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RESUMO

Os fungos filamentosos sao microrganismos muito eficientes na produgdo de
xilanases, enzimas que apresentam diversas aplicagdes biotecnologicas, tais como,
branqueamento do papel, aditivos em ragdes animais, panificacdo, extracdo e
clarificagdo de sucos, entre outras. Este trabalho teve como objetivo selecionar e
otimizar as condi¢gdes de cultivo do microrganismo de maior potencial para a
producdo de xilanase, caracterizando a mesma bioquimicamente, e purificar
parcialmente a de interesse. Onze fungos isolados em areas de Cerrado, no estado
do Mato do Grosso Sul, com crescimento a 30 °C, foram reativados para ensaio de
produgao da xilanase. A maioria dos isolados produziram xilanase por cultivo em
estado sodlido, inicialmente, utilizando o farelo de trigo como substrato, se
destacando trés espécies identificadas como IPS8.2, IPS14.3F e IPS 9.3. O fungo
IPS8.2 foi selecionado para estudo posteriores e identificado como Gongronella
butleri com base sequenciamento de rDNA por ITSs. Além do cultivo inicial com
farelo de trigo, esta espécie foi submetida ao efeito de diferentes fontes de carbono
com outros substratos, tais como: casca de maracuja, serragem, papeldo, casca de
soja, sabugo triturado, bagago de cana-de-agucar, braquiaria, sabugo de milho e
xilana, nos cultivos em estado solido (CES) e submerso (Csm). Os resultados
obtidos nessa etapa nao sobrepuseram a utilizacao inicial, em farelo de trigo em
CES. Partindo desses resultados buscou-se verificar o efeito da concentragcao de
sais, umidade e tempo no cultivo em estado solido. Entre as condi¢cdes testadas,
Gongronella butleri IPS8.2 obteve sua melhor producéo de xilanase em 72 horas de
cultivo, com agua destilada e 70% de umidade. A solugdo enzimatica bruta, foi
submetida a purificagdo parcial por troca i6nica em Hitrap Q-Sepharose FF. As
atividades da xilanase bruta e parcialmente purificada foram favorecidas a 45 °C e
pH 5,5. A enzima parcialmente purificada apresentou uma estabilidade de
temperatura e uma faixa de estabilidade de pH inferiores a amostra bruta. A maioria
dos ions utilizados n&o inibiu a xilanase bruta e a parcialmente purificada. Para
ambas as condigdes testadas, o ion Ag” foi 0 que proporcionou maior diminuigéo na

atividade da enzima em estudo.

Palavras-chave: Fungos, residuos agroindustriais, xilanases, caracterizagcdo e

purificacdo enzimatica.



ABSTRACT

Filamentous fungi are very efficient microorganisms in the production of xylanases,
enzymes that present several biotechnological technologies, such as paper
bleaching, additives in animal feed, breads, extraction and clarification of juices,
among others. The goal of this work was to select and optimize the culture conditions
of the microorganism with the greatest potential for the production of xylanase,
characterizing the same biochemically, and to partially purify the one of interest.
Eleven fungi, with growth at 30°C, isolated in Cerrado areas, in the state of Mato
Grosso do Sul, were reactivated for the production of the xylanase. The majority of
isolates produced xylanase by solid-state cultivation, initially using wheat bran as
substrate, highlighting three species identified as IPS8.2, IPS14.3F and IPS 9.3. The
fungus IPS8.2 was selected for further study and identified as Gongronella butleri,
based on rDNA sequencing by ITSs. In addition to the initial cultivation with wheat
bran, this species was submitted to the effect of different sources of carbon with other
subtracts, such as passion fruit peel, sawdust, cardboard, soybean hull, crushed cob,
sugar cane bagasse, corn cob and xylan, in the solid state cultivation (SSC) and
submerged culivation (SC). The obtained results at this stage did not overlap with the
initial use of wheat bran at SSC. Based on these results, was tried to verify the effect
of the concentration of salts, humidity and time in the solid state cultivation. Among
the tested conditions, Gongronella butleri IPS8.2 obtained its best xylanase
production at 72 hours of culture with distilled water and 70% of humidity. The crude
enzymatic solution, was subjected to partial purification by ion exchange in Hitrap
Q-Sepharose FF. The activities of crude and partially purified xylanase were favored
at 45 °C and pH 5.5. The partially purified enzyme had a temperature stability and pH
stability range lower than the crude sample. The majority of the ions used didn’t
inhibit the crude and partially purified xylanase. For both conditions tested, the Ag”

ion provided the greatest decrease in the activity of the enzyme under study.

Keywords: Fungi, agroindustrial residues, xylanases, enzymatic characterization and

purification.
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1 INTRODUGAO

Um dos principais desafios na conservagao do Cerrado é demonstrar a
importancia que a biodiversidade desempenha no funcionamento dos ecossistemas
(KLINK;  MACHADO, 2005). Dentro dessa diversidade encontram-se o0s
microrganismos, responsaveis pela ciclagem de nutrientes no solo. O monitoramento
da quantidade e atividade dos microrganismos permite compreensao das mudangas
nos fluxos de carbono, de energia e de gases de efeito estufa em areas que foram
modificadas por atividades agricolas (MENDES et al., 2012). Além disso, a biomassa
dos microrganismos do solo (BMS) é considerada indicador ecoldgico sensivel da
degradagao do solo, por ser a principal responsavel pela transformacao da matéria
organica e pelo fluxo de energia no solo. O carbono presente na BMS representa a
quantidade desse elemento que a biomassa microbiana do solo imobiliza em suas
células, por meio de sua avaliagdo é possivel realizar comparagdes entre solos e
mudancas de manejo, avaliando possiveis impactos ambientais (ALVES et al., 2011;
MENDES et al., 2012).

Dentre os microrganismos presentes no solo com potencial para aplicagdes
biotecnolégicas os fungos tém despertado grande interesse, devido a vasta
diversidade de enzimas que secretam no ambiente. A secrecdo extracelular de
enzimas reduz custos nos sistemas de produgdo, como dispensar etapas de
rompimento celular, que poderiam ocorrer em fungos leveduriformes e bactérias
(GUIMARAES et al., 2006; ANDRADE-LINARES et al., 2015). O cultivo de fungos
filamentosos em substratos lignocelulésicos, nos quais se incluem os residuos
agroindustriais, tais como palhas de milho, arroz e trigo, bem como, o bagago de
cana-de-agucar, fornecem elementos a nutrigdo fungica, semelhante ao que ocorre
em habitats naturais. Além disso, esses residuos vém sendo utilizados como
substratos e/ou fontes de carbono para induzir a producdo de diversas enzimas
como celulases, amilases, proteases e xilanases (SINGH; KAPOOR; KUMAR, 2012).

As xilanases sao enzimas responsaveis pela hidrélise da xilana, importante
componente da hemicelulose contida na parede celular vegetal. A sua hidrélise é
realizada pela acdo de varias enzimas, principalmente endo-B-1,4 xilanase
(EC 3.2.1.8), que hidrolisam as ligagdes [3-1,4 na cadeia principal do polissacarideo
(CARVALHO et al., 2017).
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As enzimas xilanoliticas apresentam uma gama de aplicagdes, tais como: a
hidrolise de materiais lignoceluldsicos para produgéo de etanol, na ragdo animal, no
processo de branqueamento da polpa de papel Kraft, nas industrias de alimentos,
como aditivo para melhorar a qualidade de paes, na clarificagdo de sucos, entre
outras (POLIZELI et al., 2005; PAL; KHANUM, 2011).

O uso de residuos agroindustriais no cultivo de microrganismos, além de
economicamente viavel, pode ajudar a resolver problemas ambientais decorrentes
do seu acumulo na natureza (ALVIRA et al.,, 2010; STROPARO etal.,, 2012;
CARVALHO et al., 2017). Estes residuos podem ser utilizados no cultivo de fungos
em estado solido assim como no submerso, para bactérias ou fungos, tais como,
Achromobacter xylosoxidans (MAHALAKSHMI; JAYALAKSHMI, 2016) Aspergillus
niger e Aspergillus Flavus (GUIMARAES et al., 2013), Ceriporiopsis subvermispora
(CHMELOVA; ONDREJOVIC, 2012), Bacillus pumilus SV-85S MTCC 9861
(NAGAR et al., 2014), Aspergillus foetidus MTCC 4898 (CHAPLA etal., 2010)
Holomonas meridiana (PALAVESAM, 2015).

O conhecimento do conjunto de enzimas que um microrganismo produz, em
um determinado substrato, permite avaliar seu potencial enzimatico. A
caracterizagao das enzimas € um passo importante para que se conhecam suas
propriedades de atividade 6tima de atuagao e de estabilidade em diferentes valores
de pH e temperatura. O conhecimento dessas propriedades permite avaliar o seu
potencial de aplicacdo em diferentes processos industriais. O custo da enzima é um
dos principais fatores que influenciam na onerosidade dos processos. A reducéo no
custo, pode ser alcangado pela otimizagdo dos processos de producdo (SHAH;
MADAMWAR, 2005).

O processo de purificagdo enzimatica pode ser total ou parcial, em
comparagao com o extrato bruto, este processo potencializa a eficiéncia de sua acao
e rendimento. Apds cada etapa de purificagdo o grau de pureza de proteina deve ser
verificado. Nem sempre é necessario purificacao total, uma vez que a purificagdo da
enzima é um processo caro e demorado. Portanto, € necessario ter conhecimento da
aplicabilidade da enzima alvo (DUTRA-MOLINO et al., 2014).

Nesse contexto, o presente trabalho visa contribuir para o descobrimento de
uma espécie com potencial para producdo de xilanase. Na primeira etapa, os
isolados fungicos foram reativados e cultivados sob estado sélido, utilizando farelo
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de trigo como substrato, a seguir foi realizada a selecdo do isolado de maior
potencial de xilanase. Na segunda etapa, com o microrganismo selecionado,
avaliou-se a producdo em diferentes substratos lignocelulésicos como fonte de
carbono, através dos cultivos em estado sélido e submerso. Na terceira etapa, foram
avaliadas as melhores condi¢cdes para a umidade, o tempo de cultivo e a solugao
salina, a fim de serem utilizadas para produgcao de xilanase pelo fungo Gongronella
butleri IPS8.2 no cultivo em estado solido. Por fim, foram estudadas as
caracteristicas dessa enzima, pH e temperatura étima, e a mesma foi submetida a
purificacdo parcial, visando a caracterizacao e um maior detalhamento da enzima

para futuras aplica¢des biotecnologicas.
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6 CONCLUSOES

Os isolados em estudo apresentam resultados promissores, nas condi¢oes
estabelecidas, sendo possivel destacar alguns e selecionar o isolado IPS 8.2 para
identificag&o pela analise da sequéncia do rDNA por ITSs.

Em relagdo ao fungo Gongronella butleri IPS8.2, espécie estudada neste
trabalho, pode-se verificar que o cultivo em estado sélido se mostrou mais eficaz na
producao de xilanases. A utilizacdo de diferentes substratos lignocelulésicos, a fim
de avaliar o efeito na producao de xilanase, nao sobrepde-se a utilizacao primordial
do farelo de trigo como substrato. Com a otimizagdo do meio foi possivel melhorar a
producao xilanolitica. As xilanases bruta e parcialmente purificada se mostraram
moderadamente termoresistentes (faixa 6tima a 45 °C), ndo sendo indicadas para
processos biotecnologicos que demandam altas temperaturas. O pH 6étimo ficou
dentro da faixa esperada para espécies fungicas, entre 5,0-5,5. Dentre os
compostos fendlicos, o acido tanico apresentou maior efeito de inibigdo sobre a
atividade da xilanase bruta. A enzima parcialmente purificada apresentou uma
estabilidade de temperatura e uma faixa de estabilidade pH inferiores a amostra
bruta, nas condi¢cdes analisadas. A maioria dos ions testados nao inibiram a xilanase
bruta e a parcialmente purificada. Para ambas as condigbes testadas, o Ag” foi o
que proporcionou maior diminuicdo na atividade xilanolitica. Dentre os agentes
modificadores testados, foi observado influéncias positivas na xilanase bruta e na
parcialmente purificada. O unico agente que proporcionou leve inibigdo foi o SDS,
contudo, o mesmo ativou a xilanase parcialmente purificada na concentragcdo de
5 mmol L™

Para trabalhos futuros sugere-se avaliar o aumento da umidade inicial no
CES de outros substratos, uma vez que se verificou aumento da produgdo de
xilanases quando a umidade inicial passou de 54% para 70% no CES de
Gongronella butleri IPS8.2 em farelo de trigo, e esse aumento da umidade n&o foi
testado para os outros subtratos analisados. Em farelo de trigo avaliar uma umidade
superior a 70%, pois ndo houve queda na producao da xilanase. Analisar o CSm e a
otimizagdo do CES com inéculo em esporo. Com relacéo a purificagao o ideal seria
explorar outras técnicas além das utilizadas, uma vez que os dados apresentados

nesse trabalho, sugerem que o fungo Gongronella butleri IPS8.2 produz
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multiplicidade de formas de xilanases, ndo podendo se afirmar que sao isoformas.
Podendo, inclusive, se tratar de diferentes graus ou tipos de glicosilagdo, o que

dificultou o processo de purificagao.
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