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APRESENTAGAO

Micologia é o estudo de microrganismos eucariontes que possuem parede celular
rigida, membrana e organelas, apresentando aspectos leveduriformes e/ou filamentos
morfolégicamente. Trata-se, portanto, de uma area de estudo ampla que atrai diversos
pesquisadores em diferentes campos cientificos, tecnoldgicos e industriais.

Sabemos que os fungos sdao microrganismos que possuem uma diversidade de
caracteristicas unicas que refletem em seu modo de vida, nas suas interagcdes e na
sua aplicabilidade. A grande maioria das espécies fugicas ainda é um vasto campo de
estudo para os micologistas, assim como suas caracteristicas individuais e formas de
desenvolvimento no ambiente ou no hospedeiro

O Brasil € uma referéncia em se tratando de estudos em micologia, principalmente
na subarea que denominamos micologia médica, tanto pelos pesquisadores precursores
quanto pela nova geragcdo armada com as evolugdes biotecnologicas e moleculares. O
uso de estratégias biotecnoldgicas tem sido primordial na pesquisa com fungos. A vasta
diversidade fungica apresenta grande potencial, principalmente associada a estudos de
aplicacdes biotecnolégicas, como no campo ambiental, farmacéutico, industrial, agricola,
alimenticio, genémico dentre outros.

E um privilégio organizar e compartilhar conhecimento na obra “Micologia: fungos
e/ou seus metabdlitos como objeto de estudo” publicada pela editora Atena, por se tratar
de um material extremamente interessante e muito bem produzido por seus autores
que evidencia essa area tao importante. Como pesquisador da area desejo que esse
primeiro volume seja apenas o inicio e que desperte o interesse dos académicos atraindo
pesquisadores da micologia médica e areas correlatas para publicacdo em novos volumes
com esse foco.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 16

SCREENING DE FUNGOS FILAMENTOSOS VOLTADO
PARA A PRODUCAO DE ENZIMAS

Data de aceite: 01/06/2020
Data de submisséo: 13/03/2020

Inaia Ramos Aguiar
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirao Preto — USP

Ribeirao Preto — SP
http://lattes.cnpq.br/1349514489281803

Monica Stropa Ferreira-Nozawa
Vectorcontrol

Vinhedo — SP
http://lattes.cnpq.br/6646435354431954

RESUMO: O territério brasileiro apresenta uma
ampla biodiversidade biologica, especialmente
de fungos filamentosos, microrganismos cujo
potencial para pesquisas biotecnologicas é
enorme pois sao excelentes produtores de
enzimas. Dentre elas, podemos destacar as
pectinases, que sdao enzimas que degradam
pectina, componente da parede celular de
vegetais. Industrias como as alimenticias,
téxteis, de papel, de biocombustiveis etc.
precisam degradar a pectina da matéria prima
de seus produtos, porém o alto custo de
producdo de enzimas pectinoliticas é o maior
obstaculo para a comercializacdo das mesmas,
portanto a substituicao de métodos tradicionais

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo

de producéo, por fungos filamentosos pode
aumentar a eficiéncia de producao da enzimas,
bem como diminuir seus custos. Além da
alta taxa de producdo enzimética dos fungos
filamentosos, estes organismos podem se
utilizar de residuos agroindustriais como fonte
de carbono para seu crescimento. No presente
artigo foram selecionados fungos filamentosos
bons produtores de pectinases e seu meio de
cultivo foi otimizado utilizando-se residuos
agroindustriais como fonte de carbono, visando
uma alta producdo de pectinases de forma
sustentavel e a baixo custo.

PALAVRAS CHAVE: Bioprospeccdo, fungos

filamentosos, pectinases, Aspergillus, enzimas.

FILAMENTOUS FUNGI SCREENING AIMING
ENZYME PRODUCTION

ABSTRACT: Brazilian territory has a wide
biological biodiversity, especially of filamentous
fungi, microorganisms whose potential for
biotechnologial researches is huge, beacuse
they are excellent enzyme producers. Among
them, there are pectinases, which degrades
pectin, a vegetable cell wall component.
Food, textiles, paper and biofuels industries,
for exemple, need to degrade pectin from row

materials of their products, however, the high
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cost of pectinase production is the biggest obstacle to their commercialization, therefore the
replacement of traditional methods by filamentous fungi, to produce pectinolytic enzymes,
can be more efficient and reduce its cost. In addition to the high rate of filamentous fungi
enzyme prodution, these organisms can use agro-industrial wastes as carbon source for
their grownth. In this article, filamentous fungi, good pectinase producers, were selected and
their culture medium was optimizated using agro-industrial wastes, aiming the highest and
sustainably pectinase production, with a low cost.

KEYWORDS: Bioprospection, flamentous fungi, pectinases, Aspergillus, enzyme.

REVISAO

11 FUNGOS FILAMENTOSOS

Devido a condi¢des climaticas, o Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades
do planeta, incluindo a dos fungos que podem ser encontrados facilmente em diversos
ecossistemas e habitats (PEREIRA et al., 2017). Apesar da ampla diversidade de
espécies fungos, apenas uma parcela de 6,6% das 1.500.000 estimadas estéo descritas
na literatura, das quais cerca de 13.800 podem ser encontradas no Brasil (KIRK et al.
2008; LEWINSOHN & PRADO 2006).

A maioria dos fungos séo filamentosos e sua morfologia é uma das mais diversas. Sao
organismos multicelulares e apesar de seres microscopicos, podem ser vistos a olho nu
devido seus extensos filamentos chamados de hifas (Figura 1). Essas hifas sdo o suporte
dos conidiéforos que liberam esporos e a organizagcdo em trama desses filamentos forma
0 micélio (estrutura vista a olho nu) (KAVANAGH, 2005; RAVEN et al., 2013).

CONIDIOFORO

HIFA

& 26 pm
v

Figura 1: Conidi6foros e hifas do fungo Aspergillus thermomutatus, também denominado Neosartorya
pseudoficheri. (Foto: Inaia Ramos Aguiar)
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A fisiologia dos fungos tem grande impacto no meio ambiente, nas industrias
e saude humana. Do ponto de vista ecoldgico, os processos bioquimicos da natureza
ndo aconteceriam sem a participacdo dos fungos como decompositores primarios de
materiais organicos (BENASSI & ALMEIDA, 2019). Eles sdo organismos heterotrofos,
porém sua parede celular constituida de quitina impede a entrada de alimentos na célula
por fagocitose, portanto, fungos devem absorver nutrientes simples e soluveis através
da membrana plasméatica. Para tal, estes secretam enzimas que degradam polimeros
complexos até se tornarem simples e soluveis na membrana (DEACON, 2013).

Os fungos séao facilmente cultivados em laboratério por apresentarem rapido
crescimento, simplicidade de composicdao, serem de facil manuseio, ocuparem pouco
espaco e as condi¢cbes de cultivo podem ser facilmente controladas (DESAGIACOMO,
2014). Devido a essas caracteristicas, o potencial industrial dos fungos filamentosos
tem estimulado diversas pesquisas, mas principalmente visando desenvolvimento de
processos de fermentacao em larga escala e purificacéo de enzimas (Figura2) (BASSANI
& ALMEIDA, 2019). Bioprospeccdo é a pesquisa por microrganismos com potencial
uso econémico e eventual desenvolvimento tecnologico, de forma legal e sustentavel
(SACCARO & NILO, 2011).

Indistria Papeleira

Biocombustiveis

Cosméticos

Medicamentos %% ?

Figura 2: Aplicagcbes industriais de enzimas produzidas por fungos filamentosos. (Imagem: Inaia Ramos
Aguiar).

Produtos de limpeza

2| ENZIMAS

Enzimas sdo biomoléculas envolvidas em catalise de processos bioquimicos, ou
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seja, aumentam a velocidade das reacdes. Podem tanto decompor moléculas grandes
em moléculas menores, como podem construir moléculas maiores a partir de unidades
menores, além de catalisarem alteracdes estruturais. Portanto, todas as reacdes quimicas
gue ocorrem nos seres vivos dependem da acéao de enzimas. Em sua maioria sdo proteinas,
que por sua vez sao compostas por aminoacidos ligados entre si por ligacdes peptidicas
(NELSON & COX, 2011).

A atividade enzimatica pode ser alterada por diversos fatores, dentre eles:
concentragao de substratos; temperatura, sendo que cada enzima tem sua temperatura
6tima; o pH, no qual as enzimas também apresentam um pH 6timo. Sao utilizadas
como biocatalisadores para producdo de alimentos e bebidas, por meio da fermentacao
microbiana natural, mesmo antes de serem descobertas no século XIX (MARQUEZ et al.,
2011). Por serem extremamente eficientes e altamente especificas, desde sua descoberta
foram utilizadas em processos biotecnoldgicos como ferramentas promissoras na sintese
de compostos de alto valor agregado e até hoje vém sendo extremamente importantes
para processos industriais de biotecnologia (REGINATTO et al., 2017).

O alto custo na producao enzimatica € o maior obstaculo para comercializagao
de novas enzimas, porém a otimizacdo das condi¢cdes de cultivo e escolha de micro-
organismo adequados, pode levar a uma producao enzimatica mais eficaz e com redugcao
de custos de producédo (MENESES, 2007).

31 PECTINA E PECTINASES

As células vegetais sdo aderidas umas as outras pela parede celular, por meio de
uma lamela média, constituida principalmente por pectina (LATARULLO et al., 2016).
Pectinas séo polissacarideos de alto peso molecular, carregadas negativamente (ROSSI,
2011). Sado componentes estruturais de plantas (2 a 10% da biomassa) que contribuem
para integridade e manutencdo desses tecidos, além de participarem da organizacao
estrutural da celulose e hemicelulose (CANTERI et al. 2012; LATARULLO et al., 2016).

Sao complexos coloidais de polissacarideos acidos, compostos de residuos de
acido galacturdnico (GalA), unidos por ligagdes a-1,4 em sua cadeia principal, conhecida
como homogalacturonana (HG), que podem estar parcialmente esterificadas, e com
ramificacdes, conhecidas como ramnogalacturonana | (RG-I) e ramnogalacturonana I
(RG-II). RG-I consiste na repeticao de unidades de dissacarideos de acido galacturénico
e ramnose. A RG-Il tem um suporte estrutural de HG, com cadeias laterais complexas
ligadas a residuos de GalA (Figura 3) (RIDLEY et al., 2001).
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Figura 3: Representagéo esquematica convencionais da estrutura da pectina (POLIZELI et al., 2013).

De acordo com as modificagbes nas ligagdes da cadeia principal, podem ser
classificadas em: protopectina, acido pectinico, acido péctico e pectina (UENOJO &
PASTORE, 2007).

Enzimas pectinoliticas, também conhecidas como pectinases, sao utilizadas,
principalmente, na industria alimenticia, na producdo de sucos de frutas ou vinho,
contribuindo para a redugao da viscosidade, de modo a aumentar a eficiéncia de filtragao
e clarificagcdo dos mesmos, além de serem usadas nas industrias téxteis e de papel e
recentemente na extracdo de 6leos vegetais (REGINATTO et al., 2017, ORTIZ et al.,
2017). Tém ganhado significativa atencao e eficiéncia de uso para fins tecnolégicos, em
funcéo de avangos em estudos sobre a natureza dos tecidos vegetais e atualmente quase
5% da producdo e vendas de enzimas globais sdo de pectinases (CATHARINA, 2013;
KETIPALLY & RAM, 2018).

41 0 GENERO ASPERGILLUS

Dentre os diversos fungos filamentosos, os fungos do género Aspergillus se destacam
como um dos mais importantes para a producéao de enzimas extracelulares, pois secretam
cerca de 90% de suas enzimas produzidas, o que facilita a extragcdo e purificacdo das
mesmas e, além disso, o valor de pH de muitos processos industriais se préxima ao
valor de pH da atividade dos fungos filamentosos, portanto, estes organismos estao
intimamente envolvidos em muitas pesquisas biotecnoldgicas voltadas para processos
industriais, principalmente voltadas para o comercio, incluindo as pesquisas voltaras para
a producéao de pectinases (BENNETT, 2010; REGINATTO et al., 2017; DESAGIACOMO,
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2014).

JUSTIFICATIVA

O aumento da conscientizacdo ambiental nos ultimos anos, principalmente sobre
efeitos da poluicdo industrial, pressionou a industria e o governo para substituir processos
quimicos tradicionais por processos biologicos alternativos, envolvendo micro-organismos
e enzimas (BHARDWAJ et al., 2017). Os coprodutos agroindustriais representam
alternativa viavel, tanto no enfoque nutricional como econémico (SILVA et al., 2007).

Uma das aplicagcdes em potencial de residuos industriais pode ser sua utilizagao
como fonte de carbono em bioprocessos para obtencéo de enzimas, entre outros produtos
(UENOJO & PASTORE, 2007). Nesse cenario, o Brasil tem um papel proeminente na
agricultura, em producéo e exportacao, principalmente, de café, cana-de-agucar, soja,
frutas e outros produtos que tém grande potencial como fonte de carbono para fungos
filamentosos (DAMASIO et al., 2011).

Agroindustrias geram uma enorme quantidade de materiais residuais, cuja deposi¢cao
no meio causa sérios problemas de poluicéo. A substituicdo dos componentes do meio de
cultivo por residuos industriais desencadeia um processo de producado ecologicamente
correto e mais econébmico, uma vez que se utiliza de matéria que seria descartada e se
tornaria poluente para o meio ambiente e ainda substitui substratos quimicos de alto custo
para produzir produtos quimicos como as enzimas.

Pectinases sdo enzimas utilizadas em industrias para diversos processos e é
vantajoso que exista uma maneira de produzi-las em grande escala, de forma simples
e de baixo custo. Fungos séao bons produtores dessas enzimas e a extracdo enzimatica,
cultivo do fungo e seu armazenamento sao processos simples, rapidos e de baixo custo,
fazendo com que esses organismos sejam alvo de estudos biotecnolégicos.

Os resultados deste artigo permitiram determinar fungos bons produtores de
pectinases, os melhores meios de cultivo, tipo de fermentacdo e condicbes de pH e
temperatura para micro-organismos ainda nao descritos na literatura quanto a producao
dessas enzimas. Assim pectinases foram produzidas em meios formulados com composicao
simples, com baixo custo e em quantidades elevadas para futura aplicacao biotecnolégica.
Este estudo envolvendo a producao enzimatica utilizando residuos industriais nédo so, é
um processo que nao causa impactos ambientais, como evita poluicao por degradacéao
de biomassa residual. Este estudo também visa a associacdo das pectinases em um
coquetel enzimatico, que tem como alvo a producdo de acgucares fermentesciveis a
partir da degradacao de paredes celulares de bagaco de malte de industrias cervejeiras
artesanais e de bagaco de cana de agucar, levando a formagdo de etanol de segunda
geracgao.
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