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APRESENTACAO

Temos o prazer de apresentar o segundo volume da obra “Pesquisa cientifica
e tecnolégica em microbiologia”, contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em
diversos locais do pais que apresentam analises de processos bioldgicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Conforme destacamos no primeiro volume, a microbiologia € um vasto campo
que inclui o estudo dos seres vivos microscoOpicos nos seus mais vaiados aspectos
como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagcdo com
outros organismos e com o ambiente além de aplicagbes biotecnolégicas. Como uma
ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos
fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a linha de frente
de avancos importantes na medicina, agricultura e na industria. Os microrganismos
sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e hoje possuimos ferramentas
cada vez mais eficientes e acuradas que nos permitem investigar e inferir as possiveis
enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

O potencial desta obra é enorme para futuras novas discussoes, haja vista que
enfrentamos a questdo da resisténcia dos microrganismos a drogas, identificagcdo de
viroses emergentes, ou reemergentes, desenvolvimento de vacinas e principalmente
a potencializagcdo do desenvolvimento tecnoldégico no estudo e aplicagdes de
microrganismos de interesse.

Portanto apresentamos aqui temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana
sdo com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiolégicos. Parabenizamos a todos os envolvidos que de alguma forma
contribuiram em cada capitulo e cada discussdao, com destaque principal a Atena
Editora que tem valorizado a disseminacdao do conhecimento obtido nas pesquisas
microbiolégicas.

Assim desejo a todos uma étima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 16

UMA ABORDAGEM SOBRE PRODUCAO DE
XILANASES PELO FUNGO Thermomyces lanuginosus
UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO

Data de submissao: 12/11/2019
Data de aceite: 10/12/2019

Andreza Gambelli Lucas Costa Nascimento
Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Cascavel, Parana, Brasil.

Link para o Curriculo Lattes: http://lattes.cnpq.
br/9770691189596665

Carla Lieko Della Torre
Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Cascavel, Parana, Brasil.

Link para o Curriculo Lattes: http://lattes.cnpq.
br/0141810773760829

Marina Kimiko Kadowaki
Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Cascavel, Parana, Brasil.

Link para o Curriculo Lattes: http://lattes.cnpq.
br/1819723253019762

RESUMO: Os fungos sao microrganismos
largamente producéo
interesse

utilizados na

principalmente de produtos de
biotecnolégicos. Dentre os fungos filamentosos,
0 Thermomyces lanuginosus é um organismo
termofilo que apresenta caracteristicas em sua
estrutura celular que Ihe confere resisténcia em
temperaturas elevadas e capacidade de secretar
varios tipos de enzimas termoestaveis ao meio
extracelular. A enzima xilanase, pertencente
ao grupo glicosil hidrolase, € produzida por
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INDUTOR

este fungo e ela apresenta a propriedade
de clivar as ligagbes B-1,4 de hemiceluloses
da parede celular presente em biomassas
lignoceluldsicas. As hemiceluloses encontradas
nos residuos agroindustriais sdo constituidas
principalmente de xilanas, que séo hidrolisadas
pelas enzimas xilanasicas. Essa reacdo de
clivagem da xilana produz acucares redutores
denominados xilo-oligosacarideos (XOS) como
xilopentaose, xilotetraose, xilotriose, xilobiose
e 0 monossacarideo D-xilose. Nesse contexto,
este estudo teve como objetivo descrever
sobre a producédo de enzimas xilanoliticas pelo
fungo termofilico Thermomyces lanuginosus,
utilizando residuos agroindustriais como indutor,
no sentido de contribuir para que novos estudos
possam ser realizados com fungos produtores
de enzimas, e assim, incorporar tecnologias
mais limpas no futuro em diferentes setores
industriais.

PALAVRAS-CHAVE: agro residuo; complexo
xilanolitico, hemicelulose;

fungo termdfilo,

Thermomyces lanuginosus.

AN APPROACH TO XYLANASE
PRODUCTION BY Thermomyces
lanuginosus USING AGRO-INDUSTRIAL
RESIDUE AS INDUCER

ABSTRACT: Fungi are microorganisms widely
used in the production mainly of products
of biotechnological interest. Among the
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filamentous fungi, Thermomyces lanuginosus is a thermophilic organism that presents
characteristics in its cellular structure of resistance at elevated temperatures and ability
to secrete several types of thermostable enzymes to the extracellular environment.
The enzyme xylanase, belonging to the group glycosyl hydrolase, is produced by this
fungus and it has the property of cleaving the B-1,4 bonds of cell wall hemicelluloses
present in lignocellulosic biomass. The hemicelluloses found in agroindustrial residues
are mainly composed of xylans, which are hydrolyzed by xylanase enzymes. This xylan
cleavage reaction produces reducing sugars called xyloligosaccharides (XOS), such
as xylopentaose, xylotetraose, xylotriose, xylobiose and the monosaccharide D-xylose.
In this context, this study aimed to describe the production of xylanolytic enzymes by
the thermophilic fungus Thermomyces lanuginosus using agroindustrial residues as
inducer, in order to contribute to further studies with enzyme producing fungi, and thus
incorporate cleaner technologies in the future in different industrial sectors.
KEYWORDS: agro residue; xylanolytic complex, thermophilic fungus, hemicellulose;
Thermomyces lanuginosus.

11 INTRODUCAO

Os residuos agroindustriais que sao produtos do processamento de graos
oriundos de atividades agricolas do campo apresentam em sua composicao
estrutural a celulose, hemicelulose e lignina (BASU; KUMAR; SHUKLA, 2018). Essa
hemicelulose que forma a parede celular secundaria do vegetal é constituida de
xilana, um heteropolissacarideo, que pode ser hidrolisado pelas enzimas xilanasicas
dos microrganismos para obtencéo de energia (SHRIVASTAVA et al., 2016).

Os fungos s&o microrganismos amplamente encontrados na natureza, e
atualmente sao utilizados em diversos setores industriais, para obtengao principalmente
de produtos de interesse biotecnolégicos (KUMAR; CHHABRA; SHUKLA, 2017).
Dentre os fungos filamentosos, os termofilos apresentam caracteristicas em sua
estrutura celular que Ihe conferem a propriedade de se manter estavel em temperaturas
elevadas, e consequentemente secretar enzimas termoestaveis em meio extracelular
(SHI et al., 2019).

As xilanases, uma das classes de enzimas que pertencem ao grupo das glicosil
hidrolases (GH), s&o produzidas por diversas espécies de microrganismos (FROCK;
KELLY, 2012). Apresentam a caracteristica de clivar ligacées B-1,4 de xilana das
hemiceluloses da parede celular vegetal presente em biomassas lignoceluldsicas
(KOLENOVA; VRSANSKA; BIELY, 2006). A reacdo de clivagem da xilana pelas
enzimas cataliticas produzem agucares redutores denominados xilo-oligossacarideos
(XOS). Estes XOS apresentam acgao prebidtica, uma propriedade que a molécula
tem de auxiliar na melhora do sistema gastrointestinal e aumentar a imunidade do
organismo (FARIAS et al., 2019).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como proposta abordar sobre o uso
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de residuos agroindustriais como indutor para producdo de enzimas xilanoliticas
pelo fungo termofilo Thermomyces lanuginosus, e assim, contribuir para que novas
pesquisas possam ser realizadas com fungos produtores de enzimas. Além disso,
buscar aplicabilidades biotecnoldgicas para incorporar tecnologias mais limpas que
colaboram e trazem beneficios na reducao de custos de bioprocessos industriais, bem
como minimizar impactos ambientais.

2| RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO FONTES DE CARBONO PARA
PRODUGAO DE XILANASES

Paises em desenvolvimento cujo PIB (Produto interno bruto) depende
essencialmente do setor primario, isto €, agricultura, mineragéo e extracao vegetal, tem
que lidar com grandes quantidades de residuos agricolas gerados a partir do processo
de colheita destes graos (MELO, et al., 2011)s&o produzidas milhdes de toneladas de
residuos provenientes do processamento agroindustrial. Muitos deles s&o ricos em
compostos bioativos sendo potenciais fontes naturais dessas substancias. Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar o teor de compostos fendlicos totais, a atividade
antioxidante e a composicao fendlica de trés residuos gerados por agroindustrias
brasileiras: bagaco de uva Isabel (Bl. Com o crescimento da agricultura cada vez
mais industrializada, quantidades enormes de residuos de origem vegetal constituidos
por componentes que formam o complexo de lignocelulose sdo gerados no ambito
mundial e consequentemente, acabam acarretando um grande problema ambiental
(BRIENZO, 2010; OKAFOR et al., 2007).

Uma quantidade significativa de biomassa hemicelulésica estad presente nos
residuos agricolas, que consiste de varios polimeros de carboidratos, como xilana,
manana, galactana entre outros. E dentre eles a xilana ocupa um lugar de destaque
(BASU; KUMAR; SHUKLA, 2018; SHRIVASTAVA et al., 2016).

As plantas consideradas madeiras duras sao os maiores reservatorios de xilana,
um polissacarideo nao celulésico abundante que confere cerca de 20 a 35% do peso
seco total na biomassa vegetal (JIANG et al., 2010; SHARMA, M.; KUMAR, A., 2013),
sendo assim, o componente principal hemiceluldésico da parede celular secundaria
e intermediario entre a lignina e outros polissacarideos (GHOSH; SUTRADHAR,;
BAISHYA, 2019).

A xilana é amplamente encontrada em residuos agroindustriais como o sorgo,
bagaco-de-cana, bagaco de cevada, palha de milho, farelo de arroz e trigo (KUMAR;
CHHABRA; SHUKLA, 2017). Depois da celulose, a xilana é o segundo polimero
mais abundante de fonte de carbono organico renovavel, se ligando covalentemente
a residuos de lignina e polissacarideos, como a pectina e a glucona (GHOSH;
SUTRADHAR; BAISHYA, 2019).

A despolimerizacdo dessas lignoceluloses encontrados nos residuos esta
relacionada com a versatilidade dos microrganismos em secretar enzimas especificas
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a estes substratos complexos (ZHANG et al., 2015). Desse modo, na tabela 1 estéo
elencados os estudos realizados por diversos pesquisadores utilizando diferentes
residuos agroindustriais como fontes de carbono para induzir a producéo de enzimas
xilanoliticas por fungos do género Thermomyces.

Fontes de carbono Fungo Referéncias
Bagaco de cana de agucar T. lanuginosus Sigma® SOUZA et al., 2018
Bagaco de cana de agucar T. lanuginosus SSBP MANIMARAN et al., 2009
Bagaco de cana de acucar T. lanuginosus S1, S3 e FZ1 ROSA, 2014
Farelo de trigo T. lanuginosus NCIM 1374  SHRIVASTAVA et al., 2016
Farelo de trigo T. lanuginosus DSM 28966 SHRIVASTAVA et al., 2016
Farelo de trigo T. lanuginosus SS-8 SHRIVASTAVA et al., 2013
Farelo de trigo T. lanuginosus 195 GAFFNEY et al., 2009
Palha de arroz e farelo de trigo e casca de T. lanuginosus VAPS24 KUMAR et al., 2017
banana
Palha de milho T. lanuginosus SSBP SINGH et al., 2003
Palha de milho e bagago de guayule T lanuginosus STm SIKANDAR et al., 2017
(Parthenium argentatum)
Palha de sorgo T. lanuginosus D2W3 SONIA et al., 2005
Sabugo de milho T lanuginosus NIAB F220  BOKHARI et al., 2008
Sabugo de milho T. lanuginosus THKU KHUCHAROEN & SINMA,

2010

Sabugo de milho T. lanuginosus 10C-4145 DAMASO et al., 2002
Sabugo de milho T. lanuginosus SDYKY-1 SU et al., 2011
Sabugo de milho T. lanuginosus MC134 KUMAR et al., 2009

Tabela 1: Residuos agricolas como fonte de carbono para produ¢édo de enzimas xilanoliticas por
diferentes espécies de Thermomyces

Pode-se verificar natabela 1 que dentre os residuos agroindustriais mais estudados
como fontes indutoras das xilanases por diferentes espécies de T. lanuginosos estao
os derivados de milho como: sabugo e palha de milho, porém, os bagacos-de-cana
e farelo de trigo também foram utilizados com frequéncia ao longo dos anos. Essa
caracteristica de induzir a produgao de xilanase em cultivos desses fungos pode estar
relacionada ao conteudo de hemiceluloses encontradas nesses residuos, conforme
descrito por Girio e colaboradores (2010) o sabugo de milho contém de 28 a 35,30 %,
a palha de milho (25,5%), bagaco-de-cana (20,5 a 25,60 %) e farelo de trigo (19,2 a
21 %).

3 | ENZIMA XILANASE

As enzimas microbianas tém sido empregada como precursoras de uma
tecnologia mais limpa para a produgcdo de compostos com importancia comercial e
industrial, utilizando residuos agricolas ou industriais como substrato indutor (KUMAR,;
CHHABRA; SHUKLA, 2017; SHRIVASTAVA et al., 2016).

Muitas enzimas de origem fungicas possuem capacidade de atuar em
diferentes condicdes de pH e temperaturas, e ampla estabilidade, o que confere uma
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caracteristica de grande relevéncia para as industrias (NIGAM, 2013). Alguns fungos
como: Aspergillus niger, Humicola insolens, Termomonospora fusca, Trichoderma
reesei, Trichoderma longibrachiatum e Trichoderma koningii tém sido utilizados como
fontes notaveis de xilanases comerciais (GIRIO et al., 2010; NIGAM, 2013).

A xilanase, € uma das enzimas produzidas pelo T. lanuginosus pertencente
a familia das glicosil hidrolases (GH) e a maioria das xilanases de origem fungica
pertecem a familia GH10 e GH11 (DELLA TORRE & KADOWAKI, 2017;KUMAR,;
DANGI; SHUKLA, 2018), sendo que ha relatos também de enzimas das familias GH5,
GH7, GH8 e GH43 (KUMAR; CHHABRA; SHUKLA, 2017).

As principais enzimas que compdem este sistema xilanolitico sdo as
endoxilanases e as [B-xilosidases. As endoxilanases (1,4-B-D-xilano-hidrolase, EC
3.2.1.8) atuam sobre o substrato xilano clivando randomicamente suas ligacdes B-1,4
em pequenos fragmentos de agucares redutores denominados xilobiose, xilotriose,
xilotetraose, xilopentose (KRONBAUER et al., 2007; KUMAR; CHHABRA; SHUKLA,
2017;NORDBERG KARLSSON et al., 2018).

Existem inUmeras enzimas comerciais derivadas de fungos com aplicacdes na
industria, um exemplo é a xilanase comercialmente vendida como Biolase Maxi®
produzida pelo fungo Aspergillus niger (DELLA TORRE & KADOWAKI, 2017). As
aplicacbes industriais destas enzimas produzidas por microrganismos tém sido no
branqueamento de polpa na fabricacéo de papel (JUTURU; WU, 2012), como aditivos
de racdo animal (KUMAR; CHHABRA; SHUKLA, 2017), na clarificacdo de sucos de
frutas e panificacdo (GHOSH; SUTRADHAR; BAISHYA, 2019).

4 | FUNGO Thermomyces lanuginosus

Os fungos denominados termofilos sdo cosmopolitas, sendo encontrados em
varios ecossistemas, apresentam inUmeras caracteristicas interessantes (SHI et al.,
2019), uma delas é ter a capacidade de crescimento rapido em temperaturas elevadas,
alcancando 45°C ou até mesmo mais altas, desempenhando assim um importante
papel no ciclo do carbono (JI et al., 2015) . Esses fungos s&o capazes de acelerar 0
processo de desconstrucao da lignocelulose através da secrecédo das suas enzimas
termoestaveis, além disso, as condi¢des de fermentacdo desses microrganismos sao
ideais para muitas aplica¢des industriais (XIA; FANG; ZHANG, 2013), uma vez que
reduz o risco de contaminacéo de cultivos (FROCK; KELLY, 2012; LI, 2015; OLSON et
al., 2012; SHI et al., 2019).

Habitualmente, a microbiota fungica que degrada substéancias lignocelulésicas
aparecem em solo, colonizando os vegetais, desde suas raizes até seus residuos,
apresentando assim uma enorme funcdo no processo de reciclagem de nutrientes
(ROSA, 2014).

As caracteristicas de adaptacbes as condi¢cdes desfavoraveis de ambiente
tais como, pH extremo, altas concentracOes de sais e altas temperaturas estao
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presentes nos fungos termofilos resultado da alterac&o na composicédo da membrana
citoplasmatica, do DNA e de proteinas destes fungos (DELLA TORRE & KADOWAKI,
2017; GOMES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014).

Dentre os varios exemplos de fungos termofilos de interesse biotecnoldgico, o T.
lanuginosus vem se destacando por produzir enzimas extracelulares com propriedades
excepcionais, como termoestabilidade elevada que permite uma extensa aplicacéo
industrial (KUMAR et al., 2009; KUMAR; CHHABRA; SHUKLA, 2017; MANIMARAN et
al., 2009; SHl et al., 2019). O fungo T. lanuginosus, também conhecido como Humicola
lanuginosa comp&e uma das quatro espécies do género Thermomyces: T. verrucosus;
T. ibadanensis e T. stellata (DELLA TORRE & KADOWAKI, 2017).

O fungo foi isolado pela primeira vez por Tsiklinskaya (MANIMARAN et al., 2009)
em um jardim, no ano de 1889, e recebeu como primeiro nome de T. lanuginosus
Tsiklinsky (PUGH; BLAKEMAN; MORGAN-JONES, 1964). Este fungo apresenta
crescimento completo em até 10 dias e em temperaturas acima de 45°C, podendo
crescer até mesmo em 50°C (GAFFNEY et al., 2009).

Dependendo do local onde séo isoladas, as colénias do T. lanuginosus podem
modificar a tonalidade de sua coloragcdo de claras a escuras. Inicialmente tem uma
coloracao esbranquicada, acinzentada, alcan¢cando até uma coloragdo marrom escura
apés plena maturacdo (KHUCHAROEN; SINMA, 2010). Os conidios formados por
reproducao assexuada se apresentam incolores quando imaturos e paredes lisas, e
quando amadurecem modificam-se para a coloragdo marrom escura e formato globoso
com espessuras variando de 2 a 5 mm (KHUCHAROEN; SINMA, 2010).

Varias linhagens de T. lanuginosus tém sido relatadas como sendo importantes
produtoras de diferentes enzimas com multiplas aplicacoes biotecnolégicas (KARTHIK;
SHUKLA, 2012; KUMAR; CHHABRA; SHUKLA, 2017; SHRIVASTAVA et al., 2013).
Os fungos da espécie T. lanuginosus apresentam a propriedade de secretar 40
enzimas glicosil hidrolases e 25 proteases quando crescido em diferentes fontes de
carbono. Entre as 13 glicosil hidrolases identificadas com elevada expresséo, 9 foram
denominadas de glicosidases de acgucar redutores (RSGs) pertencentes a sete familias
de GH (Shi et al, 2019).

4.1 NOVA LINHAGEM DE T. lanuginosus ISOLADA DO BIOMA DA MATA
ATLANTICA DO PARANA

Uma nova linhagem de T. lanuginosus foi isolada da Mata Atlantica da do Oeste
do Parana-Brasil (CORREA et al., 2016) e suas caracteristicas de crescimento e
morfologia bem como a atividade da xilanasica em placa sdo mostradas na figura 1A,
B,C,DeE.
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Figura 1: Microcultivo do fungo Thermomyces lanuginosus isolado do solo da Mata Atlantica
do Oeste do Parana-Brasil (A); Morfologia de conidios e hifas do fungo T. lanuginosus em
microscopia (B); Cultivo em meio de agar batata dextrose do fungo T. lanuginosus (C); Halo de
hidrélise do xilano em placa revelado com solugéo vermelho de Congo, mostrando a atividade
da xilanase do fungo T. lanuginosus (D); Cultivo liquido do fungo T. lanuginosus em meio
Czapek suplementado com palha de milho como fonte de carbono (E).

Em estudo realizado com esse novo isolado de T. lanuginosus em cultivo
submerso, utilizando quatro substratos lignocelulésicos como fontes de carbono
(palha de milho, fibra de trigo, fibra de aveia e palha de arroz) obteve maior producéo
de xilanase (44,56 U/mL) com a palha de milho (Tabela 2), considerada uma matéria-
prima barata e de facil acesso, visto que o Brasil é o terceiro maior produtor mundial
de milho, tendo alcancado 100 milhdes de toneladas na safra de 2018/2019, um
recorde para setor, apontando para um aumento na produg¢ao de 35,6% comparada
com a safra do ano anterior 2017/2018. Além disso, o Conab (Companhia Nacional de
Abastecimento) estima um recorde na exportacéo desse gréo, com perspectiva de 35
milhdes de toneladas (MAPA), 2019).

Fonte de carbono Xilanase (U/mL)
Fibra de aveia 3,34 + 0,30
Fibra de trigo 21,07 +£0,55
Palha de arroz 1,15+ 0,23
Palha de milho 44,56 + 1,06

Tabela 2. Producéao de xilanase por T. lanuginosus isolado da Mata Atlantica em cultivo
submerso utilizando residuos agricolas como fonte de carbono

O fungo T. lanuginosus foi cultivado em meio liquido Czapek suplementado com
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1% (p/v) de residuos agricolas (fibra de aveia, fibra de trigo, palha de arroz e palha
de milho), incubado em estufa sob agitacdo (150 rpm) a 42°C, por 5 dias. A atividade
da xilanase extracelular foi determinada incubando-se o extrato enzimatico com o
xilano de Beechwood 1% (p/v) em tampéao fosfato de sodio 0,05 M pH 6,5, a 65°C, e
0s agucares redutores produzidos foram quantificados conforme o método de Miller
(MILLER, 1959).

Pode-se conferir na tabela 2 que o fungo T. lanuginosus isolado proveniente
do solo da Mata Atlantica do Oeste do Parana, apresentou potencial como 6timo
produtor de xilanase, quando crescido com a palha de milho como fonte de carbono,
um residuo agricola de baixo custo e facil obtencdo. Cabe destacar que no Brasil
apenas 5% da producéao de cultivo de milho sdo destinados ao consumo humano. Os
residuos do processamento desta cultura representam 58% da biomassa produzida, e
essa parcela ainda é negligenciada e poderia ser uma alternativa para contribuir como
fontes renovaveis de energia para gerar riqueza e minimizar acimulo desses residuos
na natureza (CORREA et al., 2016; JUTURU; WU, 2012; SU et al., 2011).

51 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos com residuos ou subprodutos agroindustriais vém contribuindo cada vez
mais no sentido de aproveitar essa matéria-prima que é gerada pelo setor agricola
no processamento dos graos. Assim, a utilizacdo desses compostos como fontes
alternativas de carbono em bioprocessos com fungos, como T. lanuginosus, para a
producdo de xilanases termoestaveis de interesse industrial, corrobora com a meta
de agregar um valor comercial aos compostos que sdo subutilizados e descartados,
além de proporcionar um meio ambiente mais limpo e sustentavel. Ainda, contribui
para o enriqguecimento cada vez mais do ramo da pesquisa bem como na melhoria de
técnicas e processos industriais.
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