com farelo de trigo (0,290 U mL™"). O extrato enzimatico produzido nesse substrato também apresentou
maior concentragdo de proteinas totais (0,124 mg mL™) e atividade especifica (11,29 U mg ). A xilanase
apresentou atividade méaxima em pH 5,3, mantendo aproximadamente 50% da atividade entre pH 6,0 e 7,0. Os
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parametros cinéticos aparentes foram Km de 4,89 + 0,74 mg mL™' ¢ Vmax de 13,53 = 0,57 U mL"', indicando
moderada afinidade da enzima pelo substrato. Os resultados demonstram que o bagaco de cana-de-agUcar
constitui uma fonte de carbono eficiente para a producdo de xilanases por A. aculeatus em fermentacdo
submersa, evidenciando o potencial de aproveitamento desse residuo agroindustrial para obtencdo de enzimas
de interesse biotecnoldgico e contribuindo para o desenvolvimento de processos mais sustentaveis e
economicamente viaveis.

Palavras-Chave: Fungo, atividade xilanolitica, bagaco de cana-de-agucar, residuos lignocelul6sicos.

RESUMEN

Las xilanasas son enzimas hidroliticas de gran interés biotecnoldgico debido a su capacidad para degradar el
xilano, principal componente de la hemicelulosa presente en la biomasa lignocelulésica, con amplias
aplicaciones en las industrias del papel y la celulosa, alimentos, piensos, textil y produccién de
biocombustibles. Entre los microorganismos productores de estas enzimas, los hongos del género Aspergillus
se destacan por su elevada capacidad de secrecion de proteinas extracelulares y su adaptacion a diferentes
sustratos. En este contexto, el objetivo de este trabajo fue producir xilanasas mediante Aspergillus aculeatus
URM4653 en fermentacion sumergida utilizando bagazo de cafia de azlcar y salvado de trigo como fuentes
de carbono, asi como caracterizar parcialmente la enzima producida. La fermentacion se llevo a cabo en
matraces Erlenmeyer que contenian una solucion nutritiva suplementada con un 2% (p/v) de los sustratos,
incubados a 30 °C y 100 rpm durante 72 horas. La actividad xilanolitica se determind mediante el método del
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), mientras que las proteinas totales se cuantificaron por el método de Bradford.
También se evaluo el efecto del pH sobre la actividad enzimatica y los parametros cinéticos aparentes mediante
regresion no lineal de la ecuacién de Michaelis-Menten. El bagazo de cafia de azlcar presentd la mayor
actividad xilanolitica (1,396 U mL™), siendo 4,8 veces superior a la obtenida con salvado de trigo (0,290 U
mL™). El extracto enzimatico obtenido con este sustrato también presenté mayor concentracion de proteinas
totales (0,124 mg mL™") y mayor actividad especifica (11,29 U mg ). La xilanasa presento actividad maxima
a pH 5,3, manteniendo aproximadamente el 50% de su actividad entre pH 6,0 y 7,0. Los parametros cinéticos
aparentes fueron un Km de 4,89 + 0,74 mg mL™' y una Vmax de 13,53 £ 0,57 U mL™, lo que indica una
afinidad moderada de la enzima por el sustrato. Los resultados demuestran que el bagazo de cafia de azlcar
constituye una fuente de carbono eficiente para la produccion de xilanasas por A. aculeatus en fermentacion
sumergida, evidenciando el potencial de aprovechamiento de este residuo agroindustrial para la obtencion de
enzimas de interés biotecnoldgico y contribuyendo al desarrollo de procesos mas sostenibles y
econdmicamente viables.

Palabras Clave: Hongo, actividad xilanolitica, bagazo de cafia de azUcar, residuos lignoceluldsicos .

ABSTRACT

Xylanases are hydrolytic enzymes of great biotechnological interest due to their ability to degrade xylan, the
main component of hemicellulose present in lignocellulosic biomass, with broad applications in the pulp and
paper, food, feed, textile, and biofuel industries. Among xylanase-producing microorganisms, fungi of the
genus Aspergillus stand out because of their high capacity for extracellular protein secretion and their ability
to adapt to different substrates. In this context, this study aimed to produce xylanases using Aspergillus
aculeatus URM4653 under submerged fermentation with sugarcane bagasse and wheat bran as carbon sources,
as well as to partially characterize the enzyme produced. Fermentation was carried out in Erlenmeyer flasks
containing a nutrient solution supplemented with 2% (w/v) of each substrate and incubated at 30 °C and 100
rpm for 72 h. Xylanase activity was determined using the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method, while total
protein concentration was measured by the Bradford assay. The effect of pH on enzyme activity and the
apparent Kinetic parameters were also evaluated by nonlinear regression using the Michaelis—Menten equation.
Sugarcane bagasse exhibited the highest xylanolytic activity (1.396 U mL™"), which was 4.8-fold higher than
that obtained with wheat bran (0.290 U mL™). The crude enzymatic extract produced with sugarcane bagasse
also showed the highest total protein concentration (0.124 mg mL™) and specific activity (11.29 U mg ™). The
xylanase displayed maximum activity at pH 5.3 and retained approximately 50% of its maximum activity
between pH 6.0 and 7.0. The apparent kinetic parameters were Km of 4.89 + 0.74 mg mL ' and Vmax of 13.53
+ 0.57 U mL™, indicating a moderate affinity of the enzyme for the substrate. These results demonstrate that
sugarcane bagasse is an efficient carbon source for xylanase production by A. aculeatus under submerged
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fermentation, highlighting the potential use of this agro-industrial residue for the production of
biotechnologically relevant enzymes and contributing to the development of more sustainable and
economically viable bioprocesses.

Keywords: Fungus, xylanolytic activity, sugarcane bagasse, lignocellulosic residues.

INTRODUCAO

Enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores biologicos, acelerando rea¢fes quimicas
por meio da reducédo da energia de ativacdo, sem alterar o equilibrio da reacdo. Devido a sua elevada
especificidade catalitica e eficiéncia, desempenham papel fundamental em diversos processos
industriais, incluindo o processamento de alimentos, a producdo de biocombustiveis, a industria
farmacéutica e o desenvolvimento de biopesticidas (Gianfreda et al., 1995; Verma et al., 2024;
Wahab et al., 2025). Dentre essas enzimas, destacam-se as xilanases, que apresentam ampla aplicacao
biotecnoldgica devido a sua capacidade de hidrolisar a hemicelulose, um dos principais componentes
da biomassa lignocelulésica.

O xilano é polissacarideo predominante da fragdo hemicelulésica da biomassa vegetal e
representa uma parcela significativa do carbono organico renovavel disponivel na biosfera. Sua
degradacdo ocorre pela acdo coordenada das xilanases, enzimas que catalisam a despolimerizacdo
desse heteropolissacarideo em oligossacarideos e agucares simples, 0s quais sdo utilizados por
bactérias e fungos como importante fonte de carbono e energia (Prade et al., 1996). A hidrolise do
xilano é realizada por um complexo enzimatico, sendo as principais enzimas envolvidas a endo-1,4-
B-xilanase e a B-xilosidase. As xilanases sdo enzimas hidroliticas responsaveis pela clivagem das
ligagdes B-1,4-xilosidicas presentes na cadeia principal do xilano, promovendo sua conversdao em
xilooligossacarideos e xilose. Essas enzimas apresentam ampla aplicacdo em setores industriais,
como papel e celulose, producdo de biocombustiveis, alimentos, racdes e téxtil (Kumar et al., 2018;
Wang et al., 2023). Essas enzimas podem ser produzidas por diversos organismos, incluindo fungos,
bactérias, leveduras, algas marinhas, protozoarios, moluscos, crustaceos, insetos e sementes de
plantas. Entretanto, os fungos filamentosos constituem a principal fonte comercial de xilanases
devido a sua elevada capacidade de producéo e secrecdo dessas enzimas (Polizeli et al., 2005).

Dentre os diversos microrganismos capazes de sintetizar e secretar xilanases para 0 meio
extracelular, destacam-se os fungos filamentosos do género Aspergillus, reconhecidos por sua
elevada eficiéncia na producéo e secrecdo dessas enzimas, responsaveis pela degradacéo do xilano
(Ncube et al., 2012, Miau et al., 2015). Estudos recentes demonstram o potencial de espécies como
Aspergillus tamarii, Aspergillus tubingensis, Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus na produgéo
de xilanases com caracteristicas promissoras para aplica¢des industriais (Costa et al., 2025;
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Vinuthana et al., 2026; Wang et al., 2026; Hashem et al., 2022).

Nesse contexto, a fermentacdo submersa destaca-se como uma das principais estratégias para
a producdo dessas enzimas. O processo consiste no cultivo de microrganismos em meio liquido
contendo os nutrientes necessarios ao crescimento celular e a producdo de metabdlitos, como
enzimas, permitindo o controle de parametros como temperatura, pH, aeragéo e agitacdo (Pandey et
al., 2023). A fermentacdo submersa (FS) é amplamente empregada na produgdo de enzimas de
interesse industrial, incluindo as xilanases produzidas por fungos filamentosos do género Aspergillus
(Subramaniyan et al., 2002). Apesar dos avancos obtidos na producéo e caracterizacao de Xilanases
microbianas, ainda sdo necessarios estudos voltados a prospeccdo de novos microrganismos, ao
aproveitamento de residuos lignoceluldsicos como substratos de baixo custo e a obtencdo de enzimas
com propriedades adequadas para aplicac@es industriais (Hashem et al., 2022; Costa et al., 2025;
Vinuthana et al., 2026).

Diante disso, 0 objetivo desta pesquisa foi produzir xilanases por Aspergillus aculeatus
URM4653 em fermentacdo submersa, utilizando bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo como

fontes de carbono, visando a aplicacdo em processos biotecnoldgicos.

FUNDAMENTACAO TEORICA

Enzimas lignoceluloliticas

As enzimas lignoceluloliticas tém despertado interesse cientifico, econémico e industrial
devido ao seu potencial de aplicacdo na producdo de biocombustiveis, bioprodutos e outros
compostos de alto valor agregado. Essas enzimas atuam na degradacao dos principais componentes
da biomassa vegetal, considerada uma fonte renovavel e abundante de carbono (Nargotra et al., 2023).

Os principais grupos de enzimas lignoceluloliticas sdo as celulases, responsaveis pela
degradacdo da celulose; as hemicelulases, que atuam na hidrolise da hemicelulose; e as ligninases,
que promovem a despolimerizacéo da lignina, facilitando o acesso enzimatico aos polissacarideos
estruturais da biomassa. Entre as hemicelulases, destacam-se as xilanases (EC 3.2.1.8), enzimas que
catalisam a hidrolise das ligagdes [-1,4-Xilosidicas da xilana, principal polissacarideo da
hemicelulose e um dos principais constituintes da parede celular vegetal (Yu et al., 2019; Pavlova et
al., 2026). A acdo dessas enzimas promove a degradacdo da xilana, liberando xilooligossacarideos e
xilose, aumentando a acessibilidade da celulose as celulases e favorecendo a converséo da biomassa
lignocelulosica em agUcares fermentesciveis.

Devido a essas caracteristicas, as xilanases apresentam ampla aplicacdo industrial, sendo
empregadas nos setores de papel e celulose para o branqueamento de polpas, na industria de alimentos

e racOes para melhorar a digestibilidade, na industria téxtil, na producéo de xilooligossacarideos com
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propriedades prebidticas e na obtencdo de biocombustiveis de segunda geracdo (Wang et al., 2023;
Pavlova et al., 2026). Sua utilizagdo contribui para a reducdo do consumo de compostos quimicos
agressivos, tornando os processos industriais mais sustentaveis e com menor impacto ambiental
(Gupta; Verma, 2022; Dahiya; Rapoport; Singh, 2024). Sua utilizacdo contribui para a reducédo do
consumo de compostos quimicos agressivos, tornando o0s processos industriais mais sustentaveis e
com menor impacto ambiental (Gupta; Verma, 2022; Dahiya; Rapoport; Singh, 2024). Além disso,
0s avangos da biotecnologia tém possibilitado o desenvolvimento de Xxilanases com maior
termoestabilidade, ampla faixa de atuacdo em diferentes valores de pH e elevada resisténcia as
condigdes operacionais dos processos industriais, ampliando sua eficiéncia e potencial de aplicacéo
em diferentes segmentos industriais (Ariaeenejad et al., 2023; Singh et al., 2024).

Fungos filamentosos como produtores de xilanases

Os fungos filamentosos sdo um grupo de organismos eucariéticos que atuam principalmente
na degradacdo de matéria organica e na ciclagem de nutrientes. Tem ganhado relevancia ndo so pelo
seu papel ecoldgico, como também pelo seu destaque na biotecnologia pela capacidade de produzir
enzimas extracelulares, acidos organicos, metabdlitos secundarios e proteinas para a industria (Meyer
et al., 2020; Baker, 2020; Fting et al., 2021; Mattam; Chaudhari; Velankar, 2022).

Os fungos filamentosos destacam-se como o0s principais produtores de xilanases
extracelulares, sobressaindo-se os géneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium. As condicOes de
cultivo influenciam diretamente nessa producdo, fatores como o pH, temperatura, composi¢do do
meio e a fonte de carbono sdo fundamentais para a producdo. Os residuos lignocelulésicos mais
utilizados como substrato sdo o0 bagaco de cana, farelo de trigo e palha de milho, por serem residuos
agricolas de baixo custo para a producdo enzimatica (Singhania et al., 2020; Khanahmadi et al., 2021;
Huang; Wang; Liu, 2024).

Dentre os fungos filamentosos, o género Aspergillus destaca-se como um dos mais
promissores para a producao de xilanases, em razao de sua elevada capacidade de secrecdo de enzimas
extracelulares e de sua ampla versatilidade metabdlica (Costa et al., 2025).

Esse género encontra-se amplamente distribuido no ambiente, podendo ser encontrado no
solo, alimentos, substratos organicos e residuos vegetais. Diversas espécies de Aspergillus foram
estudadas e destacadas como produtoras de enzimas lignoceluloliticas, sendo os principais 0
Aspergillus aculeatus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
terreus, Aspergillus tubingensis e Aspergillus flavus. Esse género possui como principais
caracteristicas para destaque biotecnoldgico, elevada capacidade de crescimento, versatilidade

metabolica, facilidade de cultivo e adaptabilidade a diferentes condi¢cdes ambientais (Cairns et al.,
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2021; Meghwal; Goswami, 2021; Ferndndez-Gonzélez et al., 2022; Kumar et al., 2023).

O Aspergillus é considerado como uma das principais fontes de microrganismos para obtencéo
de xilanes a nivel industrial, sendo uma das principais alternativas para a obtencdo de um processo
biotecnologico econdmico e sustentavel (Gupta; Verma, 2022; SINGH et al., 2024; Dahiya;
Rapoport; Singh, 2024; Muthukumaran et al., 2024).

Producao de xilanases por processos fermentativos

A producdo microbiana de xilanases pode ser realizada por fermentacdo submersa (FS) ou
fermentagdo em estado s6lido (FES). A FS caracteriza-se pelo cultivo dos microrganismos em meio
liquido contendo nutrientes dissolvidos, permitindo maior controle operacional de pardmetros como
pH, temperatura, oxigenacdo e concentracdo de nutrientes. Essas caracteristicas favorecem a
reprodutibilidade do processo, a transferéncia de massa e a aplicacdo em biorreatores industriais,
tornando a FS uma das principais estratégias empregadas para producao comercial de enzimas (Motta;
Andrade; Santana, 2013; Abena et al., 2024).

Embora a FS frequentemente apresente elevadas produtividades enzimaticas e utilize residuos
solidos diretamente como substrato, a FS oferece vantagens relacionadas ao monitoramento do
cultivo, escalonamento industrial e recuperagéo do produto, sendo amplamente utilizada na producéo
de enzimas flngicas de interesse biotecnolégico. Além disso, residuos lignoceluldsicos podem ser
incorporados ao meio liquido na forma de particulas, hidrolisados ou extratos, atuando
simultaneamente como fonte de carbono e indutores da biossintese enzimatica (Knob et al., 2010;
Abena et al., 2024).

Os fungos do género Aspergillus destacam-se entre os principais produtores de xilanases em
sistemas submersos devido a elevada capacidade de secrecdo extracelular de proteinas e a adaptacéo
a diferentes fontes de carbono. Estudos recentes demonstram o potencial da espécie Aspergillus para
producdo de xilanases em FS utilizando substratos lignocelulésicos de baixo custo. Costa et al.
(2025), por exemplo, demonstraram a bioconversdo eficiente de farelo de trigo em xilanases por
Aspergillus tamarii URM3266 em FS, destacando o potencial desse residuo como indutor natural da
producdo enzimatica. Da mesma forma, estudos com Aspergillus niger evidenciam que o farelo de
trigo promove maiores atividades xilanoliticas quando comparado a outras fontes de carbono, devido
ao elevado teor de arabinoxilanas presentes em sua composi¢&o.

Entre os residuos agroindustriais mais empregados na producgdo de xilanases destacam-se o
farelo de trigo e o bagaco de cana-de-aclcar. O farelo de trigo apresenta elevada concentracdo de

hemicelulose, especialmente arabinoxilanas, que atuam como indutores da expressdo de genes
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relacionados a producdo de xilanases. J& o bagago de cana-de-agUcar constitui um dos residuos
lignocelul6sicos mais abundantes em paises produtores de agucar e etanol, apresentando significativa
fracdo de hemicelulose passivel de aproveitamento biotecnoldgico. Além do baixo custo e ampla
disponibilidade, esses materiais contribuem para a reducdo dos custos do meio de cultivo e para a
valorizacédo de residuos agroindustriais, alinhando a produgdo enzimatica aos principios da economia
circular e da bioeconomia sustentavel (Van Craeyveld et al., 2010; Yadav et al., 2022; Sosa-Martinez
etal., 2023).

A utilizacdo de residuos lignocelulésicos como fonte de carbono para Aspergillus em FS
representa uma alternativa promissora para obtencdo de xilanases de interesse industrial. Essa
estratégia associa a valorizacdo de residuos abundantes a produgdo de bioprodutos de alto valor
agregado, contribuindo para o desenvolvimento de processos biotecnolégicos mais sustentaveis e

economicamente viaveis.

METODOLOGIA
Obtencéo do Microrganismo
O fungo Aspergillus aculeatus URM4953 foi obtido da colecdo de cultura da Universidade
Federal de Pernambuco. O microrganismo foi reativado em solugéo nutritiva (10g de peptona, 3g de
extrato de carne e 20g de glicose para 100 mL de &gua destilada) e colocado em frasco Erlenmeyer
de 125 mL contendo meio Czapek (Klich, 2002), esterilizado (121°C/20 min) e incubados a 30°C por

7 dias em estufa microbioldgica.

Selecdo do meio de cultura para fermentacéo

Foram avaliados dois residuos lignocelul6sicos como fontes de carbono para a producéo de
xilanases por Aspergillus aculeatus URM4953 em FS: farelo de trigo e bagaco de cana-de-agucar. O
farelo de trigo foi adquirido no comércio local da cidade de Recife, Pernambuco, Brasil, enquanto o
bagaco de cana-de-agUcar foi obtido de uma industria sucroalcooleira localizada em Vitdria de Santo
Antdo, Pernambuco, Brasil. A selecdo teve como objetivo identificar o substrato mais adequado para

a producgdo enzimaética.

Producao de enzimas por FS

O experimento foi realizado em duplicata, utilizando frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
1,25 g de cada fonte de carbono, aos quais foram adicionados 50 mL de solug&o nutritiva previamente
esterilizada. Para a obtencgéo do indculo, adicionou-se 5 mL de solucéo salina estéril contendo Tween

80 (0,01%) sobre a superficie de uma cultura prévia do microrganismo, apos 7 dias de cultivo. Uma
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aliquota de 10 pL desta suspensdo foi transferida para uma cdmara de Neubauer para a contagem e
padronizacdo dos esporos. Posteriormente, cada frasco contendo o meio de fermentacao foi inoculado
com 0,78 mL da suspensdo de esporos na concentracio de 108 esporos/mL. O material foi incubado
em agitador orbital a 30 °C e 100 rpm por 72 horas. Ao término da fermentacao, o meio foi filtrado
em gaze estéril e o filtrado obtido foi centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante
resultante foi coletado e utilizado como extrato enziméatico bruto. Todos 0s experimentos
subsequentes foram realizados em duplicata, e os dados sdo apresentados como média de desvio
padréo.

Atividade xilanolitica

Para determinar a atividade enzimatica foi utilizado o método do &cido 3,5 dinitrosalicilico
(DNS) para agUcares redutores (Bailey et al., 1992) utilizando xilana 1% (m/v) preparada em tampéo
citrato pH 5,3 (0,1 M) como substrato. Foram adicionados, em tubos de ensaio, 450 uL da solugao de
substrato e 50 pL do extrato enzimatico. A mistura reacional foi incubada em banho-maria a 50 °C
por 5 minutos e, em seguida, 750 uL de reagente acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) foram adicionados
a cada tubo, que foi fervida por 5 minutos e resfriada em banho de gelo. As leituras de absorbancia
foram feitas em espectrofotdometro (UV/VIS) a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi

definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de equivalentes de xilose por minuto.

Determinacdo de proteinas totais e atividade especifica da xilanase

A quantificacdo de proteinas totais sollveis do extrato enzimatico bruto foi realizada pelo
método de Bradford (1976). O reagente de Bradford foi preparado pela dissolucdo de 100 mg de
Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%, seguida da adicdo de 100 mL de acido
fosforico 85% (H3PO4). Para a determinagdo proteica, 50 pL das amostras foram misturadas a 1,5
mL do reagente de Bradford em triplicata. Apos incubacdo de 5 minutos em temperatura ambiente e
sem contato com a luz, as leituras de absorbancia foram efetuadas em espectrofotdmetro a 595 nm.
A curva de calibragéo foi construida utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. A
concentracédo de proteinas totais foi calculada a partir da equacdo da reta obtida por regresséo linear
da curva de calibracdo (R2 > 0,99). A atividade especifica da xilanase foi determinada pela razdo
entre a atividade enzimatica (U mL™) e a concentragdo de proteinas totais (mg mL™"), sendo expressa

em unidades de atividade por miligrama de proteina (U mg ).

Efeito do pH
O efeito do pH sobre a atividade xilanolitica foi avaliado utilizando o extrato enzimatico

obtido a partir da FS do bagaco de cana-de-agucar, uma vez que este substrato apresentou a maior
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atividade de xilanase nos ensaios de selecdo da fonte de carbono.

O efeito do pH sobre a atividade foi avaliado na faixa de pH de 2,0 a 9,0, utilizando diferentes
tampdes. Adicionalmente, foi incluido o ensaio em pH 5,3, por corresponder a faixa em que a enzima
apresentou maior atividade, permitindo a determinacdo do pH 6timo.

Para os ensaios conduzidos entre pH 2,0 e 6,0, foi utilizado o tampao citrato de sodio 0,1 M;
entre pH 6,0 e 8,0, tampéo fosfato de sédio 0,1 M; e entre pH 8,0 e 9,0, tampé&o Tris-HCI 0,1 M. A

atividade xilanolitica foi determinada conforme descrito anteriormente.

Parémetros cinéticos

Para a determinacdo dos parametros cinéticos Michaelis-Menten (Km) e da velocidade
méaxima de reacdo (Vmax), a atividade enzimatica foi avaliada sob diferentes concentracdes de
substrato (1-25 mg/mL). Os parametros cinéticos da equacdo de Michaelis-Menten, incluindo Km e
Vmax, foram estimados por ajuste ndo linear dos dados experimentais utilizando o software
OriginPro® 2021 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados como fonte de carbono o bagaco de cana-de-acglcar e o farelo de trigo para
a producgéo de xilanases por Aspergillus aculeatus URM4653 em FS. O objetivo foi identificar a
fonte de carbono mais promissora para a indugdo da producdo de enzimas xilanoliticas (Figura 01).

Figura 01: Substrato de cana de acucar e farelo de trigo (A) e determinacdo da atividade xilanolitica. Seta

indicando o controle negativo (B).

o

O bagaco de cana-de-agucar obteve maior atividade xilanolitica (1,396 U mL™), sendo 4,8
vezes superior ao farelo de trigo (0,290 U mL™"), mostrando seu potencial como indutor na produgao

de xilanases por Aspergillus aculeatus URM4653. O resultado pode estar relacionado a composigdo
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de fibras (hemicelulose) do residuo. Santos et al. (2026), ao caracterizarem o mesmo bagaco de cana-
de-agUcar utilizado neste estudo, determinaram teor de hemicelulose de 21,01%, indicando elevada
disponibilidade de xilana, principal indutora da producéo de enzimas hemiceluloliticas. Alem de
atuar como um eficiente indutor da producdo de xilanases, a elevada concentracdo de celulose e
hemicelulose torna o bagago de cana-de-agUcar uma matéria-prima promissora para biorrefinarias,
favorecendo a obtencgdo de agucares fermentesciveis, biocombustiveis de segunda geragdo e outros
bioprodutos de alto valor agregado (Abdel-Hafeez et al., 2026). No mesmo estudo, os autores
relataram atividade xilanolitica de 16,76+0,01 U mL™ para Aspergillus japonicus URM5242, valor
superior ao observado para A. aculeatus URM4653 no estudo. Resultados similares foram reportados
por Monclaro et al. (2022), que obtiveram atividade xilanolitica de 1,95 U mL™" utilizando bagaco de
cana-de-aglcar como substrato para o cultivo de Aspergillus tamarii em FS. Os valores obtidos nos
dois estudos reforcam o potencial do bagaco de cana-de-agucar como fonte de carbono e indutor da
producdo de xilanases por espécies do género Aspergillus. Em contraste, Costa et al. (2025)
observaram que o farelo de trigo foi a fonte de carbono mais eficiente para a producéo de xilanases
por Aspergillus tamarii URM3266 em FS, quando comparado com outros residuos agroindustriais,
como o bagaco de cana-de-agUcar. Apesar disso, os resultados obtidos no estudo demonstram que o
bagaco de cana-de-acucar é uma fonte de carbono promissora para a producdo de xilanases com
potencial de aplicacdo biotecnoldgica e ambiental. Além disso, trata-se de um residuo abundante,
gerado em grandes quantidades pelas usinas sucroalcooleiras e de baixo custo, caracteristicas que
favorecem sua utilizacdo como substrato em processos industriais.

O teor de proteinas totais e a atividade especifica do extrato enzimatico bruto também foram
influenciados pela fonte de carbono utilizada. O extrato obtido a partir do bagaco de cana-de-agucar
apresentou maior concentracdo de proteinas totais (0,124 mg mL™') e maior atividade especifica
(11,29 U mg ') em comparagdo ao farelo de trigo (0,062 mg mL! e 4,64 U mg !, respectivamente).
Esses resultados indicam que o bagago de cana favoreceu ndo apenas a secre¢do de proteinas
extracelulares, mas também a producdo de um extrato com maior eficiéncia catalitica. Izidoro et al.
(2014) também observaram que a atividade especifica da xilanase produzida por Aspergillus niger
variou em funcgdo da fonte de carbono e das condi¢des de cultivo, destacando que esse parametro
representa um indicador mais adequado da eficiéncia do processo enzimatico do que a determinacao

isolada da concentragédo de proteinas totais.

Efeito do pH sobre a atividade da xilanase
O efeito do pH sobre a atividade relativa da xilanase produzida por Aspergillus aculeatus
URMA4653 foi avaliado na faixa de pH de 3,0 a 9,0 (Figura 02).
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Figura 02: Atividade relativa da xilanase produzida por Aspergillus aculeatus URM4653 em diferentes
valores de pH (2,0-9,0)
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Fonte: Propria (2026).

A enzima apresentou atividade relativa maxima (100%) em pH 5,3, caracterizando esse valor
como o pH 6timo. Observou-se aumento gradual da atividade entre os valores de pH 3,0 e 5,3, seguido
de reducdo progressiva em valores de pH superiores. Apesar dessa reducdo, a xilanase manteve
aproximadamente 50% da atividade maxima em pH 6,0 e 7,0, indicando que a enzima ainda apresenta
atividade catalitica significativa em condigdes proximas a neutralidade. Em pH 8,0 e 9,0, a atividade
enzimatica diminuiu acentuadamente, evidenciando que valores mais elevados de pH comprometem
a eficiéncia catalitica da enzima. Esse comportamento pode ser atribuido as alteracdes no estado de
ionizacdo dos residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo, afetando a interacdo entre a enzima e
0 substrato (Vinuthana et al., 2026). Resultados similares foram obtidos por outros autores para

xilanases produzidas por fungos do género Aspergillus. Costa et al. (2025) também relataram pH
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6timo de 5,3 para uma xilanase produzida por Aspergillus tamarii, URM3266 enquanto Wang et al.
(2026) observaram atividade mé&xima em pH 5,0 para uma xilanase produzida por Aspergillus
tubingensis. Outros autores, destacaram que a maioria das xilanases fungicas apresenta pH 6timo na
faixa de 4,5 a 6,0 (Dhaver et al., 2022).

Determinacéo dos parametros cinéticos da xilanase produzida

Os parametros cinéticos aparentes Km e Vmax da xilanase produzida por Aspergillus
aculeatus URM 4653 em FS foram estimados por regressdo ndo linear da equacdo de Michaelis-
Menten. O modelo apresentou bom ajuste aos dados experimentais, com coeficiente de determinagéo
(R?) de 0,99 (Figura 03).

Figura 03. Curva de Michaelis-Menten da xilanase produzida por Aspergillus aculeatus URM 4653
utilizando xilana de bétula como substrato em diferentes concentracfes, empregada para determinacéo dos

parametros cinéticos Km e Vmax.
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Fonte: Prdpria (2026).

Os valores de Vmax aparente ¢ Km aparente foram de 13,53 = 0,57 U mL™" ¢ 4,89 = 0,74 mg
mL"!, respectivamente. Esses resultados indicam moderada afinidade da xilanase produzida por
Aspergillus aculeatus URM 4653 pela xilana. O valor de Km aparente foi semelhante ao relatado por
Costa et al. (2025) para a xilanase produzida por Aspergillus tamarii URM3266 cultivado em farelo

de trigo (5,08 mg mL™"). Valores de Km proximos também foram relatados por Hashem et al. (2022),
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que obtiveram 5,68 mg mL ™! para xilanases produzidas por Aspergillus flavus utilizando sabugo de
milho como substrato em fermentacdo. Em contrapartida, Wang et al. (2026) determinaram menor
valor de Km (2,59 + 0,17 mg mL™) para a enzima produzida por Aspergillus japonicus, indicando
maior afinidade da enzima pelo substrato em relagdo a observada no estudo. Diante disso, 0s
parametros cinéticos obtidos indicam o potencial da enzima produzida por Aspergillus aculeatus
URM4653 para aplicacGes biotecnoldgicas.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que Aspergillus aculeatus URMA4653 € capaz de produzir
xilanases em fermentacdo submersa utilizando residuos lignocelulésicos como fonte de carbono. O
bagaco de cana-de-acucar foi o substrato mais eficiente, promovendo maior atividade xilanolitica,
concentracdo de proteinas totais e atividade especifica quando comparado ao farelo de trigo. A enzima
apresentou atividade maxima em pH 5,3 e os pardmetros cinéticos indicaram moderada afinidade
pelo substrato. Assim, o bagaco de cana-de-agucar mostra-se uma alternativa promissora e de baixo
custo para a producdo de xilanases com potencial de aplicacdo em processos biotecnoldgicos e no

aproveitamento sustentavel de residuos agroindustriais.
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