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Resumo 
 

SANTOS, Jaqueline Pozzada. Imobilização de xilanase em fibras de álcool polivinílico 
pela técnica electrospinning e seu comportamento enzimático após reticulação com 
glutaraldeído. 2020, 79 p. Tese (Doutorado) – Programa de Pós-Graduação em Ciência e 
Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2020. 
 
A catálise enzimática é cada vez mais utilizada nas indústrias alimentícia, têxtil, 
farmacêutica e química. Isso porque as enzimas, operam sob temperatura e pressão 
moderadas, apresentam alta especificidade pelo substrato, representam a possibilidade de 
um processo ambientalmente amigável e não dependem de recursos fósseis. No entanto, 
para ampla aplicação da tecnologia enzimática na indústria, a manutenção da estabilidade 
estrutural das enzimas é extremamente relevante, e representa grande desafio do ponto de 
vista técnico-econômico. Além disso, o fator reutilização também configura importante 
obstáculo a ser superado. Diante disso, a imobilização enzimática surge como alternativa 
para superar os desafios apresentados, visto que essa técnica pode proporcionar a 
melhoria da estabilidade enzimática, além de permitir o reuso de enzimas. A enzima 
xilanase possui grande potencial de aplicação no setor industrial. Entretanto, a perda da 
estabilidade operacional e de armazenamento e a alta sensibilidade a oscilações de 
temperatura e pH inibem seu uso em vários processos industriais. Nesse sentido, o objetivo 
do estudo foi melhorar a estabilidade da xilanase através da imobilização em álcool 
polivinílico (PVA) pela técnica de electrospinning. Para isso, num primeiro momento, 
xilanase foi imobilizada com diferentes concentrações (0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0% e 2,5%) em 
fibras de PVA via electrospinning, o uso do encapsulante β-ciclodextrina (β-CD) foi 
considerado. A morfologia, a estrutura, e a estabilidade térmica das fibras foram 
investigadas por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), Espectroscopia de 
Infravermelho com Transformado de Fourier (FTIR), Difração de Raio-X (DRX) e 
Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC), além da atividade enzimática, capacidade de 
carregamento e estabilidade a diferentes temperaturas e pH. Fibras obtidas apresentaram 
superfície lisa com diâmetro médio entre 200 e 600 nm. A utilização da β-CD favoreceu a 
produção de fibras mais espessas. A atividade ótima da xilanase foi alterada de 60 para 70 
°C com a imobilização em PVA. Os resultados de FTIR indicaram que a enzima foi 
incorporada nas fibras. A maior eficiência de imobilização foi obtida com 0,5%, com 
atividade de 59,73 μM/min/mg de xilanase imobilizada. Com o objetivo de reduzir a 
solubilidade das fibras e proporcionar o reuso da enzima imobilizada, o estudo seguiu com 
a reticulação das fibras utilizando vapor de glutaraldeído. A reticulação foi realizada durante 
30, 60, 90 e 180 min. As fibras foram caracterizadas quanto a morfologia, grupos funcionais 
e análises termogravimétricas (TGA). A atividade enzimática foi estudada em diferentes 
tempos de armazenamento e ciclos de reutilização. Por fim, a capacidade da enzima de 
reduzir a turbidez de solução padrão de β-glucana também foi verificada. As fibras 
reticuladas apresentaram estruturas mais densas e compactadas. Houve melhorias nas 
propriedades térmicas, bem como na reciclagem e eficiência de armazenamento das fibras 
reticuladas, em comparação com fibras não reticuladas. A enzima livre e a imobilizada em 
fibras de PVA reticuladas por 180 min foram capazes de reduzir a turbidez da solução de 
β-glucana em um grau semelhante. 
 
Palavras-chave: electrospinning; atividade da xilanase; fibra de PVA; glutaraldeído



  

Abstract 
 

SANTOS, Jaqueline Pozzada. Immobilization of xylanase in polyvinyl alcohol fibers via 
electrospinning and enzymatic behavior after cross-linked by glutaraldehyde. 2020, 
79 p. Thesis (Doctoral Degree in Food Science and Technology) - Graduate Program in 
Food Science and Technology, Agronomy School Eliseu Maciel, Federal University of 
Pelotas, Pelotas, 2020. 
 
Enzymatic catalysis is increasingly used in the food, textile, pharmaceutical and chemical 
industries. This is because the enzymes, operate under moderate temperature and 
pressure, have high specificity for the substrate, represent the possibility of an 
environmentally friendly process and do not depend on fossil resources. However, for the 
wide application of enzyme technology in the industry, maintaining the structural stability of 
enzymes is extremely relevant, and represents a great challenge from a technical-economic 
point of view. In addition, the reuse factor is also an important obstacle to be overcome. 
Therefore, enzymatic immobilization appears as an alternative to overcome the challenges 
presented, since this technique can provide the improvement of enzymatic stability, in 
addition to allowing the reuse of enzymes. The xylanase enzyme has great potential for 
application in the industrial sector. However, the loss of operational and storage stability and 
the high sensitivity to fluctuations in temperature and pH's inhibit its use in various industrial 
processes. In this sense, the objective of the study was to improve the stability of xylanase 
through immobilization in polyvinyl alcohol (PVA) using the electrospinning technique. For 
this, at first, xylanase was immobilized with different concentrations (0.5%, 1.0%, 1.5%, 
2.0% and 2.5%) in PVA fibers via electrospinning, the use of the encapsulant β-cyclodextrin 
(β-CD) was considered. The morphology, structure, and thermal stability of the fibers were 
investigated by Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD) and Differential Scanning Calorimetry (DSC), 
in addition to enzymatic activity, loading capacity and stability at different temperatures and 
pH's. The obtained fibers had a smooth surface with an average diameter between 200 and 
600 nm. The use of β-CD favored the production of thicker fibers. The optimal xylanase 
activity was changed from 60 to 70 ° C with PVA immobilization. The FTIR results indicated 
that the enzyme was incorporated into the fibers. The highest immobilization efficiency was 
obtained with 0.5%, with an activity of 59.73 μM / min / mg of immobilized xylanase. With 
the objective of reducing the solubility of the fibers and providing the reuse of the immobilized 
enzyme, the study continued with the crosslinking of the fibers using glutaraldehyde steam. 
Cross-linking was carried out for 30, 60, 90 and 180 min. The fibers were characterized in 
terms of morphology, functional groups and thermogravimetric analysis (TGA). The 
enzymatic activity was studied at different storage times and reuse cycles. Finally, the ability 
of the enzyme to reduce the turbidity of the standard β-glucan solution was also verified. 
The crosslinked fibers showed denser and more compacted structures. There have been 
improvements in thermal properties, as well as in the recycling and storage efficiency of 
crosslinked fibers, compared to non-crosslinked fibers. The free enzyme and the 
immobilized in crosslinked PVA fibers for 180 min were able to reduce the turbidity of the β-
glucan solution to a similar degree. 
 
Keywords: electrospinning; xylanase activity; PVA fiber; glutaraldehyde
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1. Introdução  

 

A xilana é um homopolímero linear que contém monômeros de D-xilose ligados 

através de ligações β-1,4-glicosil, e é considerado a segunda biomassa renovável mais 

abundante encontrada na natureza, logo após a celulose (KUMAR et al., 2017, UDAY et 

al., 2016). A endo-1,4-xilanase (EC 3.2.1.8) é uma enzima hidrolítica que cliva xilana em 

pequenos fragmentos por hidrólise de ligações β-1,4-glicosídicas da molécula de xilana. As 

xilanases são enzimas amplamente utilizadas nas indústrias alimentícia, têxtil, farmacêutica 

e química (RAVEENDRAN et al., 2018). No entanto, apresentam algumas limitações como 

a falta de estabilidade em longo prazo e a difícil recuperação e reutilização o que leva à 

maiores custos operacionais (DICOSIMO et al., 2013). Essas limitações podem ser 

superadas pela imobilização de enzimas (SOUZA et al., 2017). 

A imobilização de enzimas pode ser considerada um tipo especializado de 

formulação enzimática. O papel dessa formulação é maximizar a estabilidade, tanto 

enzimática quanto física, de enzimas em uma forma que melhor se adapte à sua aplicação 

(BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). Os métodos mais utilizados para a 

imobilização de enzimas são o aprisionamento (em matriz polimérica ou encapsuladas), a 

ligação covalente ou cruzada e a adsorção física ou iônica (LIU; CHEN; SHI, 2018). Uma 

das tecnologias modernas na biocatálise é a imobilização enzimática utilizando a técnica 

de electrospinning (AGGARWAL; CHAKRAVARTY; IKRAM, 2020).  

A técnica  de electrospinning  é considerada um método simples, de fácil controle e 

economicamente viável na fabricação de nanomateriais (MOREIRA et al., 2020). O 

processo utiliza um jato eletricamente carregado de solução polimérica para a produção de 

fibras com escala nano, micro e submicro (MORENO-CORTEZ et al., 2015). Os polímeros 

utilizados para a imobilização enzimática podem proteger as enzimas contra a alta 

sensibilidade as condições ambientais, favorecendo a estabilidade de pH e temperatura e 

a estabilidade operacional (COWAN; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011).  

O potencial de muitos polímeros sintéticos e naturais tem sido investigado no 

desenvolvimento de produtos utilizando electrospinning. Entre eles, o álcool polivinílico 

(PVA) tem sido amplamente investigado devido as propriedades não-tóxicas, conveniência 

de processamento, boa estabilidade mecânica e térmica, alta biocompatibilidade e seu 

comportamento biodegradável (SAALLAH et al., 2016).  

https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/nanomaterials
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Apesar das vantagens atribuídas as fibras de PVA produzidas via electrospinning 

alguns problemas associados com esse material de suporte são relatados, tais como a alta 

solubilidade em meios aquosos e a limitada interação com a enzima em sua superfície 

interna (PIACENTINI; YAN; GIORNO, 2016). A este respeito, tem sido demonstrado 

interesse crescente na reticulação química em materiais nanofibrosos e o uso de auxiliares 

de imobilização enzimática como complexos utilizando ciclodextrinas (CANBOLAT; 

SAVAS; GULTEKIN, 2015; MORENO-CORTEZ et al., 2015) 

O glutaraldeído é o reticulador químicos mais utilizados na biocatálise, sendo capaz 

de reagir com a enzima e consigo mesmo (BARBOSA et al., 2014). As soluções de 

glutaraldeído são comumente utilizadas para reticular o PVA, retardando assim a 

dissolução em fluidos. O mecanismo de reticulação envolve a ligação química dos grupos 

hidroxila presentes no PVA com os grupos aldeído do glutaraldeído (SHAIKH et al., 2012).  

Estudos com amilases e outras classes de enzimas indicam que a imobilização 

proporciona liberação controlada da enzima, bem como a manutenção da atividade 

enzimática durante o armazenamento, proporcionando maior estabilidade operacional sob 

condições ambientais adversas (CANBOLAT; SAVAS; GULTEKIN, 2017). Pesquisas 

relacionadas a imobilização de xilanases foram realizadas considerando sua imobilização 

por métodos não covalentes, em polímeros insolúveis e solúveis (MADAKBAS et al., 2013), 

nanopartículas de óxido de grafeno superparamagnético (MEHNATI-NAJAFABADI; 

TAHERI-KAFRANI; BORDBAR, 2018), hidrogéis (DUMITRIU; CHORNET, 1997) ou 

espuma de poliuretano (HAAPALA et al., 1994) e em esferas de alginato (JAMPALA et al., 

2017), seguido de ativação usando reagentes funcionais. No entanto, de acordo com o 

nosso conhecimento, não há relatos disponíveis na literatura sobre o desempenho da 

xilanase imobilizada em fibras de PVA via electrospinning utilizando a capacidade de 

complexação com β-Ciclodextrinas (β-CD) e o comportamento enzimático após reticulação 

com vapor de glutaraldeído. 

 Nesse contexto, a imobilização de diferentes concentrações de xilanase em fibras 

de PVA, utilizando ou não β-CD, pela técnica de electrospinning e avaliação da estabilidade 

enzimática através da reticulação das fibras com glutaraldeído em fase de vapor, permite 

aprimorar as informações necessárias no meio cientifico que visa a aplicação da enzima no 

meio industrial. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Melhorar a estabilidade da xilanase através da imobilização em álcool polivinílico 

(PVA) pela técnica electrospinning e pela reticulação química com glutaraldeído. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1) Imobilizar xilanase, em diferentes concentrações, em fibras de PVA através da técnica 

de electrospinning; 

2) Caracterizar as fibras de PVA em relação a concentração de enzima sobre 

características estruturais de fibras; 

3) Avaliar a imobilização de xilanase e a incorporação de β-CD como encapsulante na fibra 

de PVA em relação a eficiência de imobilização e a atividade enzimática; 

4) Analisar o comportamento enzimático da xilanase imobilizada na fibra de PVA em 

diferentes temperaturas e pH’s; 

5) Reticular a fibra que apresentar a concentração de enzima mais estável e reprodutível 

em função da atividade enzimática, em diferentes tempos de exposição com vapor de 

glutaraldeído; 

6) Avaliar a liberação controlada da enzima após reticulação com vapor de glutaraldeído 

através do armazenamento e do número de ciclos de reutilização sobre a atividade 

enzimática da xilanase.  
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3. Hipóteses 

 

1) A concentração de xilanase influencia na atividade enzimática e na capacidade de 

carregamento nas fibras; 

2) A imobilização de xilanase em fibras de PVA, com a incorporação de β-Ciclodextrina, 

mantém a atividade enzimática em diferentes valores de pH e de temperatura, quando 

comparada a enzima livre; 

3) A reticulação com vapor de glutaraldeído amplia a estabilidade das fibras e o controle 

de liberação da xilanase em meio aquoso e; 

4) A imobilização da xilanase permite a recuperação e reutilização da enzima, 

interrompendo a hidrólise contínua. 
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4. Revisão da literatura  

 

4.1 Enzimas na indústria de alimentos  

 

Enzimas são proteínas globulares que agem como catalisadores e são amplamente 

utilizadas em bioprocessos industriais. Podem, portanto, ser definidas como um 

biocatalisador, cuja natureza proteica determina a presença de certas propriedades, tais 

como especificidade de substrato, dependência da temperatura e dependência do pH. As 

enzimas têm sido utilizadas a milhares de anos no processamento de alimentos e bebidas. 

São exemplos a panificação, a fabricação de cerveja, de queijos e de vinhos, embora 

apenas nas últimas décadas do século XX foram desenvolvidos processos que permitiram 

a produção em formulações bem caracterizadas em larga escala (MISHRA et al., 2017). O 

mercado industrial de enzimas foi avaliado em US$ 6,1 bilhões em 2017 com estimativas 

de atingir US$ 8,5 bilhões em 2022, e o mercado de enzimas alimentares representa uma 

considerável parte desse mercado (ZHANG; HE; SIMPSON, 2018). 

A área de alimentos e bebidas lidera o mercado de aplicação de enzimas e este fato 

está relacionado às vantagens que propiciam a indústria alimentícia, como por exemplo: a) 

melhorar a produtividade; b) minimizar a formação de subprodutos e reações colaterais 

indesejadas; c) conduzir processos ambientalmente amigáveis com baixo consumo de 

energia e emissão de carbono; d) fornecer produtos seguros e de alta qualidade 

(CHANDRASEKARAN et al., 2015). As enzimas são principalmente utilizadas como 

auxiliares de processamento, o que significa que são utilizadas durante o processo de 

produção e não estão presentes no produto final, ou, se for o caso, não têm efeito 

tecnológico no produto final.  

As enzimas são diferenciadas umas das outras pelo tipo de reação catalisada, 

portanto essa propriedade específica é a base para a classificação e nomeação de 

enzimas. A nomenclatura classifica cada enzima com um código de quatro algarismos 

precedido pela sigla em Inglês EC, que significa Comissão de Enzimas. O primeiro 

algarismo atribui as enzimas a uma das seis classes (oxirredutases, transferases, 

hidrolases, liases, isomerases e ligases) que dependem da natureza da reação catalisada. 

Cada classe é dividida em subclasses que identificam a enzima em termos mais específicos 

e que são representadas pelo segundo algarismo. O terceiro algarismo define com exatidão 
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o tipo de atividade enzimática e o quarto é o número da enzima dentro da sua subclasse 

(CORNISH-BOWDEN, 2014). 

Aplicações práticas de enzimas podem requerer ação de uma única enzima, por 

exemplo a lactase, que promove a hidrólise da lactose na produção de leite sem lactose, 

ou a ação conjunta de várias enzimas, como por exemplo α- e γ-amilases, pullulanase e 

glucose isomerase na produção de xarope de alta frutose ou uma combinação de amilases, 

lipases, oxirredutases e xilanases na produção de pão (CHANDRASEKARAN et al., 2015; 

HUA; YANG, 2015; MIGUEL et al., 2013). Proteases e lipases são as enzimas mais 

comumente usadas no processamento de alimentos. No entanto, outras enzimas também 

encontram espaço de processamento de alimentos, como:  a) glicose isomerase, na 

produção de adoçantes (TOMASIK; HORTON, 2012); b) quimosina protease, como 

coagulante na produção de queijos (ALINOVI et al., 2018); c) xilanase na clarificação de 

sucos (SHAHRESTANI et al., 2016); d) transglutaminase, no processamento de carne 

(SANTHI et al., 2017), entre outras. 

 

4.2 Xilanase 

 

A xilana é o principal polissacarídeo hemicelulósico presente na parede celular de 

cereais, sua completa degradação requer a atuação de um sistema múltiplo de enzimas 

especificas com distintos modos de ação (KUMAR; DANGI; SHUKLA, 2018). O complexo 

enzimático inclui: a) endo-β-1,4 xilanase (EC 3.2.1.8); b) β-xilosidase (EC 3.2.1.37); c) α-L-

arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55); d) β-glicuronidases (EC 3.1.1.139); e) acetil xilana 

esterase (EC 3.1.1.72); f) ρ-coumaroil (EC 3.1.1.73) e feruloil esterase (EC 3.1.1.78) (LIU; 

KOKARE, 2017; ROSELL; DURA, 2015).  

Dois grupos principais se destacam nas enzimas xilanolíticas: as endo-β-1,4 

xilanases que estão envolvidas diretamente na quebra das ligações glicosídicas β-1,4 da 

cadeia principal da xilana, liberando oligossacarídeos com baixo ou alto grau de 

polimerização e eventual xilose, dependendo da família na qual a enzima pertence e região 

de atuação na estrututura do polissacarídeo (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016); enquanto 

as β-xilosidases atuam na extremidade não redutora da xilobiose ou de outros 

oligossacarídeos, liberando xilose (SHALLOM; SHOHAM, 2003). As enzimas auxiliares 

atuam na remoção dos substituintes laterais da cadeia de xilana (ALOKIKA; SINGH, 2019; 
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COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). Na Figura 1 é apresentada a estrutura esquemática 

da xilana e os locais de ataque por enzimas xilanolíticas.  

A endo-β-1,4-xilanase é a enzima mais importante na despolimerização de 

arabinoxilanas do ponto de vista funcional. Ela é capaz de hidrolisar a ligações β-1,4 em 

resíduos de xilose na estrutura dorsal da xilana e, com isso, afeta drasticamente a massa 

molar e a solubilidade das arabinoxilanas e, portanto, também sua funcionalidade 

(DORNEZ et al., 2009).  A nomenclatura designada para a endo-β-1,4-xilanase é EC 3.2.1.8, 

que a caracteriza em hidrolase, glicosilase, glicosidase e endógena, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Estrutura esquemática da xilana e os sítios de ataque das enzimas xilanolíticas: (1) endo β-1,4-
xilanases (2) α-L-arabinofuranosidases (3) glicuronidase (4) feruloil e p-coumaroil esterases (5) acetil xilana 
esterase. 
Fonte: Adapatado de DORNEZ et al., 2009 
 

As xilanases são cientificamente conhecidas como endo-β-1,4-xilanase e vários 

sinônimos são utilizados para descrevê-las, tais como β-xilanases, β-1,4-xilanases, 

endoxilanases e β-1,4-xilana hidrolases (KUMAR; DANGI; SHUKLA, 2018). A maioria 

dessas enzimas são produzidas por bactérias e fungos, mas também podem ser 

encontrados em plantas, insetos, caracóis, crustáceos, algas marinhas e protozoários 

(DORNEZ et al., 2009). Fungos dos gêneros Aspergillus (ADHYARU et al., 2017), 

Trichoderma (AJIJOLAKEWU et al., 2017), Thermomyces (KUMAR; CHHABRA; SHUKLA, 

2017), Penicillium (BORUAH et al., 2016) e Fusarium (ALMEIDA et al., 2014), bem como 
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algumas espécies termófilas (GOLUGURI et al., 2016; ZHAO et al., 2013), têm sido 

reportados como grandes produtores de xilanases.  

As xilanases são classificadas em seis famílias de glicosil-hidrolases (GH) – GH5, 

GH7, GH8, GH10, GH11 e GH43 – as quais se diferem quando as propriedades físico-

químicas, estrutura, modo de ação e especificidade. No entanto, a maioria das 

classificações científicas foi realizada com base na análise de agrupamento hidrofóbico dos 

domínios catalíticos e as semelhanças nas sequências de aminoácidos, assim as xilanases 

foram classificadas principalmente como GH 10 e 11 (VERMA; SATYANARAYANA, 2012). 

Para a maioria das xilanases isoladas de procariotos, o pH ótimo varia de 6,0 a 9,0 enquanto 

que para as xilanases isoladas de eucariotos o pH ótimo varia de 4,0 a 6,0. Da mesma 

forma, a temperatura ótima para a ação das xilanases varia de 35 a 60 °C. 

As xilanases têm atraído interesse em pesquisas científicas devido ao seu amplo 

espectro de aplicação industrial. Essas enzimas têm sido utilizadas na indústria de papel e 

celulose, mais especificamente no branqueamento da polpa em substituição aos 

compostos clorados tóxicos (ex. ClO2, Cl2, hipoclorito) (ADHYARU et al., 2017; BORUAH 

et al., 2016); na indústria de tecidos em etapas como desengomagem, biopurga 

(bioscouring) e biopolimento das fibras têxteis (ATY et al., 2018; BATTAN et al., 2012); e 

na conversão de biomassa lignocelulósica em açúcares fermentescíveis e, 

consequentemente, na produção de biocombustíveis (ASTOLFI et al., 2019; BOONCHUAY 

et al., 2018; ALMEIDA et al., 2014; YANG et al., 2015b).  

Na indústria de alimentos, as xilanases apresentam importante papel no 

melhoramento de processos e de característica tecnológicas e/ou nutricionais, tais como: 

extração e clarificação de suco de frutas (ADIGUZEL et al., 2019; SILVA et al., 2019; 

SHAHRESTANI et al., 2016); extração de óleo a partir de plantas (MARASABESSY et al., 

2011); fabricação de pães (LIU et al., 2017; PASSARINHO et al., 2019; YEGIN; ALTINEL; 

TULUK, 2018) e biscoitos (LI et al., 2013), atuando na modificação das propriedades 

reológicas da massa; e formulação de rações animais (GHAYOUR-NAJAFABADI et al., 

2018; VANDEPLAS et al., 2010), aumentando a sua digestibilidade e valor nutricional.  

A hidrólise de xilanas pela endo-β-1,4-xilanase é, portanto, uma estratégia 

frequentemente utilizada na indústria para ajustar a qualidade do processamento, o 

rendimento e/ou a qualidade produto final. No entanto, a aplicação industrial da xilanase 

exige que as enzimas sejam capazes de suportar as condições adversas, como ambiente 
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ácido / alcalino e temperatura elevada, o que torna seu uso desafiador pelas exigências dos 

processos industriais. Atualmente, a mais proeminente e bem-sucedida estratégias de 

pesquisa e desenvolvimento para melhorar o desempenho enzimático é a imobilização 

enzimática.  

 

4.3 Imobilização enzimática  

 

As enzimas são ótimos catalisadores biológicos utilizados nas indústrias de 

alimentos, energéticas e farmacêuticas devido a sua elevada eficiência catalítica, condições 

brandas de reação e ausência de poluição (GAO et al., 2013). Há alguns inconvenientes 

que limitam a aplicação de enzimas livres, tais como baixa estabilidade operacional e 

dificuldade de recuperação e reutilização do biocatalisador (GROSOVA; ROSENBERG; 

REBROS, 2008). A imobilização de enzimas é um método potencial para aumentar a 

estabilidade de enzimas, diminuir o custo e, em consequência, tornar o biocatalizador mais 

eficiente e amigável ambientalmente (TRAN; BALKUS, 2011). 

A imobilização aumenta a estabilidade térmica e fornece maior estabilidade da 

enzima sob pH e temperaturas extremas, isto porque a imobilização fornece uma estrutura 

externa mais rígida para a ligação da enzima (BALCÃO; PAIVA; MALCATA, 1996). A 

mesma explicação também se aplica a retenção de atividade após vários ciclos de uso, a 

redução da inibição enzimática, e o aumento na estabilidade de armazenamento. A 

imobilização torna as enzimas menos acessíveis as interações causadas por agentes 

inibidores e desnaturantes, o que as torna menos expostas a esses agentes (DICOSIMO 

et al., 2013).  

Embora a imobilização permita a otimização funcional de enzimas, esse processo 

também tem impacto na atividade catalítica. Uma enzima pode ser desnaturada e perder 

sua atividade quando solubilizada no meio de imobilização ou durante a etapa de ligação 

do processo de imobilização. A imobilização geralmente promove novas interações entre a 

enzima e o suporte, que por sua vez podem alterar a configuração final do biocatalisador e 

sua atividade catalítica (GARCIA et al., 2011). No entanto, em alguns casos, a perda de 

atividade catalítica é menos importante quando comparada a um ganho de propriedades 

funcionais, como estabilidade térmica, reutilização, etc (VAZ; MOREIRA; FILHO, 2016). 
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A reutilização da enzima e a fácil separação dos produtos gerados é um excelente 

benefício da imobilização, tudo fornecido pelo simples isolamento do material de suporte 

do meio de reação. As enzimas imobilizadas podem ser separadas dos produtos por 

remoção física de suporte quando são utilizados macrocondutores, por precipitação, 

filtração ou magnetismo, dependendo das características do material de suporte (BALCÃO; 

PAIVA; MALCATA, 1996; MUBARAK et al., 2014) 

A seleção da técnica de imobilização é uma etapa extremamente importante no 

processo geral e pode levar a reduções de tempo e custos (HOMAEI et al., 2013). Existem 

vários métodos para imobilização de enzimas sendo os mais utilizados definidos como: 

encapsulamento e interações químicas (ESCOBAR et al., 2016; URRUTIA et al., 2014) 

(Figura 2).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Principais métodos para imobilização de enzimas.  

Fonte: Adaptado por Dalla-Vecchia, Nascimento, Soldi (2004) 

 

Além do método a ser escolhido, o material de suporte está altamente relacionado 

com a eficiência de imobilização da enzima. A diminuição da transferência de massa entre 

enzima e substrato causada pelo processo de imobilização gera problemas de difusão que 

levam à perda da afinidade e da atividade da enzima. Além disso, sabe-se que o sítio de 

ligação e o sítio ativo da enzima desempenham papel crucial na catálise e, durante o 

processo de imobilização, esses sítios podem ser bloqueados ou distorcidos, o que resulta 
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em perda de atividade (VAZ; MOREIRA;FILHO, 2016). No entanto, essas dificuldades 

podem ser resolvidas com a escolha mais adequada do material de suporte. 

A matriz utilizada deve ser inerte, altamente estável, capaz de abrigar grande 

quantidade de enzima, ser biocompatível, não modificando a estrutura nativa da enzima e 

comprometer sua atividade biológica (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).O álcool polivinílico 

(PVA) tem sido utilizado como matriz polimérica para imobilização de enzimas em diversos 

estudos (FAZELA et al., 2016; SAALLAH et al., 2016; SHAIKH et al., 2012). Este polímero 

é biodegradável, hidrofílico, atóxico, de relativamente baixo custo e está disponível em uma 

ampla faixa de pesos moleculares. Além disso, o PVA possui a capacidade de formar 

ligações secundárias com proteínas que podem dissociar moléculas ligadas ao hidrogênio, 

facilitando a eletrofiação de biomacromoéculas. Uma alternativa de suporte para a 

imobilização enzimática é o uso de ciclodextrinas, pois oferecem soluções funcionais 

criando estruturas complexas que não apresentam toxicidade e têm melhor característica 

de solubilidade (CANBOLAT; SAVAS; GULTEKIN, 2017). 

Vários estudos descrevendo estratégias e condições de imobilização são 

encontrados na literatura, sendo as enzimas hidrolases mais frequentemente relatadas. A 

Tabela 1 reúne alguns estudos de imobilização enzimática e suas aplicações industriais.  

 Resultados promissores, com alta estabilidade de armazenamento e operação, 

além de maior carregamento de enzimas, foram obtidos pela abordagem de imobilização 

de enzimas, combinando adsorção e fixação covalente de enzimas (KIM et al., 2009; AHN 

et al., 2010; LEE et al., 2010). No entanto, as estratégias de imobilização desenvolvidas 

são trabalhosas, normalmente caras e demoradas, e os sistemas obtidos ainda são 

deficientes para grande escala e possível aplicação em processos contínuos. 

Por encapsulamento, a imobilização é ocasionada pela retenção física da enzima 

nas cavidades de uma matriz polimérica apresentando uma superfície alto nível de 

porosidade, possibilitando assim, uma maior quantidade de enzimas aprisionadas. A 

utilização de suportes nano-estruturados para imobilização de enzimas tem mostrado 

vantagens adicionais relacionadas a maior retenção da atividade catalítica, melhor 

estabilidade da enzima imobilizada, aliado a um método simples e versátil para produção 

desses suportes; os processos eletrohidrodinâmicos (BHUSHANI; 

ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). No presente estudo, foi utilizado a técnica de 
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eletrospinning para preparar membranas fibrosas como suportes para encapsular a enzima 

xilanase. 

 

Tabela 1 - Imobilização de enzimas hidrolases por diferentes métodos e suas aplicações industriais 

Enzima Técnica Sugestão de aplicação Referência 

Celulase (comercial) 
Ligação covalente e 
adsorção 

Indústria de alimentos, de 
cervejas, têxtil, celulose e 
papel. 

HIRSH et al., 
2010 

Celulase (Trichoderma 
reesei) 

Adsorção Indústria de etanol 
TSAI E MEYER, 
2014 

Celulase e xilanase 
comerciais 

Reticulação e adsorção 
Industria de ração animal, 
biodiesel, têxtil, polpa e 
papel 

ROMO-SÁNCHEZ 
et al., 2014 

Xilanase 
(Thermomyces 
lanuginosus) 

Ligação covalente e 
adsorção 

Industria de etanol 

SOOZANIPOUR, 
TAHERI-
KAFRANI, 
ISFAHANI, 2015 

Xilanase 
(Thermomyces 
lanuginosus) 

Adsorção Industria de etanol 
LANDARANI-
ISFAHANI et al., 
2015  

Xilanase (comercial) Ligação covalente  
MANRICH et al., 
2010 

Xilanase (Trichoderma 
reesei) 

Ligação covalente 
Produção de xilo-
oligossacarídeos 

LI et al., 2014 

Xilanase (Talaromyces 
thermophilus) 

Ligação covalente  
Produção de xilo-
oligossacarideos 

DRISS et al., 2014 

Lacase (Trametes 
versicolor) 

Encapsulamento Industria de papel 
CANBOLAT, 
SAVAS, 
GULTEKIN, 2017 

Papain (Carica 
papaya) 

Encapsulamento e ligação 
covalente 

Industria de cerveja e de 
carnes 

MORENO-
CORTEZ et al., 
2015 

Tripsina (pancreas de 
porco) 

Nanoencapsulamento Industria de carnes PINTO et al., 2015 

α-amylase (Aspergillus 
oryzae) 

Encapsulamento 
Industria de panificação, 
xaropes, cervejas 

PORTO et al., 
2019 

 

4.3.1 Electrospinning para imobilização de enzimas 

 

A técnica nomeada electrospinning é um método fácil, rentável e flexível que utiliza 

um jato eletricamente carregado de solução polimérica para a produção de fibras com 

escala nano, micro e submicro (BABITHA et al., 2017). O processo de electrospinning 

geralmente envolve a aplicação de alta voltagem em uma gotícula de solução polimérica 

no final da agulha metálica. A gotícula se estende sob a influência da tensão aplicada até 

um ponto crítico, formando o chamado cone de Taylor. Quando a força eletrostática supera 

a tensão de superfície da gota, esta é forçada a sair do capilar em direção ao coletor 
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aterrado. Nesse momento o solvente é evaporado e as fibras poliméricas são depositadas 

secas no suporte. (Figura 3). 

 As fibras produzidas tem alta razão superfície/volume, com excelente 

interconectividade, facilitando o maior carregamento e a liberação das moléculas retidas 

(KHAJAVI; ABBASIPOURB, 2012). Existem alguns parâmetros que podem ser 

manipulados para alcançar características de fibra desejadas, tais como viscosidade e 

condutividade do polímero, tensão aplicada e distância entre o jato e o coletor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 -Esquema de um processo de electrospinning horizontal 

 

A premissa do uso de estruturas em nanoescala para imobilização é reduzir as 

limitações de difusão e maximizar a área superficial funcional para aumentar o 

carregamento de enzimas (MOHAMAD et al., 2015). A imobilização de enzimas por 

encapsulamento envolve a polimerização in situ da matriz porosa em torno dos 

biocatalisadores a serem imobilizados. Nessa forma de imobilização, a enzima e a solução 

polimérica são misturadas e subsequentemente ocorre a eletrofiação. A vantagem da 

utilização desse método é que o confinamento protege a enzima do contato direto com o 

meio reacional, minimizando, assim, os efeitos de inativação. Por outro lado, a técnica pode 

reter a atividade catalítica da enzima (ZHANG; HE; SIMPSON, 2018). 

Estudos promissores vêm sendo descritos utilizando a técnica de electrospinning 

para imobilizar enzimas, como Canbolat; Savas; Gultekin (2017) que obtiveram quase o 

dobro da atividade da lacase quando a enzima foi imobilizada por electrospinning em 

Solução

polimérica
Fibra de 

PVA

Coletor

aterrado22 kv

Fonte de alta 

tensão

Seringa 

bombeadora
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nanofibra de poli (ε-capro-lactona) (PCL). Outro resultado interessante foi alcançado por 

Moreno-Cortez et al. (2015), quando investigaram a tripsina imobilizada em condições 

similares à Canbolat; Savas; Gultekin (2017), observando uma notável estabilidade térmica 

da enzima imobilizada, cerca de 66% maior do que a forma solúvel livre de tripsina após 1h 

à 45 °C. Seguindo na mesma linha, Saallah et al. (2016) imobilizaram ciclodextrina 

glucanotransferase em fibras produzidas pela técnica de electrospinning e compararam 

com um filme produzido pela técnica de casting, ambos  preparado a partir da solução de 

álcool polivinílico. Os autores observaram que a enzima imobilizada nas fibras via 

electrospinning apresentou eficiência de carregamento 2,5 vezes maior do que no filme. 

O objetivo do estudo de Porto et al. (2019) foi imobilizar α-amilase em fibras de álcool 

polivinílico por electrospinning e avaliar sua estabilidade em diferentes temperaturas e pHs 

utilizando diversos substratos de amido, como amido de milho e amidos de trigo germinado 

e não germinado.  No estudo, a atividade enzimática foi maior na forma imobilizada do que 

na forma livre. Além disso, a atividade foi maior quando o amido de trigo germinado foi 

usado como substrato em diferentes temperaturas e pHs, indicando grande potencial para 

sua aplicação em hidrólise com α-amilase. 

 Alonso-González et al. (2020) investigaram as propriedades antimicrobianas da 

enzima glicose oxidase encapsulada via electrospinning e um sistema de membrana 

multicamadas, onde a enzima foi encapsulada dentro da membrana hidrofílica de álcool 

polivinílico, que por sua vez foi protegida por duas membranas de policaprolactona 

hidrofóbica. Os resultados indicaram que esta técnica é adequada para imobilização de 

enzimas com potencial uso na indústria de embalagens ativas, com excelentes 

propriedades antibacterianas. 

O estudo descrito por El-Shishtawy, Aldhahri, Almulaiky, (2020) propôs imobilizar α-

amilase e peroxidase de rábano (HRP) via electrospinning em duas fibras poliméricas 

distintas. Os autores destacaram que as atividades catalíticas retidas das enzimas HRP e 

α-amilase imobilizadas foram de 79 e 80,2% após 10 ciclos, respectivamente. Ainda, após 

o armazenamento por 12 semanas, as enzimas duplamente imobilizadas ainda retinham 

quase 90% das atividades, semelhantes às imobilizadas individualmente.  

A solução para as limitações encontradas no uso de enzimas em larga escala ainda 

é o principal assunto da tecnologia enzimática. As combinações de algumas tecnologias 

envolvendo a imobilização de enzimas são as pesquisas mais proeminentes encontradas, 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-amylase
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813020336709#!
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visto o interesse em sanar dificuldades impostas em cada método. Utilizar a técnica de 

encapsulamento e reticulação química tem interesse especial neste contexto. 

 

4.3.2 Glutaraldeído como reticulador  

 

 O glutaraldeído é um dos reagentes mais utilizados em processos de biocatálise, 

com capacidade de polimerização (RUBINA et al., 2012). Devido a sua grande versatilidade 

revelou-se um reagente muito interessante para imobilização/estabilização de enzimas 

(BARBOSA et al., 2014), embora o mecanismo exato da reação entre o glutaraldeído e as 

proteínas não seja totalmente compreendido (WINE et al., 2007). 

 O mecanismo de reação entre o glutaraldeído e a molécula de enzima não se limita 

apenas a um mecanismo, permitindo imobilizar uma enzima de diferentes maneiras (SIAR 

et al., 2018), envolvendo principalmente aminoácidos primários e grupos de proteínas, 

embora possa eventualmente reagir com outros grupos (tióis, fenóis e imidazóis) 

(BARBOSA et al., 2014). No entanto, a estrutura exata das principais estruturas 

relacionadas com a reticulação de proteína ainda não está totalmente esclarecida.  

Uma das estratégias utilizadas com o uso do glutaraldeído como reticulador é o 

tratamento após a imobilização da enzima no suporte (JAMPALA et al., 2017; PIACENTINI 

et al., 2017; SAALLAH et al., 2016; PORTO et al. 2019). As enzimas são primeiramente 

imobilizadas nos suportes e isso faz com que a reticulação química apenas modifique os 

grupos de enzimas envolvidos na imobilização. Normalmente, esse tipo de reticulação 

produz uma melhor estabilidade, embora esta não seja uma regra geral (MAGRO et al., 

2020; BRAHAM et al., 2018).  

Os protocolos para a uma imobilização covalente de enzimas geralmente se iniciam 

com a modificação da superfície do suporte por meio de reações de ativação, na qual os 

grupos funcionais do suporte são modificados para produzir intermediários reativos 

(FERNÁNDEZ-FERNÁNDEZ; SANROMÁN; MOLDES, 2013). As soluções de glutaraldeído 

são comumente utilizadas para reticular o álcool polivinílico (PVA), retardando, assim, a 

dissolução em fluidos. O mecanismo de reticulação envolve a ligação química dos grupos 

hidroxila presentes no PVA com os grupos aldeído do glutaraldeído (SHAIKH et al., 2012). 

Diferentes estudos têm utilizado o glutaraldeido como reticulador em imobilizações 

enzimáticas, como Moreno-Cortez et al. (2015) que imobilizaram a enzima papaína em 

nanofibras de PVA e as reticularam com vapor de glutaraldeído. A atividade catalítica nesse 
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estudo foi 88% maior do que a enzima livre e, ainda, a enzima reticulada reteve sua 

atividade catalítica após seis ciclos de uso. A enzima xilanase foi imobilizada em esferas 

de alginato de cálcio e reticuladas com glutaraldeído no estudo realizado por Kumar et al. 

(2017). Os autores concluíram que a imobilização aumentou o pH e a temperatura ótima da 

enzima reticulada de 8,0 para 9,0 e de 50 para 60°C, respectivamente. Ainda no mesmo 

estudo, a estabilidade de armazenamento da xilanase reticulada reteve 80% de sua 

atividade original a 4°C após 30 dias, em comparação com a enzima livre. 

Dogaç et al. (2017) realizaram a imobilização de lipase em nanofibras de alginato/poli 

(óxido de etileno) (ALG/PEO) e alginato e álcool polivinílico (ALG/PVA), produzidas via 

electrospinning. Após reticulação das fibras com glutaraldeído estes autores observaram 

que as nanofibras produzidas por ALG/PVA obtiveram melhores resultados de atividade 

enzimática, comparado as nanofibras de ALG/PEO. Os autores atribuíram esse resultado 

aos grupos funcionais de hidroxilas presentes no PVA. 

 

5. Material e métodos 

 

5.1 Materiais  

 

Xilanase (E.C. 3.2.1.8 de Aspergillus oryzae, ≥ 2500 U g−1), beta-ciclodextrina (β-CD) 

(97% de pureza), PVA de alta massa molar e parcialmente hidrolisado (87-89% hidrolisado, 

Mw médio 146.000-186.000 g mol-1), xilana birchwood e xilose foram adquiridos da Sigma 

– Aldrich Chemical Co. Para o ensaio de proteínas foi utilizado albumina de soro bovino 

(BSA) (pó liofilizado, pureza de 98%), Coomassie G250 azul brilhante e DNS (ácido 3,5-

dinitrosalicílico) os quais foram obtidos da Merck Chemical Co. Glutaraldeído (25% (p/v) em 

água) foi obtido da Merck Chemical Co. 

 

5.2 Delineamento experimental 

 

O delineamento experimental utilizado no Estudo 1 está apresentado na Tabela 2, 

onde além de incluir ajustes de operação no equipamento de electrospinning e condições 

ambientais, avaliou diferentes concentrações do polímero em relação as características 

estruturais das fibras obtidas pela técnica. O Estudo 2 teve como objetivo a caracterização 

das fibras e a avaliação da capacidade de carregamento da enzima xilanase utilizando ou 

não o complexo de inclusão com β-ciclodextrina, conforme apresentado na Tabela 3. 
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A partir dos resultados obtidos no Estudo 2, foi selecionada a fibra que apresentou 

concentração de enzima mais estável e reprodutível em função da atividade enzimática, 

para ser submetida a reticulação com glutaraldeído em fase de vapor. Foram aplicados 

quatro tempos de exposição, afim de se obter fibras com maior estabilidade térmica, 

conforme apresentado na Tabela 4. 

 

Tabela 2 - Delineamento experimental do Estudo 1, para avaliar efeitos da concentração do polímero PVA 

sobre características estruturais de fibras obtidas pela técnica de electrospinning* 

Tratamentos Variável independente Variáveis dependentes 

Polímero (%) 

1 

2 

3 

6 

8 

10 

- Morfologia 

- Viscosidade aparente 

- Condutividade elétrica 

- Distribuição de diâmetro 

*Condições do processamento (voltagem aplicada, taxa de fluxo, distância do coletor, tamanho da agulha) e 

condições ambientais (umidade relativa do ar, temperatura ambiente).  

 

 

Tabela 3 - Delineamento experimental do Estudo 2, para avaliar as propriedades de fibras e a efetividade de 

imobilização da enzima pela técnica de electrospinning 

Tratamentos 

Variáveis independentes 

Variáveis dependentes 
Enzima (%) 

Complexo de inclusão 

(enzima/β-CD – 1:1) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

… 

10 

0,5 

1,0 

1,5 

2,0 

2,5 

 

 

Sem 

Com 

- Grupos funcionais (FTIR) 

- Difração de raios-X (DRX) 

- Morfologia  

- Distribuição de diâmetro  

- Capacidade de carregamento  

- Atividade enzimática  

- Propriedades térmicas (DSC) 

- Efeito do pH e da temperatura na 

atividade enzimática 
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Tabela 4 - Delineamento experimental do Estudo 3 para avaliar a reticulação com glutaraldeído das fibras 

com enzima imobilizada  

 

Tratamentos 

Variáveis independentes 

Variáveis dependentes Tempo de reticulação com 

glutaraldeído (min) 

1 

2 

3 

.. 

5 

0 

30 

60 

90 

180 

- Morfologia 

- Grupos funcionais (FTIR) 

- Análise termogravimétrica 

- Efeito tempo de armazenamento na atividade 

enzimática 

- Efeito dos ciclos de reutilização na atividade 

enzimática 

- Solubilidade 

 

5.3 Métodos  

 

5.3.1 Preparo das amostras 

 

5.3.1.1 Complexo de inclusão de β-ciclodextrina e xilanase 

 

O complexo de inclusão de xilanase e β-CD foi preparado como descrito por Petrovic; 

Stojanovic; Radulovic, (2010) em proporção de 1:1 (p:p), com algumas modificações. Uma 

quantidade predeterminada de β-CD, com base na concentração de enzima a ser 

alcançado na solução de entrada para cada tratamento (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5% p v −1), foi 

dissolvido em 50 mL de água destilada à 35 °C. Após a enzima xilanase foi adicionada, nas 

proporções mencionadas acima. A mistura foi mantida sob aquecimento e agitação por 3 h 

à 35 °C, usando um agitador magnético (FISOTOM, Modelo 752/6, Brasil). A solução foi 

resfriada em temperatura ambiente (25 °C) e, em seguida, foi refrigerado à 4 °C durante 24 

h para completa estabilização. O solvente foi evaporado em estufa à 40 °C por 24 h. O 

complexo obtido foi armazenado em frascos de vidro selados e mantido na temperatura de 

4 °C. 

 

5.3.1.2 Mistura física de β-ciclodextrina e xilanase 

 

A mistura física entre XI e β-CD foi preparada na mesma proporção do complexo de 

inclusão descrito na Seção 5.3.1.1. A avaliação de XI-β-CD não complexada serviu como 
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controle para a compreensão dos efeitos da eletrofiação e da formação de fibras. A mistura 

foi homogeneizada com grau e pestilo. 

 

5.3.1.3 Solução de PVA e imobilização enzimática 

 

O PVA foi dissolvido em tampão fosfato (100 mM, pH 6) à 90 °C sob agitação 

moderada, usando um agitador magnético sobre a placa de aquecimento. A solução foi 

resfriada a temperatura ambiente (25 °C), antes da adição da enzima. Xilanase pura ou 

xilanase previamente complexada com β-CD foi adicionada na solução de PVA até obter a 

solução polimérica com concentração final de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5% p v −1 de enzima. A 

solução polimérica permaneceu sob agitação magnética à 25 °C por 24 h. 

 

5.3.2 Caracterização das soluções poliméricas 

 

Os principais parâmetros que afetam o processo de electrospinning são as 

propriedades da solução polimérica, como viscosidade aparente e condutividade elétrica. 

Logo, foram as primeiras análises realizadas. A viscosidade aparente das soluções foi 

avaliada através de viscosímetro digital Brookfield (Model DV). As soluções 

(aproximadamente 9 mL) foram colocadas em recipiente de aço inoxidável do viscosímetro 

e este acoplado ao equipamento utilizando um spindle n°18. A condutividade elétrica das 

soluções foi determinada através de um condutivímetro (Medidor CON500) expresso em 

μS cm-1. Todas as medidas foram feitas a temperatura ambiente (23 ± 2 °C) e em triplicata. 

 

5.3.3 Imobilização de xilanase via electrospinnig 

 

Após testes preliminares para avaliação dos melhores parâmetros de produção para 

fibras com xilanase, o processo de electrospinning foi conduzido. A taxa de alimentação 

para a solução polimérica com e sem a enzima foi de 0,5 mL.h -1, sendo controlada por uma 

bomba de infusão (KD Scientific, Modelo 100, Holliston, Inglaterra). A distância horizontal 

entre a ponta da agulha até o coletor durante a produção da fibra foi de 20 cm, enquanto o 

diâmetro da agulha foi de 0,7 mm. A tensão selecionada foi alcançada conectando o 

eletrodo positivo (+19,5 kV) da fonte de energia DC (INSTOR, INSES-HV30, Brasil) na 
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agulha, enquanto o eletrodo negativo (−3,1 kV) foi conectado a um coletor de aço inoxidável 

que estava coberto por folha de alumínio.  

A partir desses dados fixados, foi realizada a imobilização de xilanase em fibras de 

PVA. As soluções poliméricas foram colocadas em seringas de 1 mL e uma bomba de 

infusão controlou a taxa de alimentação da solução. A temperatura do processo foi 

controlada em 21 ± 2 °C usando condicionador de ar e a umidade relativa foi ajustada à 43 

± 2% com desumidificador. As fibras produzidas de álcool polivinÍlico (PVA), álcool 

polivinÍlico contendo xilanase (XI-PVA), álcool polivinÍlico contendo xilanase complexada 

com beta-ciclodextrina (XI-β-CD-PVA) foram armazenadas sob refrigeração (5 ± 2 °C) até 

o momento das análises. 

 

5.3.4 Caracterização das fibras 

 

A morfologia das fibras, bem como o diâmetro médio e a distribuição de diâmetro, foi 

investigada por meio da análise de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) (Jeol JSM 

6010LV, Japão) com uma voltagem de aceleração de 15 kV. O diâmetro médio e a 

distribuição de diâmetro das fibras foram avaliados das micrografias com base em 100 

fibras selecionadas aleatoriamente utilizando o software ImageJ (National Institutes of 

Health, EUA). 

Espectros de FTIR foram registrados por espectrofotometria de infravermelho 

transformada por Fourier (Modelo Shimadzu, Prestige 21, Japão), usando uma frequência 

de varredura na faixa de 4000 à 400 cm−1. As medidas de DRX foram registradas utilizando 

Difractômetro Bruker D8 Advance (Bruker AXS, Alemanha), em um intervalo de 2 Ɵ 

variando de 2 à 60°. A análise térmica das fibras foi realizada utilizando um calorímetro de 

varrimento diferencial (DSC-60, Shimadzu, Japão), onde aproximadamente 2 mg de 

amostra foram pesadas em cadinho de alumínio com varredura na faixa de 30 à 300 °C a 

uma taxa de 10 °C min -1. Já a estabilidade térmica de cada amostra foi determinada usando 

um analisador termogravimétrico (TGA) (TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japão). As amostras 

(8–10 mg) foram aquecidas de 30 à 600 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min −1, 

um fluxo de 50 mL min −1 de nitrogênio foi usado. 

 

5.3.5. Carregamento enzimático 
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A quantidade de enzima carregada na fibra de PVA foi determinada utilizando o 

ensaio de Bradford, como descrito por Ivanova (2010), com algumas modificações. A fibra 

(4,5 mg) foi incubada em 200 μL de tampão fosfato pH 6,0 por 16 h à 4 °C. Após, 1800 μL 

do reagente Bradford foi adicionado a solução. A mistura foi suavemente misturada por 3 

min para permitir a ligação da proteína e, então, a absorbância foi medida a 595 nm. A 

albumina de soro bovino (BSA) foi usada como padrão. A carga enzimática foi determinada 

usando Equação 1. 

 

Carregamento enzimático (mg/g) = 
Quantidade de proteína na fibra (mg)

Massa de fibra (g)
 

 

onde a quantidade de enzima carregada na fibra (mg) foi determinada pelo método de 

Bradford e a massa de fibra (g) foi a massa inicial da fibra contendo a enzima. 

 

5.3.6. Atividade enzimática 

 

A atividade da xilanase foi determinada com a formação de xilose, de acordo com o 

método relatado por Bailey; Biely; Poutanen (1992), utilizando xilana birchwood como 

substrato, com modificações. A atividade da xilanase foi avaliada pelo cálculo da taxa de 

produção de xilose equivalente sob as condições padrão usando o reagente de 3,5-ácido 

dinitrossalicílico (DNS).  A solução de xilana (1%, p v −1) foi preparado dissolvendo o xilana 

birchwood em 100 mM de tampão fosfato, pH 6,0. Em frascos tipo Falcon, 10 mg de fibra 

contendo xilanase foi incubada (sob agitação) com 500 μL de tampão fosfato pH 6,0 durante 

24 h à 25 °C. Após, 900 μL de substrato foi adicionado e a mistura foi mantida à 60 °C 

durante 10 min.  

A reação foi interrompida por resfriamento imediato em água gelada, seguido da 

adição de 1500 μL do reagente de DNS. Em seguida, as amostras foram incubadas em 

banho de água fervente durante 5 min e depois arrefecida até a temperatura ambiente (23 

°C). A solução foi diluída adicionando 8 mL de água destilada e a quantidade de açúcar 

redutor (xilose) foi determinada por espectrofotometria a 540 nm, usando um Espectrômetro 

UV-VIS (modelo Jenway 6700, Jenway, United Reino). Em cada conjunto experimental, 

preparou-se uma curva padrão de xilose. Uma unidade (U) de atividade de xilanase foi 

definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a liberação de 1 μmol equivalente 

(1) 
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de açúcar de xilose por minuto sob as condições de ensaio especificado. A atividade 

enzimática foi calculada conforme a Equação 2: 

 

Atividade enzimática (U/mL)= 
µmoles de xilose x Fd (mL)

T (min) x V enzima (mL)
 

 

onde os micromoles de xilose é calculado com base na sua massa molar e curva padrão, 

Fd é o fator de diluição, T é o tempo de reação enzimática em minutos e V é a quantidade 

de enzima utilizada na reação em mililitros 

 

5.3.7. Efeito do pH e da temperatura na atividade da xilanase 

 

A estabilidade térmica e de pH da xilanase livre e imobilizada foi determinado como 

descrito por Mehnati-Najafabadi; Taheri-Kafrani; Bordbar (2018), com algumas 

modificações. A atividade relativa da xilanase livre, da fibra XI-PVA e XI-β-CD-PVA em 

diferentes pH e temperaturas foi avaliada utilizando fibras com concentrações de xilanase 

1,5% p v −1 (atividade enzimática mais estável). A atividade de xilanase em função da 

temperatura foi determinada após 10 min de incubação em tampão fosfato (100 mM, pH 

6,0) com temperatura entre 40 e 80 °C, em intervalos de 10 °C. O efeito do pH sobre a 

atividade da xilanase foi determinada pela incubação da fibra em soluções tampão a pH 

específico (4,0, 5,0, 6,0, 8,0) durante 24 h à 25 °C. Após, a atividade enzimática foi realizada 

conforme descrito na Seção 5.3.6. 

 

5.3.8 Reticulação com vapor de glutaraldeído  

 

Fibras de XI-PVA (1,5% p v −1 de enzima) com dimensões de 1,5 x 2,0 cm e peso 

médio de 5 mg, foram mantidas em dessecador hermeticamente fechado em contato com 

glutaraldeído na fase vapor (25% v/v). As fibras foram suspensas sobre a solução de 

glutaraldeído usando uma peneira de malha fina. A reação de reticulação foi investigada 

em função do tempo das fibras em ambiente rico em vapor por períodos de 30, 60, 90,120 

e 180 min (testes preliminares) à 25 °C. Após, as amostras foram retiradas do dessecador 

e condicionadas à 40 °C em estufa por 1 h. Por fim, as amostras foram armazenadas em 

temperatura ambiente por até 24 h antes das análises.  

(2) 
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5.3.9 Solubilidade 

 

 O estudo do comportamento de imersão e liberação da enzima imobilizada foi 

realizado nas fibras XI-PVA (1,5% p v −1 de enzima) reticuladas com vapor de glutaraldeído. 

As fibras foram condicionadas em tampão fosfato (pH 6,0) à 23 °C. Após 6 h, as amostras 

intumescidas foram centrifugadas a 14.000 rpm e o sobrenadante analisado quanto a 

atividade enzimática, conforme descrito na Sessão 5.3.6. O procedimento foi repetido após 

intervalos de tempos específicos (6 h) por até 36 h.  

 

5.3.10 Estudo de reutilização  

 

A eficiência de reutilização da xilanase imobilizada em fibras de PVA foi avaliada em 

função da atividade enzimática, conforme descrito na Sessão 5.3.6. Para o estudo do reuso, 

vários ciclos de operação de hidrólises sucessivas foram realizados na fibra XI-PVA 

reticulada por 180 min. As fibras (5 mg) foram colocadas em Eppendorfs e incubadas com 

1000 µL de tampão fosfato (100 mM, pH 6) à 22 °C por 6 h. Ao final de cada ciclo, as fibras 

foram centrifugadas (14.000 rpm) e o sobrenadante analisado por sua atividade enzimática.  

Nas fibras remanescentes foi novamente adicionado tampão e o processo de reciclagem 

repetido até quando, a olho nu, observasse fibras no fundo do Eppendorfs (4 ciclos). 

 

5.3.11 Estabilidade no armazenamento  

 

As fibras XI-PVA reticuladas por 180 min foram incubadas em 1000 µL de tampão 

fosfato (100 mM, pH 6) e armazenadas a 5 e a 22 °C. A atividade enzimática da xilanase 

foi determinada em 7, 14, 21 e 28 dias, conforme descrito na sessão 5.3.6. 

 

5.3.12 Comportamento catalítico da fibra XI-PVA simulada em solução turva 

 

Afim de verificar a comportamento catalítico da fibra XI-PVA reticulada por 180 min, 

solução de β-glucana foi dissolvida em tampão fosfato (100 mM, pH 6). A solução estoque 

de β-glucana tinha concentração de 1000 mg L-1. A capacidade da xilanase imobilizada de 

reduzir a turbidez da solução foi determinada após a adição da fibra XI-PVA na solução de 

β-glucana (0,75 mg mL −1). A mistura foi então incubada à 60 °C por 10 min.  
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A turbidez da solução de β-glucana foi determinada por espalhamento de luz de 90° 

à 580 nm, conforme descrito pelo método oficial ASBC (ASBC, 1992), usando um 

espectrofotofluorímetro (RC-5301pc, Shimadzu, Japão) com os comprimentos de onda de 

excitação e emissão fixados em 580 nm. Solução estoque de formazina contendo 69.000 

FTU (Unidade de Formazina Nefelométrica) foi preparada a partir de sulfato de hidrazina a 

10,0 mg L -1 e hexametilenotetramina 100 mg L-1, mantida em repouso por 24 h sob agitação 

suave a temperatura ambiente (23 °C) para formar partículas de névoa estáveis. Soluções 

foram preparadas por diluições da solução estoque (6,9, 13,8, 20,7, 27,6, 34,5 e 41,4 (FTU) 

para obter a curva de calibração. 

 

5.4 Análise estatística 

 

Os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA) e comparações de 

médias foram baseadas no teste de Tukey a um nível de significância de p > 0,05 (BOX; 

HUNTER; HUNTER, 2005). 
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6. Resultados e discussão 

 

6.1 Soluções poliméricas 

 

Diversos parâmetros afetam a morfologia e o diâmetro das fibras formadas durante 

o processo de electrospinning. Esses parâmetros podem ser divido em três grupos: 

parâmetros de processo, como campo elétrico aplicado, distância do coletor e taxa de 

alimentação; de solução, como viscosidade e condutividade e ambientais como umidade e 

temperatura (BABITHA et al., 2017).  

As soluções de álcool polivinílico (PVA) nas concentrações testadas (6, 8 e 10%) 

foram caracterizadas quanto a viscosidade aparente e condutividade elétrica, os resultados 

estão apresentados na Tabela 5. A condutividade elétrica das soluções diminuiu com o 

aumento da concentração do polímero. A alta condutividade elétrica resulta em maior 

mobilidade de íons e, consequentemente, com a aplicação de um campo elétrico eles 

tendem a ser direcionados com mais facilidade. Isso resulta em um alongamento maior do 

jato de polímero reduzindo o diâmetro das fibras (RAMAKRISHNA et el., 2005). Com a 

redução do diâmetro das fibras a área superficial aumenta, sugerindo que a condutividade 

elétrica alta se torna adequada para a formação de fibras. 

Independente da concentração de solução de PVA utilizada, considerou-se que a 

condutividade estava apropriada para desenvolvimento das fibras por electrospinning, pois 

as mesmas permitiram a formação de jato continuo e estável, levando a formação de fibras 

continuas. 

 

Tabela 5 - Condutividade elétrica e viscosidade aparente das soluções poliméricas 

Concentração de PVA (%) Condutividade elétrica (mS cm-1) Viscosidade aparente (cP) 

6 7530,0 ± 10,1a 483,2 ± 3,3c 

8 5792,0 ± 17,5b 681,6 ± 8,4b 

10 4364,0 ± 11,1c 1261,0 ± 13,2a 

*Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas são significativamente diferentes (p ˂ 0,05) pelo 
teste de Tukey. 

 

A viscosidade aparente das soluções aumentou com o aumento da concentração de 

polímero, o que era esperado pois o aumento da viscosidade geralmente é proporcional ao 

aumento de sólidos na solução (Tabela 5). Para o processo de electrospinning é necessária 
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uma viscosidade ideal da solução, a qual está relacionada a cada solução polimérica, que 

permite a formação de fibras contínuas, uniformes e sem a presença de beads 

(BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Soluções com viscosidade baixa não permitem a formação 

de fibras contínuas. Por outro lado, soluções com viscosidades elevada tornam o 

alongamento das fibras difícil e lento, além de resultar no aumento do diâmetro das mesmas 

(WEN et al., 2016).  

Segundo Neo et al. (2012), a influência da viscosidade da solução na formação de 

fibras pelo electrospinning pode ser explicada devido ao emaranhamento entre as 

moléculas que é forte suficientemente para estabilizar o jato eletrificado propiciando a 

formação de fibras ao invés de microesferas (Neo et al., 2012). O aumento da viscosidade 

da solução tende a evitar a formação de beads, no entanto, o diâmetro da fibra pode 

aumentar. O grau de emaranhamento da cadeia deve ser suficiente para manter o nível de 

viscosidade da solução e produzir um jato uniforme durante electrospinning e, assim, 

restringir os efeitos da tensão superficial, que desempenha um papel significativo na 

formação de beads (BHARDWAJ; KUNDU 2010).  

A morfologia e o diâmetro das fibras nas concentrações 6, 8 e 10% estão 

apresentadas na Figura 4. As fibras produzidas com 6% de PVA apresentaram beads, que 

está associado a baixa viscosidade da solução, enquanto as fibras com 10% de PVA 

apresentaram uma forma de fita, devido a espessura das fibras ser proporcional a 

concentração de sólidos presentes na solução. Os beads não são desejáveis para 

imobilização de enzimas, pois aumentam a relação massa/área de superfície, diminuindo a 

eficiência de carregamento (JIA et al., 2002). 

O aumento da viscosidade e a redução da condutividade na solução, efeitos da maior 

concentração de PVA, não influenciou sobre o processo de formação das fibras, porém 

causou um aumento no diâmetro das mesmas. As fibras produzidas a partir de 8% de PVA 

apresentaram uma morfologia cilíndrica e homogênea sem a presença de beads. Logo, 

através desses resultados, a concentração de 8% de PVA foi escolhida para o seguimento 

do estudo. 
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Figura 4 - Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e distribuição de diâmetro de fibras de PVA em 
diferentes concentrações: (a) 6%, (b) 8% e (c) 10% 

 

6.2. Fibras de XI-PVA e XI-β-CD-PVA 

 

6.2.1 Morfologia e distribuição de tamanho 

 

A morfologia, o diâmetro médio e a distribuição de diâmetro das fibras de XI-PVA e 

XI-β-CD-PVA em diferentes concentrações de enzima estão mostradas nas Figuras 5 e 6, 

respectivamente. A morfologia das fibras apresentou distribuição homogênea, lisa e 

superfície compacta. A adição da enzima modificou a morfologia das fibras, com leve 

aumento de diâmetro médio conforme a adição de enzima. Sendo seus diâmetros médios 

variando entre 271 e 449 nm para fibras de XI-PVA e 284 e 589 nm para fibras de XI-β-CD-

PVA. O diâmetro médio maior encontrado nas fibras com complexo de inclusão pode ser 

resultado das maiores dimensões moleculares do complexo xilanase- β-ciclodextrina que 

as encontradas nas fibras contendo apenas xilanase.  

(a) 

(b) 

(c) 
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A morfologia da fibra está associada a eficiência catalítica de enzimas imobilizadas 

devido a minimização dos efeitos de difusão de substratos e produtos durante a reação, 

além da melhoria da estabilidade operacional (ENGASSER; HORVATH,1973). Wu et al. 

(2005) descreveram que pequenas quantidades de beads não afetou a atividade da enzima 

imobilizada. Esses autores destacaram ainda que, o aparecimento de beads se intensificou 

com o aumento da concentração de enzima celulase imobilizada via electrospinning em 

fibras de PVA. 
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Figura 5 - Morfologia, diâmetro médio e distribuição de diâmetro das fibras de PVA sem enzima (a), XI-PVA 
0,5% de enzima (b), XI-PVA 1,0% de enzima (c), XI-PVA 1,5% de enzima (d), XI-PVA 2,0% de enzima (e) e 
XI-PVA 2,5% de enzima (f) 
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Figura 6 - Morfologia, diâmetro médio e distribuição de diâmetro das fibras de PVA sem enzima (a), XI-β-CD-
PVA 0,5% de enzima (b), XI-β-CD-PVA 1,0% de enzima (c), XI-β-CD-PVA 1,5% de enzima (d), XI-β-CD-PVA 
2,0% de enzima (e) e XI-β-CD-PVA 2,5% de enzima (f) 
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6.2.2 Difração de Raio-X (DRX) 

 

A difratometria é um método útil para a detecção de complexação de ciclodextrinas 

(XIAO et al., 2014). As ciclodextrinas, em seu estado cristalino, formam ligações de 

hidrogênio intra e intermoleculares que estabilizam a conformação da molécula e sua 

estrutura, gerando difratogramas bem definidos. Se ocorrer complexação, a cristalinidade 

das partículas é reduzida, com alterações nos perfis de difração da amostra (ABARCA et 

al., 2016 ; RAOOV; MOHAMAD; ABAS, 2014). Os padrões de DRX de β-CD, do complexo 

XI-β-CD, assim como da fibra de PVA e da fibra XI-β-CD-PVA são apresentados Figura 7.  

A Figura 7A apresenta o difratograma característico para β-CD. De acordo 

com Narayanan et al. (2017) , picos característicos em 2θ para β-CD geralmente aparecem 

em, aproximadamente, 9,1, 12,6, 22,5, 26,9, 31,9 e 34,7 °, indicando um alto grau de 

cristalinidade. Para o complexo XI-β-CD (Figura 7A), alguns picos tiveram sua intensidade 

e posição angular modificadas, indicando a ocorrência de uma possível mudança de 

fase. De acordo com Aytac et al. (2017) picos menos intensos é indicativo de formação de 

complexo de inclusão com a β-CD. 

O difratograma da fibra de PVA (Figura 7B) exibe picos no ângulo de difração 2θ de 

13,6, 29,7 e 41,4°, que são características de ângulos de difração para a fase cristalina de 

PVA (FERNANDES et al., 2013). Ao comparar a fibra de PVA e a fibra com XI-β-CD (Figura 

7B), observou-se um pequeno deslocamento de pico, de 18,3 para 19,4°, respectivamente. 

Este deslocamento de pico pode estar relacionado a presença do complexo de inclusão na 

fibra. Diferenças semelhantes em difratogramas de nanofibras preparados com complexo 

de inclusão foram observados por Canbolat; Savas; Gultekin (2017) ao estudar lacase-γ-

CD imobilizado em poli (ε-caprolactona) via electrospinning. 
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Figura 7 - Padrões de DRX de β-CD e XI–β-CD (A) e de fibra de PVA e XI–β-CD imobilizada em fibra de PVA 
(B). 

 

6.2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 

Os espectros de FTIR da XI, da β-CD e do complexo de inclusão XI-β-CD, 

apresentados nas Figuras 8A e 8B, respectivamente, mostram espectros de fibras de XI-

PVA, de XI-β-CD-PVA e da mistura física XI-β-CD-PVA (ausência de formação do complexo 

de inclusão), todos com concentrações de 1% de enzima. A Figura 8A de XI mostraram 

bandas em 2920 e 1530-1660 cm −1, que são atribuídas a absorbância por grupos amino 

de xilanases (ROBERGE et al., 2003). Para o espectro de β-CD, o alongamento O–H foi 

observado em 3380 cm-1 e a banda em 2925 cm −1 representaram alongamento C–H (Figura 

8A, indicado por setas). As bandas em 1158 cm −1 resultam na vibração do alongamento 

C–O e 1064 cm −1 representa o estiramento C–O–C. 

No complexo de inclusão XI-β-CD houve uma mudança nas bandas na posição 1064 

a 1072 cm -1. A ausência de bandas em 1064 e 1015 cm −1 que foram previamente 

determinadas no espectro de β-CD, pode estar relacionado ao envolvimento de C–O e C–

O–C ligados no arranjo do complexo. Além disso, observou-se uma banda em 1027 cm -1 

no espectro de complexo, que também foi encontrado no espectro da XI. 

Em relação aos grupos funcionais presentes nas fibras (Figura 8B), todas as 

amostras apresentaram uma vibração de alongamento C–N a 1379 cm −1 juntamente com 

as vibrações de alongamento simétricas de C–O em 1435 cm -1 que podem ser atribuídos 

a grupos amida de carbonila (CO–NH2) (ABARCA et al., 2016). Para fibra contendo o 

A B 
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complexo XI-β-CD-PVA não foi possível identificar a presença da banda em 1646 cm −1, 

que foi determinada para a fibra XI-PVA e para a fibra contendo a mistura física XI-β-CD-

PVA.  

A banda em 1646 cm -1 é atribuída a ligação C=O, então a ausência dessa banda 

sugere seu envolvimento no arranjo do complexo de inclusão. Além disso, quando a fibra 

da mistura física XI-β-CD-PVA foi analisada, bandas claras em 756 e 1156 cm -1 foram 

observadas, as quais foram suprimidas quando o complexo de inclusão XI-β-CD foi utilizado 

para imobilização em PVA. As bandas em 1097 e 3315 cm −1 observadas em todas as fibras 

estão associadas ao alongamento de C–O e a ligação de hidrogênio e álcool (O–H) do PVA, 

respectivamente (MORENO-CORTEZ et al., 2015). 

 

 
Figura 8 - Espectros de FTIR de XI, β-CD e XI–β-CD (A) e XI em fibras de PVA, complexo XI-β-CD em 
fibras de PVA e mistura física XI–β–CD em fibras de PVA (B) 

 

6.2.4 Análise térmica por Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) 

 

O termograma de Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) tem sido utilizada para 

verificar a formação de complexos de inclusão (WANG et al., 2011). A molécula hóspede é 

incorporada na cavidade de ciclodextrinas e isso provoca o deslocamento ou até mesmo o 

desaparecimento de pontos de fusão, ebulição ou sublimação (PINTO et al., 2015). As 

curvas DSC de β-CD, de XI, do complexo de inclusão XI-β-CD e da mistura física de XI-β-

CD estão mostrados na Figura 9. A curva de β-CD apresentou um único pico endotérmico 
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em 190,25 °C. Segundo Wang et al. (2011), este pico está relacionado com a perda de 

água no interior da cavidade hidrofóbica da β-CD.  

A XI utilizada no presente estudo exibiu um pico endotérmico em 179 °C. 

Comportamento endotérmico diferente foi observado no termograma do complexo XI-β-CD, 

onde o pico original observado em 179 °C alterou para 183 °C, o que indica interação entre 

XI e a β-CD, sugerindo a formação do complexo de inclusão. Comparando as áreas de pico 

e as temperaturas iniciais e de conclusão dos picos da mistura física XI-β-CD e do complexo 

de inclusão XI-β-CD apresentados na Figura 9, a área de pico inferior e as temperaturas 

iniciais e finais claramente estreitas observado para o complexo XI-β-CD, indica maior 

homogeneidade e interação de ambos os polímeros, observado pela fusão definida no 

termograma. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9 - Curvas de DSC de β-CD, XI, complexo de inclusão de XI-β-CD e mistura física de XI–β-CD 

 

6.3. Concentração ótima de imobilização 

 

O efeito da concentração de xilanase sobre a atividade da enzima imobilizada em 

fibras de XI-PVA e XI-β-CD-PVA foi investigado e comparado com a atividade da xilanase 

na forma livre, sob as mesmas condições reacionais (pH 6,0 e temperatura de 60 °C) 

(Figura 10). As forças eletrostáticas do processo de eletrofiação e as interações 

intermoleculares polares com o PVA, não afetaram a atividade enzimática da xilanase após 

o processo de imobilização por electrospinning. 
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A xilanase imobilizada apresentou maior atividade que a xilanase na forma livre para 

concentrações variando de 0,5 à 2,5%, para ambos os meios de imobilização: XI-PVA e XI-

β-CD-PVA (Figura 10). A maior atividade catalítica da enzima imobilizada pode ser atribuída 

a mínima resistência a difusão, visto que o substrato e o produto podem mover-se 

livremente dentro da rede de fibras porosas, aumentando assim a interação enzima-

substrato (CHRONAKIS, 2015). 

A atividade da xilanase imobilizada em fibras XI-PVA foi maior (p˂0,05), quando 

comparada em fibras XI-β-CD-PVA, independentemente da concentração. A menor 

atividade da enzima observada em fibras de XI-β-CD-PVA foi inesperada, considerando 

resultados previstos para lacase (CANBOLAT; SAVAS; GULTEKIN, 2017). A hipótese é 

que um empacotamento denso foi formado entre XI e β-CD na fibra, dificultando o acesso 

enzimático ao substrato. Logo, a premissa de uma liberação controlada da enzima 

utilizando a β-CD como encapsulante seria vantajosa. No entanto, neste primeiro momento, 

a β-CD foi capaz de interferir na taxa da catálise enzimática, retardando ou reduzindo o 

processo biológico ou especificidade da reação. Contudo, a β-CD pode exibir característica 

de inibidor reversível, levando a formação de um complexo em um sistema de equilíbrio e 

permanecendo constante até um certo tempo.   

Resultados similares foram encontrados por Jampala et al. (2017) quando 

imobilizaram xilanase em nano-híbridos utilizando quatro diferentes matrizes (alginato de 

sódio, quitina, sílica e membrana de nitrato de celulose). A nanofibra produzida com alginato 

de sódio apresentou menor constante de Michaelis (Km) e maior velocidade máxima 

(Vmax) em relação a xilanase na forma livre, indicando maior afinidade e alta reatividade 

com o substrato. 
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Figura 10 - Atividade enzimática em diferentes concentrações de xilanase 

 
A atividade enzimática, a capacidade de carregamento e a atividade específica da 

xilanase livre e imobilizada, em diferentes concentrações, estão mostrados na Tabela 6. A 

quantidade de enzima imobilizada por grama de fibra eletrofiada aumentou com o aumento 

da concentração de enzima. No entanto, a atividade da enzima nas fibras XI-PVA e XI-β-

CD-PVA não acompanhou os aumentos da capacidade de carregamento de forma 

semelhante. Isso explica a redução da atividade específica (atividade por mg de enzima 

imobilizada) de xilanase imobilizada quando a concentração inicial de enzima aumenta.  

Mehnati-Najafabadi; Taheri-Kafrani; Bordbar (2018) imobilizaram xilanase em 

diferentes concentrações (0,0 a 2,0%) em nanofibras superparamagnéticas de óxido de 

grafeno e relataram o aumento da atividade enzimática até certa concentração. Os autores 

sugeriram que a diminuição da atividade subsequente poderia estar relacionada a limitação 

de transferência de massa. Moreno-Cortez et al. (2015) ao imobilizarem papaína nas 

concentrações de 10 a 35 % em fibras de PVA via electrospinnig, observaram que na 

concentração de 13 % de enzima, a atividade específica da papaína nas fibras atingiu um 

valor máximo. Observou-se subsequente diminuição da atividade específica com o 

aumento da concentração de enzima. Os autores relacionaram estes resultados à limitação 

da enzima ao substrato devido ao aprisionamento desta no suporte sólido. 
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Tabela 6 - Atividade e capacidade de carregamento da xilanase pura e imobilizada 

Tratamento 
Concentração de 

Xilanase (%) 

Capacidade de 
carregamento (mg XI 
imobilizada/g fibra) 

Atividade 
enzimática 
(µM min -1) 

Atividade específica 
(µM/min/mg de XI 

imobilizada) 

     
Xilanase livre 1,5 - 184,44 - 

     

XI-PVA 

0,5 5,55 331,50 59,73 

1,0 10,66 336,85 31,60 

1,5 12,45 341,53 27,43 

2,0 15,99 393,68 24,63 

2,5 18,06 406,71 22,52 
     

XI-β-CD-PVA 

0,5 6,04 181,76 30,09 

1,0 9,52 196,13 20,60 

1,5 11,72 294,40 25,11 

2,0 13,59 307,77 22,65 

2,5 16,03 337,86 21,08 

 

6.4. Influência da temperatura na atividade de xilanase imobilizada  

 

A melhora na atividade da xilanase em diferentes temperaturas é importante para 

ampliar as aplicações industriais de xilanase bem como a eficiência de processos industriais 

usando esta enzima. A atividade relativa da xilanase livre e das fibras XI-PVA e XI-β-CD-

PVA foi determinada nas temperaturas entre 40 e 80 °C a pH 6,0 e está apresentado na 

Figura 11. A maior atividade enzimática para cada um dos três tratamentos foi considerada 

como 100% da atividade relativa. Os valores absolutos da atividade enzimática da xilanase 

livre e imobilizada em função da temperatura está apresentado no Apêndice 1. 

A xilanase livre exibiu temperatura ótima em 60 °C, enquanto que para xilanase 

imobilizada na fibra XI-PVA e XI-β-CD-PVA a temperatura ótima da reação aumentou para 

70 °C. A xilanase imobilizada em PVA permitiu maior atividade enzimática em 40, 50, 70 e 

80 °C do que a xilanase livre (Figura 11). A redução da atividade na maior temperatura 

estudada (80 °C) sugere uma alteração na conformação da xilanase ou desnaturação da 

proteína (JAMPALA et al., 2017). 

 É de grande relevância o aumento significativo (p˂0,05) na atividade da xilanase 

principalmente em 70 e 80 °C (Apêndice 1), o que torna a imobilização de xilanase em fibras 

de PVA via electrospinning promissora para melhoria da estabilidade térmica da enzima. 

Segundo DICOSIMO et al. (2013), a imobilização torna as enzimas menos acessíveis as 

interações causadas por agentes inibidores e desnaturantes, o que as torna menos 

expostas a esses agentes (DICOSIMO et al., 2013).  
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Esses resultados estão de acordo com relatos anteriores de Pinto et al. (2015), que 

imobilizaram a tripsina em nanofibras de poli (ε-caprolactona) preparadas via 

electrospinning. Esses autores encontraram atividades maior na tripsina em faixa de 

temperatura mais alta ao comparar enzima imobilizada e tripsina livre, atribuindo este 

comportamento as menores taxas de desnaturação da enzima imobilizada, devido ao 

aprisionamento da enzima e sua menor flexibilidade. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 11 - Atividade relativa da xilanase livre e imobilizada em função da temperatura 

 

6.5. Influência do pH na atividade de xilanase imobilizada  

 

A atividade relativa para xilanase livre, XI-PVA e XI-β-CD-PVA foi determinada em 

função do pH e está apresentado na Figura 12. Os valores absolutos da atividade 

enzimática da xilanase livre e imobilizada em função do pH está apresentado no Apêndice 

1. A xilanase imobilizada em PVA exibiu maior (p˂0,05) atividade relativa em ampla faixa 

de pH, com valores maiores em pH 4, 5, 7 e 8, em comparação com a xilanase livre. 

 A maior diferença na atividade enzimática foi encontrada no pH 8, entre xilanase 

imobilizada em fibras XI-PVA e xilanase na forma livre, onde os valores médios foram 

313,79 e 144,33 μM min -1, respectivamente (Apêndice 1). Resultado semelhante foi 

relatado para xilanase imobilizada em monoacrilato de polietilenoglicol (PEGMA), onde a 
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xilanase imobilizada apresentou maior atividade em pH’s extremamente ácidos e básicos, 

em comparação com a xilanase livre (AKDEMIR; DEMIR; KAHRAMAN, 2011). Segundo 

Moreno-Cortez et al. (2015), melhorias na atividade catalítica das enzimas imobilizadas são 

atribuídas a mobilidade reduzida na estrutura tridimensional da proteína dentro das fibras 

eletrofiadas, reduzindo os efeitos de pH e temperatura na desnaturação da enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Atividade relativa da xilanase livre e imobilizada em função do pH 

 

Neste estudo, ao final da reação, independentemente do pH e da temperatura 

utilizados, as fibras eletrofiadas foram completamente solubilizadas. Embora houvesse um 

aumento na função catalítica da xilanase, a recuperação da enzima não foi possível uma 

vez que a fibra foi completamente solubilizada. A este respeito, a tese seguiu o estudo de 

xilanase imobilizada em fibras de PVA via electrospinning, utilizando a reticulação com 

glutaraldeído na fase vapor, afim de reduzir a solubilidade das fibras. 

 

6.6 Efeitos do tempo de imersão nas fibras XI-PVA reticuladas 

 

Apesar das vantagens atribuídas as fibras de PVA produzidas via electrospinning 

alguns problemas associados com esse material de suporte são relatados, tais como a alta 

solubilidade em meios aquosos. A atividade enzimática da xilanase imobilizada em fibras 

XI-PVA reticuladas por 30, 60, 90 e 180 min foram determinadas em diferentes tempos de 
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imersão (Figura 13). O aumento do tempo de reticulação afetou a atividade enzimática das 

fibras. A atividade catalítica das fibras XI-PVA reticuladas por 90 e 180 min foi menor (p ≤ 

0,05) do que a observado nas fibras reticuladas por 30 e 60 min (Figura 13). 

A alta atividade enzimática da xilanase nas fibras XI-PVA acondicionadas por 6 h de 

imersão podem ser atribuídas a dessorção inicial e a difusão rápida da enzima na superfície 

da fibra para o meio de dissolução. A reticulação com glutaraldeído nas fibras XI-PVA 

mostraram aumento na atividade enzimática quando a imersão foi aumentada de 6 para 36 

h. Esse comportamento pode ser observado principalmente entre 24 e 36 h de imersão, 

quando um aumento substancial na atividade enzimática foi observado, devido a difusão 

do estado sólido das fibras de PVA reticuladas (Figura 13). 

O uso de polímeros com baixa solubilidade facilita a preservação da integridade 

estrutural e mecânica da fibra para manuseio em meio aquoso e, portanto, a reutilização da 

enzima com atividade catalítica. Assim, o uso de materiais alternativos para reduzir a 

solubilidade da fibra e aumentar a interação entre o material de suporte e a enzima 

contribuem para a eficiência do processo (JAMPALA et al., 2017). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Efeitos do tempo de reticulação e de solubilização das fibras de XI-PVA reticuladas com 

glutaraldeído. 
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6.7 Caracterização da fibra XI-PVA reticulada 

 

A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a morfologia 

das fibras XI-PVA reticuladas por 180 min e comparar com as fibras não reticuladas, 

conforme mostradas na Figura 14. A fibra não reticulada (Figura 14A) revelou a formação 

de fibras cilíndricas uniformes em orientação aleatória. Enquanto a fibra reticulada 

apresentou estruturas mais densas e compactadas (Figura 14B). Resultados semelhantes 

foram observados por Wu; Yuan; Sheng, (2005) quando celulase foi imobilizada em fibras 

de PVA reticuladas com glutaraldeído. Os autores observaram que após a reticulação, as 

nanofibras tornaram-se densamente compactadas devido a conglutinação entre as 

moléculas de PVA e, como resultado, a área de superfície foi reduzido, tornando o acesso 

do substrato a enzima mais difícil. 

A mudança na estrutura da fibra pode contribuir para atrasos na liberação da enzima 

devido a diminuição da área superficial disponível para dissolução. Mudanças na morfologia 

da fibra após reticulação química por processo de adsorção foram relatadas por Amaly et 

al. (2018). Os autores modificaram membranas de poli (álcool vinílico-etileno) nanofibrosas 

com 3-sulfobenzoato, obtendo membranas carregadas negativamente com grupos 

sulfonato. As membranas modificadas com solução de sulfonato 5% mostraram diâmetro 

de fibra maior quando comparado a membrana não modificada (AMALY et al., 2018). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 14 - MEV das fibras XI-PVA: A) Não reticulada e B) Após 180 min de reticulação. 
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Grupos funcionais das fibras reticuladas foram avaliados por análise de FTIR. O 

espectro da fibra não reticulada foi analisado e incluído para comparação (Figura 15). A 

interação entre PVA e glutaraldeído pode ocorrer através da formação de grupo C-O-C 

entre o -OH da típica estrutura do PVA e o –C- da molécula do glutaraldeído (HOMAEI et 

al., 2013). 

A reticulação de PVA com glutaraldeído foi confirmada pela presença de bandas de 

absorção em 1100 cm -1 para grupos alifático de glutaraldeído e a banda de absorção em 

1725 cm -1 para os grupos de aldeído (Figura 15). Semelhantes resultados foram 

encontrados por Moreno-Cortez et al. (2015), que realizou o tratamento de reticulação com 

glutaraldeído em fibras de PVA contendo a enzima papaína. Segundo Shaikh et al. (2012), 

a banda de absorção em 1150 cm -1 caracteriza o sucesso do processo de reticulação, 

indicando a formação de ligações C–O–C, produzidas por uma reação entre o grupo –OH 

da molécula de PVA e o –C– da molécula de glutaraldeído (Shaikh et al., 2012). 

Grupos amida carbonil (CO–NH2) dentro da matriz fibrosa são representados por 

uma vibração de alongamento C–N em 1379 cm − 1 junto com vibrações de alongamento 

simétrico de C–O em 1435 cm − 1 (MORENO-CORTEZ et al. 2015). A molécula de xilanase 

pode interagir com os grupos reativos dos agentes de reticulação, como grupos -CHO do 

glutaraldeído. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 15 - FTIR das fibras XI-PVA não reticulada, reticulada por 30 min e reticulada por 180 min 
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A estabilidade das fibras reticuladas com vapor de glutaraldeído foi analisada por 

termogravimetria. A temperatura inicial de decomposição, a análise diferencial térmica 

(TDA) e a porcentagem dos resíduos em 400 e 600 °C são mostrados na Tabela 7. As fibras 

reticuladas mostraram perda de massa inicial em temperaturas mais altas quando 

comparadas com fibras não reticuladas, sugerindo estabilidade térmica. 

Três etapas principais de perda de massa foram observadas. A primeira foi atribuída 

a evaporação da água não ligada absorvida pelo PVA e a segunda conhecida como a 

evaporação de água ligada. Na terceira etapa, a decomposição da fibra ocorreu a uma 

temperatura de aproximadamente 356 °C. A temperatura de degradação nas fibras de PVA 

reticuladas aumentaram, conforme aumentou do tempo de reticulação, devido a interação 

da ligação de hidrogênio entre os grupos hidroxila do glutaraldeído e do PVA, que está em 

concordância com observações feitas em nossos resultados de FTIR (Figura 15). 

Os maiores valores de temperatura inicial de decomposição das fibras foram 

observados conforme o maior tempo de reticulação (Tabela 7), mostrando que as fibras 

reticuladas começam a se decompor em temperaturas maiores (Tabela 7). Comportamento 

semelhante foi observado em fibras de α-amilase-PVA reticuladas com glutaraldeído 

(PORTO et al., 2019). Segundo o Porto et al. (2019) e Tang et al. (2014), o processo de 

reticulação favorece a ligação covalente entre a enzima e a fibra, isso pode aumentar a 

inflexibilidade da estrutura da enzima, aumentando sua rigidez e causando uma melhoria 

na estabilidade térmica. 

Embora as fibras reticuladas mostrem maior temperatura de decomposição, elas 

tinham uma estrutura mais frágil após o início do seu processo de decomposição, uma vez 

que perderam mais massa nas temperaturas de 400 e 600 °C, quando comparada a fibras 

não reticuladas (Tabela 7). Em resumo, o aumento no tempo de reticulação resultou em 

maior perda de peso nas fibras, independentemente da temperatura analisada. Este fato 

pode ser devido ao maior número de grupos hidroxila em torno da estrutura, devido a 

reticulação com glutaraldeido (JALAJA; JAMES, 2015). 
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Tabela 7 - Propriedades termogravimétricas das fibras XI-PVA reticuladas com glutaraldeído 

 

6.8 Reuso da fibra XI-PVA reticulada 

 

Para examinar o comportamento de reutilização da fibra, as fibras XI-PVA que foram 

reticulados por 180 min foram submetidos a quatro ciclos de solubilização e centrifugação. 

A atividade catalítica foi avaliada em intervalos de tempo repetidos afim de determinar a 

atividade residual da enzima (Figura 16). A reticulação reteve cerca de 19% da atividade 

inicial no primeiro ciclo de reutilização, para XI-PVA.  

A fibra XI-PVA não reticulada mostrou aumento (p ≤ 0,05) na atividade enzimática 

no primeiro ciclo, enquanto as fibras reticuladas exibiram atividade enzimática baixa no 

primeiro ciclo (p ≤ 0,05). No entanto, o oposto ocorreu no segundo ciclo. A atividade 

enzimática pronunciada no primeiro ciclo para fibra XI-PVA não reticulada pode ser 

atribuída a dessorção inicial e difusão rápida da enzima da superfície da fibra para o meio 

de dissolução. A enzima xilanase provavelmente interagiu com os grupos reativos do 

agente de reticulação, como descrito nos resultados de FTIR. Embora, a reticulação nas 

fibras XI-PVA com glutaraldeído não causou perda de enzima atividade, como mostrado na 

Figura 16. 

 No quarto ciclo, observou-se baixa atividade enzimática. A principal causa da perda 

de atividade catalítica pode estar relacionada a fraca interação entre a enzima imobilizada 

e o suporte, causado pelo quarto ciclo de uso repetido (Hehman et al., 2013). Além disso, 

após os ciclos de reutilização, é possível que a natureza hidrofílica das cadeias de PVA que 

não foram reticuladas causem uma perda gradual do tecido fibroso das fibras de PVA. Isso 

pode reduzir a área superficial total da fibra, além de diminuir a eficácia da função catalítica 

da enzima imobilizada (SATHISHKUMAR et al., 2014). Estudos futuros podem ser 

realizados afim de produzir o material fibroso com manutenção morfológica após o reuso. 

 

Fibras 
Tempo de 
reticulação 

(min) 

Temperatura de 
decomposição 

inicial (°C) 
Picos de DTG (°C) 

Perda de massa (%) 

400 °C 600 °C 

XI-PVA 

controle 283,23 42,24; 182,07; 356,29; 441,53. 49,50 72,95 

30 293,25 53,18; 188,26; 371,33; 445,19. 51,71 76,91 

60 295,54 60,90; 368,33; 439,11. 52,96 78,30 

90 298,51 54,48; 183,83; 364,67. 56,01 73,22 

180 305,92 59,12; 184,52; 377,66. 53,90 77,79 



59 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16 - Reuso das fibras XI-PVA reticuladas com glutaraldeído 

 

6.9 Estabilidade no armazenamento da fibra XI-PVA reticulada  

 

A estabilidade no armazenamento é um dos principais fatores que afeta a avaliação 

final e a seleção de qualquer enzima industrialmente importante. Para avaliação da 

estabilidade de armazenamento, fibras XI-PVA reticuladas foram armazenadas a 5 ou 22 

°C em tampão de fosfato (pH 6), e a atividade enzimática foi determinada durante um 

período de 28 dias (Figura 17). 

 As ligações intermoleculares entre as fibras de PVA, formado pela reação de 

reticulação com glutaraldeído, aparentemente teve um efeito positivo durante o tempo de 

armazenamento no comportamento enzimático da xilanase imobilizada. A xilanase 

imobilizada reteve quase 20% da sua atividade após 28 dias de armazenamento a 5 °C, 

que indica maior resistência a difusão enfrentada pela enzima nas fibras reticuladas. 

Os resultados desse estudo concordam com relatórios anteriores de Kumar et al. 

(2017) em que a xilanase foi imobilizada em alginato de cálcio e reticuladas com 

glutaraldeído. Os autores alegaram reter 80% da atividade inicial da xilanase à 4 °C após 

30 dias. Além disso, Bhushan; Pal; Jain, (2015) relataram que a melhor estabilidade de 

armazenamento de xilanase imobilizada pode ser devido ao melhor contato físico, a maior 

rigidez estrutural ou a boa estabilização da enzima quando o suporte sofre reticulação com 

glutaraldeído. 
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Figura 17 - Armazenamento das fibras XI-PVA reticuladas com glutaraldeído 

 

6.10 Morfologia da fibra XI-PVA reticulada após ciclos de reuso 

 

A morfologia após cada reuso das fibras XI-PVA reticuladas por 180 min com 

glutaraldeído na forma de vapor está apresentado na Figura 18. No primeiro ciclo é possível 

observar a perda da estrutura fibrosa. No terceiro ciclo, com reuso sucessivo, é possível 

observar membranas de PVA, onde o polímero está quase totalmente fundido e sem 

estrutura. No quarto ciclo não foi possível obter amostra para análise devido alta 

solubilização sofrida pelo material de suporte. 

 
 

 
Figura 18 - MEV das fibras de XI-PVA reticuladas por 180 min após ciclos de reuso 
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6.11 Aplicação da fibra XI-PVA reticulada em solução padrão de β-glucana 

 

A solução de β-glucana foi preparada para simular uma solução de névoa e avaliar 

o comportamento catalítico da xilanase imobilizada. A turbidez da solução de β-glucana foi 

determinada antes e depois a adição da xilanase na forma livre e da fibra XI-PVA reticulada 

por 180 min (Figura 19). Observou-se que a adição de xilanase reduziu a turbidez da 

solução. A redução da turbidez na solução de β-glucana não teve diferença significativa (p 

≤ 0,05) entre a xilanase livre e a fibra XI-PVA. No entanto, as fibras XI-PVA que foram 

reticuladas por 180 min apresentam vantagens na reciclagem. A reutilização de enzimas 

reduz custos de produção e amplia a aplicação da xilanase nas indústrias.  

A simulação descrita é precisa, confiável e simples e, a partir dela foi possível 

demonstrar que as fibras reticuladas contendo xilanase podem ser usadas para reduzir os 

níveis de β-glucana. Além disso, o método pode ser usado para determinar mudanças na 

turbidez em diferentes temperaturas e pH’s e avaliar a estabilidade da xilanase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 - Alterações na turvação da solução padrão de β-glucana com da adição de xilanase livre e fibra 
XY-PVA reticulada por 180 min 

*Barras exibindo diferentes letras minúsculas indicam diferenças significativas (P ≤ 0,05). 
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7 Considerações finais 

 

O presente estudo forneceu informações valiosas para as indústrias que utilizam 

xilanase em seu processo, com o propósito de melhorar a estabilidade enzimática em 

condições extremas de pH e temperatura, além de reduzir os custos de produção devido a 

reutilização de enzimas. É possível imobilizar enzimas em fibras de PVA pela técnica de 

electrospinning, melhorando a estabilidade operacional da xilanase, uma vez que o 

processo pode alterar propriedades da enzima, produzindo biocatalisadores com elevada 

atividade em diferentes temperaturas e pHs. 

 A melhoria da atividade da xilanase pode ser resultado de uma conformação da 

enzima mais eficiente obtida após a imobilização, como sugerido pelos resultados de FTIR. 

A atividade ótima da xilanase foi alterada de 60 para 70 °C quando a enzima foi imobilizada 

em fibras de PVA. As fibras exibiram diâmetro variando de 200 a 600 nm, dependendo da 

concentração de enzima imobilizada. Além disso, o uso do complexo de inclusão entre 

xilanase e β-ciclodextrina favoreceu a formação de fibras mais grossas. Todas as fibras 

exibiram uma superfície lisa e sem beads.  

O vapor de glutaraldeído favoreceu a retenção da enzima na fibra, auxiliando na 

liberação mais uniforme e controlada da xilanase para o meio de reação. Houve melhorias 

nas propriedades térmicas, bem como na eficiência de reciclagem e de armazenamento 

nas fibras reticuladas, em comparação com fibras não reticuladas. As fibras reticuladas 

foram capazes de apresentar atividade enzimática satisfatória em até 3 ciclos de 

reutilização. A enzima livre e a imobilizada em fibras de PVA reticuladas por 180 min foram 

capazes de reduzir a turbidez da solução de β-glucana de forma semelhante. No entanto, 

apenas as fibras reticuladas possuem a vantagem da reciclagem. Apesar do sucesso com 

o vapor de glutaraldeído, existem melhorias e modificações a fazer, sobretudo na 

perspectiva de tornar a fibra menos solúvel, com liberação controlada e reutilizável.  
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Tabela 1 – Valores da atividade enzimática da xilanase livre e imobilizada em função da temperatura 

Temperatura (°C) 
Métodos de 

imobilização 

Atividade enzimática 

Valores absolutos (µM min -1) Valores relativos (%) 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01448617
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01448617/102/supp/C


78 
 

 

40 

XI-PVA 312,45 71,42 

XI-β-CD-PVA 178,76 49,07 

    

50 
XI-PVA 329,83 75,39 

XI-β-CD-PVA 227,22 62,37 

    

60 
XI-PVA 400,02 91,44 

XI-β-CD-PVA 303,43 83,29 

    

70 
XI-PVA 437,46 100 

XI-β-CD-PVA 364,26 100 

    

80 
XI-PVA 351,28 80,29 

XI-β-CD-PVA 297,07 81,56 

 

Tabela 2 – Valores da atividade enzimática da xilanase livre e imobilizada em função do pH 

pH 
Métodos de 

imobilização 

Atividade enzimática 

Valores absolutos (µM min -1) Valores relativos (%) 

4 

XI-PVA 318,80 89,15 

XI-β-CD-PVA 233,90 80,54 

    

5 
XI-PVA 345,87 96,72 

XI-β-CD-PVA 257,30 88,60 

    

6 
XI-PVA 357,57 100 

XI-β-CD-PVA 290,39 100 

    

7 
XI-PVA 326,16 91,21 

XI-β-CD-PVA 253,29 87,22 

    

8 
XI-PVA 313,79 87,75 

XI-β-CD-PVA 242,26 83,42 

APÊNDICE 2 
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Figura 1 – Curva padrão BSA 

 

 

 

Figura 2 – Curva padrão da xilose 
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Figura 3 – Curva padrão de Formazina 

 

 

 

 

 

y = 17,87x + 32,386
R² = 0,983

0

200

400

600

800

1000

0 10 20 30 40 50

A
b
s
o
rb

â
n
c
ia

 (
5
8
0
 n

m
)

Concentração de Formazina (FTU)


	249f5665eca8ead7753e5ac54e90030dd33a5b196a174783088a024520647efd.pdf
	249f5665eca8ead7753e5ac54e90030dd33a5b196a174783088a024520647efd.pdf
	249f5665eca8ead7753e5ac54e90030dd33a5b196a174783088a024520647efd.pdf

