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RESUMO

A prospeccao de enzimas fungicas tem sido amplamente estudada nos ultimos
anos, principalmente utilizando a Fermentacdo em Estado Sélido (FES). A procura por
enzimas microbianas, principalmente de fungos filamentosos, capazes de degradar
material lignocelulésico, tem despertado grande interesse para processos
biotecnoldgicos como, por exemplo, na producéo de bioetanol, a partir do bagaco de
cana-de-acucar. Fungos do género Aspergillus sdo reconhecidos como O6timos
produtores de enzimas do complexo celulolitico e hemicelulolitico, e a busca por novas
linhagens com potencial de producéo destas torna-se um grande desafio. Aspergillus
labruscus ITAL 22.223 é um fungo filamentoso recentemente isolado no sul do Brasil
e, por este motivo, ndo ha estudos na literatura sobre seu potencial de produzir
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas. Diante do exposto, este estudo visou a
producdo e quantificagcdo de enzimas do complexo celulolitico (celulase total,
endoglucanase e B-glicosidase) e hemicelulolitico (xilanase), a partir de fermentacéo
em estado solido utilizando residuos/produtos agroindustriais como substratos. Neste
contexto, a maior atividade enzimatica de xilanase foi obtida na presenca de farelo de
trigo (74,83 U/g de substrato) e de [(B-glicosidase em farelo de aveia (6,35 U/g de
substrato) como substratos/fontes de carbono. Sendo a producao de xilanase em FES
a que mais se destacou, algumas caracteristicas da enzima contida no extrato bruto
foram determinadas. Apresentou temperatura 6tima de reacdo de 55 °C e pH 6timo
de 5,5. Comrelacao a estabilidade térmica, a enzima manteve sua atividade acima de
50% quando incubada a 45°C por 180 minutos. No que diz respeito a estabilidade ao
pH, a enzima apresentou Tso de 3 horas quando mantida em valores de pH de 5,5 a
10. Quanto a resisténcia a solventes e compostos, de modo geral, a atividade
xilanasica foi reduzida para a maioria dos compostos analisados. Este estudo
indentificou que o fungo Aspergillus labruscus ITAL 22.223 produz niveis significativos
de xilanase quando cultivado em farelo de trigo, e enzimas do complexo celulolitico,
como [-glicosidase e endoglucanase em farelo de aveia e soja moida,
respectivamente, sendo todas de grande interesse biotecnoldgico possibilitando

direcionar diversos estudos para futuras aplicacdes industriais.

Palavras chaves: Aspergillus, Celulase, Fermentacdo em Estado Sélido, Residuos

agroindustriais, Xilanase.



ABSTRACT

Prospecting of fungal enzymes has been largely studied in recent years,
especially by means of Solid-State Fermentation (SSF). The search for
microorganisms’ enzymes able to degrade lignocellulosic material, mainly those of
filamentous fungi, has attracted interest for application in biotechnological processes,
such as in production of cellulosic ethanol from sugarcane bagasse. Aspergillus
species are well known for their capability to produce cellulosic and hemicellulosic
enzymes complex and the search for strains with this potential is an important
challenge. Aspergillus labruscus ITAL 22.223 is a filamentous fungus recently isolated
in south of Brazil with unknown potential to produce cellulolytic or hemicellulolytic
enzymes. This study aimed the production and quantitation of enzymes of the complex
cellulolytic (total cellulose, endoglucanase and and B-glucosidase) and hemicellulolytic
(xylanse) obtained under solid-state fermentation using agroindustrial waste and
product as substrates. According to this, the greatest enzymatic productions of
xylanase (74.83 U/g of substrate) and B-glucosidase (6.35 U/g of substrate) were
obtained using wheat bran and oat bran as substrates during SSF fermentation,
respectively. Taking in account the best production of xylanase in SSF, some
biochemical characteristics were determined for the enzyme contained in the crude
extract. Optimal of temperature for enzyme activity was 55°C and optimal pH was 5.5.
Regarding its thermal stability, the enzyme kept its activity above 50%, when incubated
at 45°C for 180 minutes. For pH conditions, the enzyme presented half-life (Tso) of 3
hours at pH range 5.5-10. As for resistance to solvents and compounds, xylanase
activity was generally reduced for most analyzed. This study identified that the fungus
Aspergillus labruscus ITAL 22.223 produces significant levels of xylanase when grown
in wheat bran, and enzymes of the cellulolytic complex, such as B-glycosidase and
endoglucanase in oat bran and ground soybeans, respectively, all of them of great
biotechnological interest making it possible to direct several studies for future industrial

applications.

Keywords: Aspergillus, Cellulase, Solid-State Fermentation, Agro industrial
residues, Xylanase.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma vasta biodiversidade que ocupa lugar importante na economia
nacional, sendo o setor agroindustrial responsavel por 40% do PIB brasileiro. Neste
contexto, o bioprocessamento da enorme variedade de residuos agricolas e
agroindustriais gerados tem grande interesse econdmico (BRASIL. Ministério do Meio
Ambiente, 2010; RAMOS, 2000). Muitos destes bioprocessos tém sido desenvolvidos
em larga escala utilizando diversos residuos lignocelulésicos como substratos para
producdo de varias moléculas com valores agregados consideraveis, como proteinas,
acidos orgéanicos, etanol, enzimas e metabdlitos secundarios biologicamente ativos
(ALEXANDRINO et al., 2007). A principal vantagem de se utilizar estes residuos é
favorecer a diminuicdo de problemas ambientais causados pelo acumulo destes na
natureza (VIRMOND, 2011).

O bagaco de cana-de-acgucar, por exemplo, € um dos residuos industriais que
possui valor agregado ainda pouco aproveitado, pois a cada tonelada de cana-de-
acucar moida cerca de 250 quilogramas deste residuo sdo gerados (ANDRIETTA,
2009); 75% do bagaco de cana sao destinados para incineracdo a fim de se obter
vapor para producdo de energia elétrica e os 25% restantes sado estocados ou
depositados em aterros, 0os quais poderiam ser utilizados para a producéao de etanol
de segunda geracdo (DAWSON; BOOPATHY, 2008). Desta forma, muitos estudos
estdo sendo direcionados para conversao bioquimica da celulose e da hemicelulose
presente neste residuo para producao deste biocombustivel (JOHNSON, 2016).

Além do bagaco de cana-de-agUcar, diversos residuos e produtos
agroindustriais como mandioca, soja, beterraba, batata doce, farelo e palha de trigo e
arroz, casca de soja, milho e arroz, residuos da industria de processamento de café
(polpa e casca), entre outros, sdo utilizados em pesquisas para aproveitamento em
bioprocessos por conterem em sua composicdo material lignocelulésico (PANDEY;
SOCCOL; MITCHELL, 2000).

1.1 Biomassa lignocelulésica: celulose, hemicelulose e lignina

Em geral, o termo biomassa define-se como qualquer matéria de origem vegetal

que dispde de bioenergia e que pode ser processada para fornecer formas
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bioenergéticas mais elaboradas e adequadas para o uso final. As biomassas
lignocelulésicas sdo constituidas por trés principais fragdes poliméricas: celulose,
hemicelulose e lignina (Figura 1), além de proteinas, lipideos e composto inorganicos.
Sua composicdo, em quantidades, depende de diversos fatores como o tipo de
vegetal, condicbes de crescimento e tempo de colheita, entre outros (PANDEY;
SOCCOL; MITCHELL, 2000; SILVA, 2010).

Figura 1. Esquema da parede celular vegetal.
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Fonte: Volynets, Ein-Mozaffari e Dahman (2017), adaptado pela Autora (2018).

1.1.1 Celulose

A celulose é um polissacarideo composto por até 15.000 unidades de [B-D-
glicose unidas através de liga¢fes glicosidicas do tipo B-D(1,4) (Figura 2) (ARANTES
e SADDLER, 2010). Nos vegetais, os polimeros de glicose sao unidos paralelamente
por ligacdes de hidrogénio intramolecurares e intermoleculares, e forcas de Van der
Walls na estrutura cristalina, denominada fibrila elementar altamente ordenada,
consistindo em cerca de 40 cadeias de glicano, formando as fibrilas da celulose
(JEFFRIES, 1990; BAYER; LAMED, 1992; MARTINEZ et al, 2005; BIDLACK;
MALONE; BENSON, 1992; SILVA, 2010). A juncao destas fibrilas d& a formacéo das

microfibrilas, onde distinguem-se regides cristalinas que sao conhecidas por serem de
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elevada organizacao, onde a fibra tem maior resisténcia a tracéo, ao alongamento e
a solvatacao devido a grande quantidade de ligagBes de hidrogénio presente e regides
amorfas, menos organizadas, onde a fibra apresenta maior grau de flexibilidade
devido ao menor numero de ligages de hidrogénio presente (RABELO, 2010).

Figura 2. Estrutura da cadeia linear da celulose, formada por unidades de
celobiose.
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Fonte: Da Luz, Gongalves e Del’Arco Jr. (2006)

O grau de polimerizacdo e o indice de cristalinidade da celulose sao
propriedades de extrema importancia para a classificacéo dos polimeros celuldsicos.
Enquanto que o grau de polimerizacdo informa a frequéncia relativa das ligacdes
glicosidicas internas e terminais, definido com base no niumero médio de monémeros
e na massa media do polimero, o indice de cristalinidade esta associado a reatividade
do substrato e pode ser quantificado pelo método de difracéo de raios X (D’ALMEIDA,
1988). Estas caracteristicas, junto com o envoltério de lignina, conferem a
macromolécula de celulose grande resisténcia a hidrélise, indicando um grande
desafio para a utilizacdo dos materiais lignocelulésicos em aplicacdes biotecnolégicas
(ARANTES; SADDLER, 2010).

No entanto, no que diz respeito a hidrélise da celulose, principalmente através
da acédo das enzimas que compdem o complexo celulolitico, esta pode ser facilitada
guando as fibras da celulose sdo imersas em agua ou em certos solventes organicos,
sofrendo intumescimento. Este intumescimento pode ser intercristalino ou
intracristalino, sendo que o agente intumescedor intercristalino (geralmente a agua)
penetra nas regibes amorfas e o agente intumescedor intracristalino penetra nas
regides cristalinas, que pode ser efetuado pelo uso de solu¢des concentradas de

acidos e bases fortes e de solucdes salinas (RABELO, 2010).
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1.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose, também chamada de poliose, é um heteropolimero altamente
ramificado composto por residuos de hexoses (D-glicose, D-galactose, D-manose, D-
ramnose), pentoses (D-xilose e L-arabinose) e &cidos urénicos. A variedade de
ramificacoes e ligacdes, assim como a presenca de diferentes unidades monoméricas,
contribui para a complexidade da estrutura hemicelulésica e suas diferentes
conformacdes (KOOTSTRA et al., 2009).

Sendo o segundo tipo de polissacarideo mais importante da parede celular
vegetal, a hemicelulose corresponde entre 15 a 45% da sua composicao e interage
com as fibras da celulose através de ligacdes de hidrogénio e a lignina por interacdes
covalentes, proporcionando elasticidade. Apresentam baixa massa molecular (100-
200 unidades glicosidicas) e ndo possuem regides cristalinas, sendo mais suscetivel
a hidrdlise acida, apresentando, geralmente, grau de polimerizagcdo bem menor que o
da celulose (FENGEL; WEGENER, 1989; AFONSO, 2012; PALMA, 1993; OGATA,
2013; SILVA, 2010).

As hemiceluloses sao, geralmente, classificadas de acordo com o residuo de
acucar da cadeia principal como, por exemplo, xilanas, mananas e glucanas. Existem,
também, diferentes subclasses de hemiceluloses, dentre elas, as glucoroxilanas,
arabinoxilanas, mananas lineares, glicomananas, galactomananas, B-glucanas e
xiloglucanas. Algumas tem funcéo de estabilizar a parede celular vegetal através de
ligacOes de hidrogénio com a celulose e de ligagdes covalentes com a lignina. Outras
podem ser utilizadas como energia extracelular e mecanismo de retencéo de dgua em
sementes (WYMAN et al., 2005; OGATA, 2013).

1.1.2.1 Xilanas

As xilanas sdo polissacarideos predominantemente encontrados em madeiras
duras e biomassa herbacea. S&o constituidas por monémeros de xilose e podem ser
divididas em duas categorias: homoxilana e heteroxilanas (ZHOU et al., 2016).

As homoxilanas sao formadas por apenas residuos de D-xilose, que incluem [3-

1,4-D-xilana, B-1,3-D-xilana e B-1,3;1,4-D-xilana (Figura 3 a). As heteroxilanas podem
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ser classificadas em glucuroxilana (Figura 3 b), arabinoxilana (Figura 3 c) e

glucuronoarabinoxilana/arabinoglucuroxilana (Figura 3 d).

Figura 3. Estrutura das homoxilanas e heteroxilanas. Homoxilanas (a), Heteroxilanas:
glucoroxilana (b), arabinoxilana (c) e glucuronoarabinoxilana/arabinoglucuroxilana (d).
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Fonte: Zhou et al. (2016), adaptado pela Autora (2018).

As glucuroxilanas possuem o acido a-D-glucurénico ou 4-O-metil-D-
glucurdnico, como grupos primarios laterais. Também podem formar ligacbes éster
com a lignina através dos acidos urénicos. Além disso, 0s grupos acetil podem estar
ligados no carbono 2 e/ou carbono 3 dos residuos de xilose. As glucuroxilanas sao os
maiores polissacarideos da hemicelulose de madeira dura, sendo responsavel por 15-
30% da massa total (ZHOU et al., 2016).
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As arabinoxilanas sdo os principais polissacarideos da hemicelulose, contém
arabinose como grupos primarios laterais, ligados ao carbono 3 das unidades de
xilose na estrutura principal. Os grupos acetil, assim como nas glucuroxilanas, podem
estar ligados nos carbono 2 e/ou carbono 3 dos residuos de xilose. As arabinoxilanas
podem ser ligados covalentemente com a lignina através dos grupos fendlicos (ZHOU
et al., 2016).

As arabinoxilanas também podem ter anexados as cadeias laterais o acido a-
D-glucurénico, ou 4-O-metil-D-glucurdnico, sendo referidas como
arabinoglucuroxilana, e as glucuroxilanas podem ter os residuos de arabinose ligados
a cadeia lateral, sendo referidas como glucuronoarabinoxilana (ZHOU et al., 2016).

Devido a variedade e complexidade da cadeia de xilana, para sua hidrolise

completa é necessaria da acdo sinérgica de enzimas que compde o complexo
hemicelulolitico (COLLINS et al, 2005; MICHELIN et al., 2008).

1.1.3 Lignina

A lignina € uma macromolécula formada por unidades de p-propilfenol, com
substituintes metoxila no anel aromatico, unidas por ligacdes do tipo éter e que
estabelecem ligacdes cruzadas entre si. Para que ocorra sua formacao, trés
precursores monomericos sao responsaveis pela polimerizacdo, sendo eles os alcoois
p-cumarilico (precursor das unidades p-hidroxifenilicas), coniferilico (precursor das
unidades guaiacil) e sinapilico (precursos das unidades siringil) (Figura 4) (SILVA,
2010; CALVO-FLORES et al., 2015). Esses alcoois podem formar um complexo
polimérico com uma elevada variedade de interagdes intermoleculares por meio de
ligacOes a sitios variados (HIGUCHI, 1982; SEDEROFF et al., 1999).

Durante o desenvolvimento das plantas, a lignina é incorporada como o ultimo
componente da parede celular, interpenetrando as fibrilas de celulose, acarretando no
fortalecimento da parede, sendo representada como um dos maiores estoques de
carbono/energia da natureza e € o maior depdsito de estruturas quimica aromaticas.
Suas principais funcbes sdo o de transporte de agua, nutrientes e metabdlitos,
resisténcia mecéanicas dos vegetais e protecdo dos tecidos contra oxidacao,
degradacdo enzimatica e acdo de microrganismos (SILVA, 2010; MARABEZI, 2009;
CAMPBELL e SEDEROFF, 1996; ROSA, 2014).
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Figura 4. Estrutura quimica dos precursores primarios da lignina.
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Fonte: Calvo-Flores et al. (2015).

Os monémeros sédo acoplados randomicamente e dao origem a um polimero
tridimensional estavel, heterogéneo e resistente a degradacéo quimicas. Na Figura 4,
o carbono benzilico da cadeia alifatica € denominado a, sendo os demais chamados
de B e y. As posigdes indicadas por (*) sdo as mais suscetiveis a participar de reagoes
guimicas, indicando uma vasta gama de possibilidades estruturais e,
consequentemente, incertezas na descricdo precisa da estrutura da lignina (DEUSS;
BARTA, 2016; BRASIL, 2017).

Para formar a matriz complexa de lignina, os monémeros se agrupam por
diferentes ligacdes do tipo C-C e C-0, tais como 3-0O-4, a-O-4, 5-5, 3-B, 4-0-5, B-5, B-

1, entre outras, como apresentado na Figura 5 (BRASIL, 2017).
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Figura 5. Principais tipos de ligagdes na estrutura da lignina.
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Fonte: Laurichesse e Aveérous (2014).

A biodegradacao da lignina tem sido muito estudada nas ultimas décadas,
tendo sido estabelecido o papel de varias fenoloxidases como enzimas importantes
no processo. As enzimas ligninoliticas mais efetivas no ataque a lignina séo as lacases
(EC 1.10.3.2), lignina peroxidase (EC 1.11.1.14) e manganés peroxidase (EC
1.11.1.13). Pertencentes ao grupo de enzimas cobre-oxidases, as lacases catalisam
a oxidacado de fendis e outros compostos aromaticos, sendo o um dos pontos de
atuacao a ligagao B-1 dos compostos fendlicos. As ligninas peroxidases e manganés
peroxidases fazem parte da Classe Il (peroxidases fungicas) das familia das
peroxidases. Atuam na abstracdo de elétrons de estruturas fendlicas, podendo a
lignina peroxidase oxidar, também, estruturas aromaticas ndo fendlicas (SILVA;
GOMES, 2004; CARVALHO et al., 2009).
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1.2.1 Complexo celulolitico

Enzimas sdo macromoléculas, predominantemente proteinas, que possuem
propriedades cataliticas, imprescindiveis a qualquer ser vivo, pois € uma das duas
condi¢Bes fundamentais para haver vida: a primeira € que o organismo deve ser capaz
de se autorreplicar e a segunda é que ele deve ser capaz de catalisar reacdes
guimicas com eficiéncia e seletividade. Atuando em sequéncias organizadas, as
enzimas catalisam cada uma das reacfes das centenas etapas que degradam as
moléculas dos nutrientes, que conservam e transformam energia quimica e que
constroem as macromoléculas biologicas a partir de precursores elementares
(NELSON; COX, 2014; SAID; PIETRO, 2004).

Dentre as milhares de enzimas ja descobertas e catalogadas, existe uma gama
muito grande de enzimas capazes de degradar biomassa lignocelulosica, como as do
complexo celulolitico e hemicelulolitico.

O complexo celulolitico constitui-se de um conjunto de enzimas celulasicas
pertencentes a classes das hidrolases glicosidicas. S&o consideradas glicoproteinas
de massa molecular entre 34 a 250 kDa, capazes de romper as ligacdes glicosidicas
do tipo B-1,4 entre as unidades de glicose, atuando em sinergia para a liberacdo deste
acucar (CASTRO e PEREIRA Jr, 2010; DILLON, 2004).

As enzimas celulasicas podem ser divididas em trés grandes grupos, de acordo
com seu local de atual no substrato celuldsico, sendo eles (CASTRO e PEREIRA Jr,
2010):

e Endo-B(1-4) glucanase ou CMCase (EC 3.2.1.4) (EG): responsavel por iniciar
0 processo de hidrélise. Hidrolisando randomicamente as ligagdes (1-4) no
interior da estrutura amorfa da fibra da celulose liberando oligossacarideos com
terminais redutores (quando a glicose apresenta hidroxila heterosidica livre) e

nao redutores (auséncia da hidroxila heterosidica livre na molécula de glicose);

e Exo- B(1-4) glucanase ou celobiohidrolase (EC 3.2.1.91) (ExG): hidrolisa
ligacbes glicosidicas da celulose a partir da extremidade redutora e nao
redutora. As enzimas deste grupo ainda pode ser divididas em duas classes:

Celobiohidrolase | (CBH 1), que cliva ligacdes dos terminais redutores e
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Celobiohidrolase 1l (CBH II) que cliva ligagbes dos terminais nao redutores. A

acao destas enzimas libera celobiose.

e Celobiase ou B(1-4) glicosidase (EC 3.2.1.21) (BGL): hidrolisa as ligagdes do
tipo B(1-4) (celobiose, trealose, gentiobiose) e libera glicose;

Na Figura 6 é possivel observar o modo de acdo das celulases sobre a estrutura
da celulose.

Figura 6.Acao das enzimas celuloliticas na degradacéo da celulose.
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Fonte: Rytioja et al. (2014), adaptado pela Autora (2018).

A sinergia destas enzimas apresentam melhor rendimento do que a soma dos
rendimentos individuais e sdo conhecidas pelos menos trés formas de sinergia entre

elas, de acordo com Castro e Pereira Jr (2010):

e EG-EXG: a endoglucanase, atuando nas regifes amorfas da fibra,
disponibiliza terminais redutores e nao redutores para a acdo de CBH | e CBH

I, respectivamente;

e EXG-ExG: as CBH | e CBH Il atuam simultaneamente na hidrélise dos

terminais redutores e nao redutores liberados pela agéo da endoglucanase;
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e EXG-BG e EnG-BG: como seus produtos de hidrolise, as celobiohidrolases e
a endoglucanase liberam celobioses e oligossacarideos, respectivamente,

gue sao substratos para a [3-glicosidase.

1.2.2 Complexo hemicelulolitico

As propriedades quimicas e estruturais da hemicelulose pode ser influenciada
pela presenca de diversos residuos, e para que ocorra sua hidrolise completa é
necessaria a acao de diversas enzimas que possam clivar as cadeias principais e as
cadeias laterais existentes. Essas enzimas compdem o complexo hemicelulolitico
(MENEZES; BARRETO, 2015).

Entre as enzimas responsaveis pela clivagem da cadeia principal, pode-se citar
as p-D-xilanase (1,4- B-D-xilana xilanohidrolase, EC 3.2.1.8), B-D-xilosidase (1,4- B-
D-xilana xilohidrolase, EC 3.2.1.37), B-D-manase (1,4- -D-manana mananohidrolase,
EC 3.2.178), B-D-manosidase (1,4- B-D-manopiranosideo hidrolase, EC 3.2.1.25), a-
L-arabinase (1,5-a-L-arabinase EC 3.2.1.99) e 3-D-galactanase (1,4- p-D-galactana
galactanohidrolase EC 3.2.1) (FERREIRA FILHO, 2004).

Para a quebra das ligacbes das cadeias laterais, as enzimas acetil xilana
esterease (EC 3.1.1.6), a-D-galactosidase (a-D-galactosideo galactohidrolase, EC
3.2.1.22), a-L-arabinofuranosidase (a-L-arabinofuranosideo arabinohidrolase, EC
3.2.1.55) e a-D-glucoronidase (EC 3.2.1.131) devem atuar (FERREIRA FILHO, 2004).

Na Figura 7 é possivel observar o modo de acdo das hemicelulases sobre a

cadeia de xilana da hemicelulose.
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Figura 7. Acdo das enzimas hemiceluloliticas na degradacao da xilana.
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Fonte: Souza (2013), adaptado pela Autora (2018).

As enzimas endo-1,4-B-xilanase, também chamada de xilanases, sao
responsaveis pela quebra das ligagdes glicosidicas 3-1,4 internas da cadeia principal
heteroxilana, diminuindo o grau de polimerizacdo do substrato e liberando
xilooligossacarideos. Pertencentes a uma classe de enzimas denominadas glicosil
hidrolase (GH), as xilanases séo classificadas em diversas familias de acordo com
caracteristicas principais, como massa molecular, ponto isoelétrico, similaridade das
sequéncias de aminoacidos, propriedades cinéticas, especificidade pelo substrato e
perfil de produtos formados. Sdo encontradas, principalmente, entre as familias GH
10 e GH 11, sendo que, na familia 10 as endo-1,4-B-xilanase classificadas possuem
massas moleculares acima de 30 kDa, pontos isoelétricos acidos, topologia em barril
e em alguns casos sao altamente glicolisadas. Na familia 11, as endo-1,4-B-xilanase
classificadas possuem massas moleculares menores de 30 kDa, pontos isoelétricos
alcalinos, ndo séo glicolisadas, possuem dois glutamatos que agem como sitios
cataliticos e possuem alta especificidade em relacdo a xilana (LIAO et al., 2015;
WALIA et al., 2017; PAES; BERRIN; BEAUGRAND, 2012; KULKARNI et al., 1999).
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Muitos microrganismo séo reportados na literatura como produtores de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas, sendo eles bactérias, fungos, leveduras e
protozodrios, destacando-se os fungos filamentosos, que produzem elevados titulos
enzimaticos quando comparados aos demais microrganismos citados (KUMAR et al.,
2016; WALIA et al., 2017; POLIZELI et al., 2005).

1.2.2.1 Aplicagdes biotecnoldgicas das xilanases

As xilanases sao comercializadas e produzidas em diferentes paises, como
Japédo, Finlandia, Alemanha, Irlanda, Dinamarca, Canadad e EUA. Junto com as
celulases e as pectinases, representam 20% do mercado mundial de enzimas. Os
principais microrganismos produtores dessas enzimas sao Aspergillus niger,
Trichoderma sp., Humicola insolens e algumas espécies de bactérias (POLIZELI et
al., 2005).

A utilizacdo da xilanase na industria teve inicio na década de 1980, onde era
inserida na preparacao da racdo animal com a finalidade de quebrar arabinoxilanos
nos ingredientes para diminuir a viscosidade da matéria prima (POLIZELI et al., 2005).

Além da utilizacdo em alimentacdo animal, as xilanases tém tido papel
importante na hidrélise da biomassa lignocelulésica, producéo de etanol de segunda
geracdo, biobranqueamento da polpa de celulose e na industria de alimentos e
bebidas.

No que diz respeito a hidrélise da biomassa, a adicdo de xilanases tem por
finalidade hidrolisar xilooligossacarideos e xilose formados a partir da hidrolise parcial
das xilanas, provindas das etapas de pré-tratamento da biomassa, aumentando a
disponibilidade dos acucares fermentaveis. Estas enzimas também estdo sendo
empregadas para obtencdo de acuUcares fermentaveis, como a xilose, a partir da
batata-doce, os quais podem ser utilizados em processos fermentativos fazendo uso
de microrganismos como fungos filamentosos (Rhizopus oryzae e Rhizomucor
pusillus) e leveduras (Pichia stipidis) para producdo de etanol de segunda geracao
(ZHANG et al., 2010; FALKOSKI et al., 2011).

Ja no processo biobranqueamento da polpa de papel e celulose, estas enzimas
promovem a hidrélise da xilana, precipitando-a sobre a celulose e liberando a lignina.
A lignina é responsavel pela cor escura da polpa celuldésica ndo branqueada, devido

a presenca de grupos cromoOforos em sua estrutura. Quando a lignina €
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exposta/liberada da polpa da celulose, o uso de agentes de branqueamento pode ser
diminuido no processo de polpacéo (WALIA et al., 2017).

1.3 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos sao microrganismos heterotréficos que crescem
rapidamente e formam filamentos celulares microscopicos, denominados hifas, cujo
conjunto constitui 0 micélio, que séo responsaveis por todas as funcbes vegetativas
do organismo (CUNHA, 2011).

Por possuirem uma diversidade metabdlica alta, os fungos filamentosos estéo
presentes em varios ecossistemas, apresentam crescimento rapido e os meios de
cultura onde séo cultivados sdo relativamente simples, faceis de manusear e as
condicBes de cultivos sao facilmente controladas. Fisiologicamente, requerem para o
seu crescimento a presenca de nutrientes essenciais, sejam eles macroelementos
(carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio, enxofre, fosforo, potassio e magnésio) ou
microelementos (ferro, zinco, cobre, manganés, molibdénio, calcio, estrdncio,
escandio, vanadio, cobalto e galio). A presenca destes elementos € importante para a
manutencdo da viabilidade celular (AINSWORTH e SUSSMAN, 1965; MOORE-
LANDECKER, 1982; COCHRANE, 1958; TREVISAN, 2004).

Entre os fungos com habilidade de degradar compostos lignocelulésicos, as
espécies dos géneros Aspergillus e Trichoderma merecem atencéo, ja que algumas
linhagens podem sintetizar niveis significativos de enzimas do complexo celulolitico e
hemicelulolitico, superiores a outros fungos (AGUIAR e LUCENA, 2011). As enzimas
de origem microbiana ocupam lugar de destaque no mercado biotecnolégico, por sua
obtencdo ser mais simples e ndo dependerem das intempéries climaticas, sendo
produzidas em fermentadores com condi¢cGes de cultivos controladas (temperatura,
pH, umidade, aeracao) (SAID e PIETRO, 2004).
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1.3.1 Aspergillus

O género Aspergillus, primeiramente descrito por Micheli em 1729, consiste de
fungos filamentosos, anamorfos (reproducéo assexuada) e de dispersao cosmopolita,
podendo ser encontrados principalmente em material vegetal em decomposi¢édo. Em
relacdo a morfologia, as colénias apresentam uma ampla variacdo na coloracéo,
sendo a principal caracteristica macroscoépica utilizada para classificacao, em tons de
verde, amarelo, cinza, marrons, preto e branco (BENNETT, 2010; SCHUSTER et al,
2002).

As espécies pertencentes a este género podem ser divididas em sec¢des: Flavi,
Circumdati, Nigri, Restricti, Fumigati, Cervini, Clavati, Nidulantes, Flavipedes,
Versicolores, Usti, Terrei, Candidi, Cremei, Sparsi e Wentii. As espécies mais
comumente estudadas pertencem as sec¢des Circumdati, Flavi e Nigri (KLICH, 2002;
VARGA et al., 2004).

As espeécies produzem conidiéforo, asseptado e com a base normalmente em
forma de “T” ou “L”, comumente chamada de célula podal, conectada a uma hifa
vegetativa. O conidioforo estende-se a partir da célula podal até chegar a vesicula, na
gual as células conidiogénicas, métulas e fidlides, sdo formadas. As vesiculas podem
ter varias formas caracteristicas. Espécies que possuem o conidio diretamente ligado
as fidlides, sdo denominados de unisseriadas. Outras espécies apresentam estruturas
especializadas que ficam entre a vesicula e as fidlides, chamadas de métulas, e sédo
denominadas como bisseriadas, como pode ser observado na Figura 8 (KLICH, 2002;
KOZAKIEWICZ, 1989; RAPER; FENNELL, 1965). O tamanho, o arranjo e as cor dos
conidiésporos sdo ainda caracteristicas para a identificacdo e divisdo interna do
género em subgrupos, como o caso dos Aspergillus com esporos negros que sao
classificados na secédo Nigri (BENNETT, 2010; SCHUSTER et al, 2002). No entanto,
as espécies podem variar significativamente nas caracteristicas morfologicas e
fisiolégicas. Portanto, para uma identificacdo inequivoca de um isolado, as vezes, &
necessario utilizar técnicas moleculares e bioquimicas (PARENICOVA et al., 2001;
SAMSON; FRISVAD, 2004).



34

Figura 8. Estrutura do conidiéforo de Aspergillus sp.
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Fonte: Vashishta e Sinha (2010), adaptado pela Autora (2018).

Este género tornou-se um dos grupos de fungos mais conhecidos e estudados
devido a sua prevaléncia no ambiente natural, sua facilidade de cultivo em laboratorio,
versatilidade e alta secrecdo de metabdlitos priméarios, como acidos organicos,
vitaminas e enzimas, além de metabdlitos secundarios como antibiéticos e alcaloides.
Atualmente, fungos deste género também sdo muito utilizados como organismos
hospedeiros para expresséo de proteinas heterélogas recombinantes (Archer, 2000;
Nitsche et al.,, 2012). Algumas espécies podem ser patdégenas oportunistas de
humanos, como o Aspergillus fumigatus e o Aspergillus chevalieri (Vries; Visser, 2001;
Gruben; Vries, 2009). Outras sdo conhecidas por produzir micotoxinas, como
Aspergillus candidus, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Aspergillus nomius, Aspergillus ustus, Aspergillus wentii. Dentre
as micotoxinas produzidas, estdo a aflotoxina, ocratoxina, &cido kojico, &cido
asperlegico e acido ciclopiazénoico (HOELTZ, 2005).

Muitas espécies de Aspergillus tém sido estudadas para a producdo de
produtos de interesse biotecnolégico, como Aspergillus niger e Aspergillus tubingensis
gue possuem caracteristicas que os tornam ideais para a aplicacdo na industria

biotecnoldgica, com capacidade de fermentacdo e elevada producdo enzimatica.


https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22B.+R.+Vashishta%22&source=gbs_metadata_r&cad=3
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Dentre as enzimas sintetizadas, estdo as do complexo celulolitico e hemicelulolitico
(YOKOYAMA, 2001; SCHUSTER et al.,, 2002; LUBERTOZZI; KEASLING, 2009;
SANCHEZ, 2009).

1.3.2 Regulacao de enzimas xilanoliticas por Aspergillus

Os fungos filamentosos podem ser eficientes na degradacéo da xilana devido
a sua capacidade de produzir multiplas xilanases de diversas familias, que diferem
umas das outras em suas propriedades fisico-quimicas, estruturas, modos de acao,
especificidades ao substrato e abundancia (LIAO et al., 2015).

A regulacdo e inducdo da expressdo de xilanases deve-se a presenca dos
polimeros do substrato, mono e oligossacarideos. A inducdo da via catabdlica de
pentoses nas espécies de Aspergillus ocorre na presenca de D-xilose ou L-arabinose,
sendo que a presencga de D-xilose no meio ativa a transcricdo de enzimas xilanoliticas
pelo fator de transcricdo XInR, que regula a expresséo de genes xInB, xInC e xInD em
Aspergillus sp. que codificam as enzimas responsaveis pela degradacdo da xilana
(endoxilanase B, endoxilanase C e B-xilosidase) (STRICKER; MARCH; GRAFF, 2008;
VAN PEIJ et al., 1998).

Um mecanismo explicativo, proposto por Biely (1985), relata que pequenas
guantidades de xilanases constitutivas sdo secretadas para o meio extracelular, as
guais hidrolisam a xilana liberando xilose, xilobiose e xilooligossacarideos, que séo
transportados para dentro da célula com o auxilio de transferases presentes na
membrana plasmatica. Posteriormente estes acUcares sdo degradados por [3-
xilosidases ou mesmo por xilanases intracelulares. Com o acumulo desses produtos,
um efeito contrario passa a ocorrer, reprimindo a producdo das xilanases. Um
esquema hipotético da regulacdo do complexo xilanolitico pode ser observado na

Figura 9.
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Figura 9. Esquema hipotético da regulagdo do complexo xilanolitico.
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Fonte: Amorim (2017).

A busca por novas linhagens de Aspergillus capazes de produzir niveis
elevados de enzimas xilanoliticas é de grande interesse biotecnologico devido a vasta

diversidade para aplicacao industrial.

1.3.1.1 Aspergillus labruscus

A espécie recentemente isolada da superficie da uva Baga (Vitis labruscas L.),
muito utilizada para producdo de suco de uva concentrado, na regido sul do Brasil
pertence ao género Aspergillus e subgénero Circumdati secdo Nigri, sendo descrita
como Aspergillus labruscus (Figura 10) (FUNGARO et al., 2017).
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Figura 10. Aspergillus labruscus ITAL 22.223 (a) colénias em meio Czapeck, (b) coldnias em
meio malt extract agar, (c) conidioporos em microscopia de luz (c), conidios em microscopia

de luz (d), conidioforo (e, f), conidios (g) e hifa (h) em microscopia de varredura.

Fonte: Fungaro et al. (2017).

Existe uma grande dificuldade de identificacdo de Aspergillus secédo Nigri
devido as sutis diferencas morfolGgicas entre as espécies. Devido a esta dificuldade,
os autores Fungaro et al. (2017) fizeram o sequenciamento genético para a
identificacdo exata da nova linhagem isolada. Na andlise do sequenciamento
genético, frente aos bancos de dados utilizados pelos autores, Aspergillus labruscus
apresentou faixa de 85-88% de similaridade com as linhagens Aspergillus
homomorphus CBS 101889, Aspergillus aculeatus CBS 172.66 e Aspergillus
japonicus CBS 114.51.

Com relacdo a andlise de metabdlitos, as linhagem de Aspergillus labruscus
produzem acido secalénico D e neoxalina, e ndo produzem ocratoxina A e
fumonisinas, que sdo micotoxinas cancerigenas. Em comparacdo com as linhagens
filogeneticamente relacionadas, Aspergillus saccharolyticus diferem de Aspergillus
labruscus por produzir aculene A e B e homomorfosinas e a linhagem Aspergillus
homomorphus produz &cido secalénio D, assim como A. labruscus, mas difere
produzindo homomorfosinas e 3-methoxy-5-hydroxy-9-phenyl-2,4,6,8-nanotetranoic
acid lactone (FUNGARO, et al., 2017).
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As andlises macromorfoldgicas indicaram que os didmetros de coldnias de
Aspergillus labruscus, quando cultivado em meio Czapeck a 25 °C por 7 dias, variam
de 70-77 mm, sendo o micélio amarelo e com baixa esporulacdo. Nas andlises
micromorfologica, a estrutura do conidioforo é unisseriada, com cabecas conidiais
esféricas, vesiculas 43 x 60 um, fidlide 7,2-7,8 x 3,8 um, conidios esféricos 6,5-8 x
6,1-6,9 um e de coloracdo preta, aparentemente rugoso. Morfologicamente,
Aspergillus labruscus é semelhante ao Aspergillus sclerotioniger, que também possui
micélio amarelo, baixa esporulacdo nas mesmas condicbes de cultivo e conidios
asperos. A principal diferenca entre as duas linhagens é que Aspergillus sclerotioniger
é bisseriada e produz ocratoxina A (FUNGARO, et al., 2017).

Com relacao a producédo de enzimas por Aspergillus labruscus, Fungaro et al.
(2017) analisaram producao de tanases e caseinases obtendo resultados satisfatorios
para ambas enzimas. Entretanto, até o0 momento, ndo foi realizado nenhum estudo
aprofundado sobre producgéo de enzimas de interesse biotecnologico por Aspergillus
labruscus.

Considerando a importancia dos estudos de novos fungos para degradacao de
biomassa lignoceluldsica para processos biotecnoldgicos, a producdo de enzimas
pode ser conduzida de diferentes formas, como a Fermentacdo Submersa (FSbm), a
Fermentacdo em Estado Solido (FES) e a Fermentacdo por Biofiimes (BF)
(GASPAROTTO, 2014; GAMARRA et al., 2010).

1.4 Fermentacdo em Estado Sdlido (FES) X Fermentacdo Submersa (FSbm)

A fermentacdo em estado solido (FES) tem recebido grande atencdo nos
Gltimos anos, pois o0 sucesso no desenvolvimento de bioprocessos em FES esté ligado
a varios aspectos gerais, incluindo a adequacdo de diferentes tipos de
microrganismos, substratos e parametros de processo. Existem varios tipos de
microrganismos utilizados no processo FES, incluindo fungos, leveduras e
bactérias. Entretanto, fungos do género Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, e
leveduras do género Candida, Saccharomyces e Aureobasidium sdo 0s mais

comumente relatados pelo motivo de que a FES pode fornecer um habitat natural
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similar, que tem baixa atividade da &gua nos meios de fermentacédo (YAZID et al.,
2017).

Neste estado, o crescimento do microrganismo ocorre sobre e entre particulas
porosas onde a agua livre apresenta-se escassa, mas com umidade suficiente,
existente na forma adsorvida na matriz sélida. As enzimas produzidas por esses
microrganismos, geralmente, sdo mais estaveis a temperatura e ao pH, e sdo menos
susceptiveis a problemas de inibicdo pelo substrato se comparada a fermentacao
submersa (FSbm) (HOLKER; LENZ, 2004; PANDEY; RADHAKRISHNAN, 1992;
SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003).

A selecao de substratos adequados para este tipo de fermentacdo também
desempenha um papel fundamental para uma producgao eficiente e econdmica do
produto final desejado. Ao selecionar substratos € importante garantir a
disponibilidade e custo dos substratos, que possam fornecer nutrientes adequados e
suporte fisico para o desenvolvimento dos microrganismos. Residuos organicos de
processamento agricola, industrial, e os residuos alimentares domeésticos sdo o0s
substratos mais adequados para serem usados devido a sua abundancia com baixo
ou nenhum custo e sua composi¢cdo quimica. Além disso, usando esses residuos
organicos como substratos, os problemas de poluicio ambiental podem ser
minimizados. No entanto, em alguns casos, a adicdo de suplementos devem ser
empregados aos residuos, com a finalidade de facilitar o desenvolvimento do
microrganismo. Em outros casos, pré-tratamento quimico ou mecanico,
especialmente para materiais lignoceluldsicos, € necessario devido a inacessibilidade
de certos nutrientes pelos microrganismos (YAZID et al., 2017).

Outros aspectos importantes para melhorar a eficiéncia do FES s&o a selecao
e otimizacdo de variaveis de processo, incluindo a umidade inicial, tamanho de
particula, pH, temperatura, composicdo de midia, esterilizacdo, atividade da agua,
densidade do inéculo, agitacdo, aeracdo e extracdo do produto (PANDEY, 2003;
YAZID et al., 2017). Com relagédo ao tamanho das particulas, em especial, € evidente
gue particulas pequenas de substrato podem fornecer uma grande area superficial de
suporte a fixacdo do microrganismo, entretanto, particulas extremamente pequenas
pode resultar na aglomeracdo do substrato e interferir na oxigenagcdo do meio de
cultivo, prejudicando o desenvolvimento do microrganismo. No entanto, o contrario

também pode ocorrer com particulas maiores que, embora ofereca maior aeracao,
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estas podem limitar a &rea de superficie para a fixacdo microbiana (PANDEY, 2003;
YAZID et al., 2017; CHEN; HE, 2012; DE CASTRO; SATO, 2015).

O teor de umidade também tem um papel significativo na FES, uma vez que
bactérias exigem alta umidade (60%-85%) e fungos necessitam de umidade em torno
de 40%-60% (MARTINS et al., 2011; SINGHANIA et al., 2009). Além disso, a alta
umidade pode interferir na difuséo do oxigénio. Por outro lado, baixa umidade pode
limitar a solubilidade dos nutrientes, dificultando o crescimento microbiano (YAZID et
al., 2017).

As principais vantagens na utilizagdo da FES s&o sua simplicidade, o uso de
substratos sdlidos de baixo custo e, em alguns casos, a maior produtividade quando
comparada a FSbm. Além disso, a auséncia de uma fase liquida reduz o risco de
contaminacdo bacteriana e aguas residuais ao final do processo. Vale ressaltar,
também, a reducdo do uso de reagentes e baixo consumo de energia, uma vez que a
agitacédo ndo é necessaria (VINIEGRA-GONZALEZ et al., 2003; HOLKER; HOFER;
LENZ, 2004; GABELLE et al., 2012; QUIROZ et al., 2015).

No que diz respeito a aplicacdo de FES, esta tem sido amplamente relatada
para producdo de diferentes bioprodutos como enzimas, acidos organicos,
biofertilizantes, biopesticidas, biossufactantes, bioetanol, compostos aromaticos,
alimentos para animais, pigmentos, vitaminas e antibioticos, entre outros (YAZID et
al., 2017). Muitos trabalhos foram publicados nos ultimos anos relatando a producéo
de enzimas do complexo celulolitico e hemicelulolitico em FES utilizando residuos

agro industriais, como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Fungos filamentosos capazes de produzir enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas
em FES.

Microrganismo Substrato Enzimas Referéncia
Aspergillus fumigatos (SMN1) Palha de trigo Celulase Sagqib et al. (2010)
. . Celulase e
Aspergillus niger (2B.361 U2/1) Bagaco de uva ) Botella et al. (2005
xilanase
. . Celulases e
Aspergillus niger (KK2) Palha de arroz . Kang et al. (2004)
xilanase
) ) Celulases e
Aspergillus terreus (M11) Palha de milho ) Gao et al. (2008)
xilanase
] ] ] ] Celulase e
Aspergillus tubingensis (JP-1) Palha de trigo ) Pandya e Gupte (2012)
xilanase
) Bagaco de cana-de- Celulases e )
Fusarium chlamydosporum ) ] ) Qin et al. (2010)
agucar + farelo de trigo xilanase

o Farelo de trigo+ p6 de
Penicillium chrysogenum (QML-2) . ) Celulases Zhang e Sang (2012)
farinha de milho

Thermoascus aurantiacus (IMI

Palha de trigo Xilanase Kalogeris et al. (1998)
216529)
Trichoderma citrinoviride Palha de cana-de-agucar Celulases Guerra et al. (2006)
Trichoderma reesei (Rut-C30) Farelo de trigo Celulases Oberoi et al. (2008)
Trichoderma reesei (SAF3 ] )
Farelo de trigo Xilanase Kar et al. (2013)
(MTCC4876)
Trichoderma viride (GIM 3.0010) Casca de banana Celulases Sun et al. (2011)

Fonte: Autora.

Em contrapartida, a FSbm apresenta carater homogéneo no qual os micélios
dos fungos podem crescer na superficie do meio liquido sem agitacdo ou crescerem
dispersos no meio liquido quando submetidos a agitacdo (SILVEIRA, 2003). Esta
técnica de fermentacao possui relativa facilidade de cultivo em grande escala, ja que
garante a homogeneidade do meio e a facilidade no controle dos parametros do
processo, principalmente se monitorados por sensores adequados. Entretanto, existe
a maior probabilidade de contaminacao, pela maior quantidade de agua, e o produto
resultante apresenta-se de trés a quatro vezes mais diluido, necessitando de
separacao e purificacdo, causando aumento nos custos (CASTRO; PEREIRA JR.,
2010). Muitos estudos também séo relatados na literatura quanto a producao de
enzimas do complexo celulolitico e hemicelulolitico por fungos filamentosos quando

cultivados em FSbm, sendo alguns exemplos apresentados na Tabela 2.



42

Tabela 2. Exemplos de fungos filamentosos capazes de produzir enzimas celuloliticas e

hemiceluloliticas em FSbm.

Microrganismo Substrato Enzimas Referéncia
Aspergillus flavus (DFR-6) Farelo de trigo Xilanase Pal e Khanum (2011)
Aspergillus nidulans (ATCC62041) Bagaco de cana-de- Celulases Bagga e Sandhu
acucar (1987)
Aspergillus niger (2B.361 U2/1) Bagaco de uva + casca Celulase e Diaz et al. (2012)
de laranja xilanase
Aspergillus saccharolyticus (CBS Farelo de trigo Celulase Rana et al. (2014)
127449)
Aspergillus terreus Casca de palmeira + Celulases Shahriarinour et al.
farelo de milhoa (2011)
Fusarium oxysporum (F3) Palha de trigo Celulases Christakopoulos et al.
(1995)
Penicillium chrysogenum (Q 176) Xilana de aveia Xilanase Haas et al. (1992)
Trichoderma reesei (Rut-C30) Farelo de trigo Celulases Prévot et al. (2013)
Trichoderma viride (NCIM 1051) Bagaco de cana-de- Celulases e Adsul et al. (2004)
acucar xilanase

Fonte: Autora.
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5 CONCLUSOES

O fungo Aspergillus labruscus ITAL 22.223 apresenta potencial para producéao de
xilanases extracelulares, sendo influenciada pela composicdo do meio de cultivo,
destacando-se o0 uso do farelo de trigo como substrato/fonte de carbono de baixo
custo. Adicionalmente, a temperatura e pH 6timos de reacdo estdo em consonancia
com o reportado na literatura para outras espécies de Aspergillus. A xilanase ndo
sofreu ativacdo na presenca de ions e solventes orgéanicos, e teve sua atividade
reduzida na presenca de agentes surfactantes. Vale ressaltar que este é o primeiro
estudo de bioprospeccdo de enzimas do complexo celulolitico e xilanases para o
fungo Aspergillus labruscus ITAL 22.223, o que contribui significativamente para o
avanco do conhecimento a respeito do potencial enzimatico desta nova espécie

fungica para futuras aplicagdes biotecnologicas das enzimas xilanoliticas.
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