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RESUMO

Enzimas sao utilizadas em varios processos industriais, como segmento téxtil, producéo de cosméticos, alimentos e bebidas.
Fungos fitopatogénicos (que causam doengas em plantas) produzem enzimas durante o processo de infec¢do, assim como
fungos endofiticos (que colonizam as plantas de forma assintoméatica) produzem enzimas para penetrar na planta hospedeira
ou durante a competicdo com fungos fitopatogénicos. Assim, esta revisdo bibliografica teve por objetivo descrever os
processos utilizados para a producdo de enzimas e reforcar o potencial de fungos para a obtencdo de enzimas industriais.
Para tanto, foi realizada uma pesquisa de abordagem qualitativa e de carater exploratério, utilizando-se livros, dissertacoes,
teses e artigos disponiveis em diferentes bases de dados. Os resultados obtidos mostraram que embora enzimas de origem
animal sejam as mais estudadas, as enzimas produzidas por microrganismos possuem vantagens para a producao em larga
escala. Os estudos conduzidos no Brasil e aqui citados demonstram que embora o pais importe a maior parte das enzimas
que utiliza, o pais possui uma imensa diversidade de microrganismos ainda pouco explorados para a produgéo de enzimas de
interesse industrial.

Palavras-chave: producéo enzimatica; enzimas fungicas; industranfentacdo submersa.

ENZYMES OF INDUSTRIAL INTEREST: PRODUCTION BY FUNGI AND APPLICATIONS

ABSTRACT

Enzymes are used in several industrial processes such as textile industry, production of cosmetics, food and beverages.
Phytopathogenic fungi (that cause plant diseases) produce enzymes during the infection process, as well as endophytic fungi
(that asymptomatically colonize plants) produce enzymes to enter inside the host plant or during competition with
phytopathogenic fungi. Thus, this review aimed to describe the processes used to produce enzymes and reinforce the potential
of fungi for obtaining industrial enzymes. A qualitative and exploratory research was conducted, using books, dissertations,
theses and articles available in different databases. The results showed that although animal enzymes are the most studied,
the enzymes produced by microorganisms have advantages for large scale production. Studies conducted in Brazil and cited
herein demonstrate that although the country imports the most of enzymes it uses there is an immense diversity of
microorganisms yet unexplored to production of enzymes of industrial interest.

Keywords: enzymatic production; fungal enzymes; industry; submerged fermentation.

hidrélise); liases (catalisam reagées de quebra de
EE ligacdes); isomerases (catalisam reacdes de
mudanca intramolecular, onde um substrato
transforma-se em um produto isémero) e ligases
(catalisam a ligagcao covalente de moléculas, com

simultinea quebra de uma ligacdo de alta
energia) (2).

As enzimas sdo proteinas que atuam
como catalisadoras de reagfes quimicas, sendo
essenciais para o sistema metabdlico de todos os
organismos vivos e possuem um papel
fundamental na degradagdo da matéria organica,
na infeccdo do hospedeiro e deterioracdo dos
alimentos (1). Podem ser divididas em seis
classes, segundo as reacdes que -catalisam:
oxidorredutases (catalisam reacdes de oxido-
reducdes); transferases (catalisam reacdes de
transferéncia de grupos de uma molécula a
outra); hidrolases (catalisam reacdes de

Enzimas possuem estrutura molecular
complexa, constituida principalmente por uma
parte proteica que pode estar integrada a outras
moléculas, como carboidratos e lipideos (3).
Esses heteropolimeros sdo formados por
aminoacidos ligados covalentemente por ligacdes
peptidicas. A estrutura primaria das enzimas

1 Bidloga - Doutoranda do Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Comparada. Departamento de
Biotecnologia, Genética e Biologia Celular, Universidade Estadual de Maringa.

2 Bi6logo - Docente do Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celular, Universidade Estadual de
Maringa.
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corresponde a sequéncia de seus aminoacidos;
sua estrutura secundaria corresponde a interacéo
desses aminoacidos com aminoacidos
adjacentes, formando arranjos espaciais do tipo
a-hélice ou folha [B. A estrutura terciaria
corresponde as interacdes entre aminoacidos nédo
sequencialmente préximos, 0 que provoca
torcdes e dobramentos; esta estrutura configura o
sitio catalitico da enzima, o que é determinante
para sua atividade biol6gica. Ja a estrutura
guaternaria das enzimas corresponde a interagao
entre cadeias polipeptidicas (2).

As enzimas sao utilizadas na Biologia
Molecular e na Biomedicina (4), no
desenvolvimento de metodologias analiticas, na
fabricacdo de produtos tecnolégicos e no
tratamento de residuos (5). S&o bastante ativas e
versateis, ndo requerem altas temperaturas e
valores extremos de pH e executam uma
variedade de transformagfes de modo seletivo e
rapido em condicdes brandas de reacdo, o que
torna altamente desejavel o seu uso como

catalisadores.  Geralmente, 0s  processos
industriais que empregam enzimas Sao
relativamente simples, faceis de controlar,
eficientes energeticamente e requerem

investimentos de baixo custo (6-9).

A producdo de enzimas é uma éarea da
Biotecnologia em expansdo, que movimenta
bilhdes de ddlares anualmente (10). Novas
enzimas e usos estdo sendo descobertas a partir
do trabalho conjunto de equipes multidisciplinares
da Microbiologia, Bioguimica, Quimica,
Engenharia Bioquimica, entre outras areas,
complementando os conhecimentos que cada
area possui sobre as enzimas. E séo

decrescentes 0s custos das enzimas industriais;
assim, a utilizacdo de enzimas tende a aumentar
continuamente (2).

PROCESSOS UTILIZADOS
PRODUCAO DE ENZIMAS

PARA A

Dois tipos basicos de fermentacdo sao
utlizados para a producdo de enzimas: a
fermentacéo submersa (FS) e a fermentacdo em
estado solido (FES) (11). A FS é a técnica
majoritariamente utilizada nos paises ocidentais
para a producdo de enzimas devido a facilidade
de crescimento dos microrganismos em
condi¢cBes controladas de pH e temperatura, além
de tornar facil a recuperacdo das enzimas
extracelulares (12); portanto, serd a técnica
enfatizada neste artigo.

Este processo utiliza um  meio
fermentativo liquido, onde as fontes de nutrientes
utilizadas sdo sollveis (12) e o desenvolvimento
do microrganismo se da em presenca de agua
livre (13). O conteldo de &gua nesse processo é
superior a 95% (14).

Nos processos de fermentacdo em
escala industrial s&o utilizados fermentadores
com grande capacidade de volume. J4 em escala
laboratorial, frascos (como exemplo, erlenmeyers)
e agitadores de bancada sé&o utilizados (15-19).

A Figura 1 ilustra de forma simplificada a
producdo de enzimas por um microrganismo,
considerando a utilizacdo da FS em escala
industrial.

Microrganismo crescido
em frascos sob agitacéo

Processos a montante

l—)[ Preparo de pré-inéculo ]
!
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Figura 1. Fluxograma simplificado da produgéo de enzimas microbianas utilizando o processo de fermentacdo submersa.

Adaptado de Sant'’Anna Junior (2).
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A FS inicia-se com 0S processos prévios
a fermentacdo, também chamados processos
upstream ou a montante da fermentagdo. A
cultura estoque do microrganismo a ser utilizada é
cultivada em frascos que permanecem em
agitacdo até que seja atingida a fase de
crescimento exponencial média ou tardia. Entéo,
este cultivo (pré-indculo) é transferido para um ou
mais fermentadores com 100 a 500 litros de
capacidade, contendo meio de cultivo similar ao
utilizado para a producdo da enzima. Decorrido o
tempo necessario de crescimento, este pré-
indculo é transferido para o fermentador principal
onde a enzima sera produzida, contendo o0 meio
de cultura necessario para a producdo
enzimatica. Durante os processos acima citados,
€ necesséaria a verificacdo da possivel ocorréncia
de contaminacgédo, infeccdo por bacteriéfagos e
proliferacdo de microrganismos mutantes de
menor eficiéncia para a produgdo enzimatica (2,
20).

Os meios de cultivo a serem utilizados
podem ser formulados a partir de matérias-primas
naturais (como residuos agroindustriais), ou a
partir de compostos quimicamente conhecidos
(meio sintéticos). Esses meios devem conter
fontes de carbono (como farinhas amilaceas,
melacos, licores de milho, soja e outros cereais),
fontes de nitrogénio (como farinha de peixe,
gelatinas, licores de milho e de soja), fatores de
crescimento e micronutrientes (como extrato de
levedura e farinhas de sementes oleaginosas) (2).

Também elementos minerais (como
fosforo, enxofre, potassio, calcio, magnésio,
sédio, ferro e cloro) e uma pequena quantidade
de elementos tragcos que desempenham
importante papel como constituintes de enzimas e
coenzimas (como manganés, cobre, zinco,
molibdénio, cromo, niquel, cobalto e boro) sao
geralmente necessarios nos meios de cultura
para a producéo de enzimas por microrganismos
(21). Por fim, é necessaria uma fonte indutora
para a producdo de enzimas: amido para
amilases, ureia para ureases, xilose para xilose
isomerases, leite desnatado em p6 e gelatina
para proteases, carboximetilcelulose para
celulases, farelo de trigo para fenoloxidases e
pectina citrica para pectinases, entre outros (2,
22, 23).

O processo de FS em escala industrial é
conduzido em fermentadores mecanicamente
agitados, com capacidade de 10.000 a 100.000
litros e operados de modo continuo ou
descontinuo. No modo continuo ha uma
constancia na entrada de substrato conforme as

€

necessidades do microrganismo e na saida do
meio fermentado (19) e no modo descontinuo,
conduzido na forma de batelada, uma Unica
guantidade de substrato ¢é fornecida ao

microrganismo no inicio do processo (24-26).

Esses fermentadores possuem
serpentinas internas para 0 aquecimento e
refrigeracdo necessarios e sensores de pH,
temperatura, oxigénio dissolvido e espuma. Para
determinar o término do processo de
fermentacdo, o pardmetro de controle mais
representativo é a atividade enzimatica, contudo
outros parametros como pH, oxigénio dissolvido,
caracteristicas do caldo fermentado podem ser
utilizados (2).

Os processos pos-fermentacao, também
chamados downstream ou a jusante da
fermentac@o, visam recuperar as enzimas
produzidas no caldo fermentado. As etapas de
separacdo e purificacdo removem as substancias
toxicas e/ou metabdlitos indesejaveis. As células
microbianas podem ser separadas do caldo
fermentado que contém as enzimas produzidas
por centrifugacdo ou filtracdo. No caso dos
fungos, essa separacdo pode ser facilmente
realizada por filtragcdo simples, ja as bactérias e
leveduras possuem como desvantagem a
necessidade de metodologias de filtragem de
custo mais elevado e podem necessitar de uma
floculagdo com agentes convencionais (sulfato de
aluminio, cloreto de célcio) ou polieletrélitos (2,
20, 27).

Apb6s a separagdo o caldo fermentado
contendo a enzima de interesse € concentrado
por evaporagdo a VAcuo OuU por processos mais
modernos de ultrafiltracdo. A etapa seguinte, de
purificacdo, tem como objetivo isolar enzimas
especificas a partir de um extrato bruto de células
contendo muitos outros componentes
indesejados, de forma a se obter o0 maximo de
atividade especifica (unidade enzimatica por
miligrama de proteina) com a melhor recuperacao
possivel da atividade inicial (28). A purificagdo
pode se feita por precipitacdo em sulfato de
amdnia, que apresenta baixo custo, alta
solubilidade e protecdo natural das enzimas;
entretanto, nos Ultimos anos, outras técnicas
como a cromatografia de troca ibnica vém
ganhando importancia (29). Para a obtencdo de
produtos (preparacdes enzimaticas) para uso
técnico ou comercial, purificagcdes relativamente
simples sdo empregadas; ja para produtos de uso
analitico ou farmacéutico, técnicas
cromatograficas sao utilizadas (2).
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Na etapa de acabamento, as
preparacdes enzimaticas, brutas ou purificadas,
podem ser mantidas na forma liquida, granulada
ou liofilizada com a adicdo de estabilizadores,
como sais, carboidratos ou proteinas inertes,
como a albumina bovina sérica (BSA). Para a
preservacdo da atividade da enzima e de sua
conformacdo nativa, aditivos, modificacdo
qguimica controlada ou imobilizagcdo enzimatica
podem ser empregados. Outras substancias
podem ser adicionadas as enzimas para garantir
sua estabilizacdo, desde que sejam compativeis
com o uso final da enzima em questdo, por
exemplo: substratos, antibidticos, ésteres de
acidos benzoicos, inibidores de enzimas
contaminantes e agentes quelantes. Durante o
periodo de armazenamento e comercializacéo até
a sua utlizacdo, as preparacdes enzimaticas
devem manter as suas caracteristicas, assim, o
fabricante normalmente indica quais as condicbes
de armazenamento necessarias e a validade da
atividade enzimatica nestas condicdes (30-32).

Como vantagens da FS podem ser
consideradas a relativa facilidade de cultivo em
grande escala, ja que garante a homogeneidade
do meio e facilidade no controle dos parametros
do processo, principalmente se monitorados por
sensores adequados (33). No entanto, uma
desvantagem desta técnica € o fator econémico,
ja que os meios utlizados no preparo da
fermentacdo muitas vezes apresentam alto custo
(12, 19); ainda, ha uma maior probabilidade de
contaminacdo, devido a grande quantidade de
agua utilizada (34).

Enquanto a FS utiliza fungos e outros
microrganismos para a fermentacdo com
substratos liquidos, a fermentagdo em estado
sélido (FES), também chamada de fermentacéo
sélida ou semi-solida, € uma técnica milenar no
Oriente, particularmente na Asia, onde o cultivo
dos fungos é feito em auséncia de agua sobre um
substrato sélido (35, 36).

Na FES, o meio de cultura é composto de
substratos solidos, atuando como fonte de
carbono e energia, e apresenta auséncia total ou
guase total de agua livre (37, 38), o que faz com
que essa condicdo de crescimento tente se
aproximar do habitat natural do fungo (39),

entretanto, a dificuldade na escolha de
microrganismos capazes de crescer sob
condicdes de baixa umidade, condicdes

controladas de umidade, pH e fluxo de ar continua
sendo uma das limitagcbes do processo de FES
(40).

Produtos ou subprodutos oriundos da
agroindustria, na forma de residuos nao
processados, sdo empregados na FES como
substratos para servirem de matriz sélida e
fornecerem carbono e fontes de energia para o
crescimento do microrganismo, além de
apresentarem um custo relativamente baixo.
Esses substratos sdo divididos em trés grupos: os
gue apresentam amido como fonte de carbono
principal (arroz, batata, mandioca e milho, entre
outros), o0s que apresentam celulose ou
lignocelulose como fonte de carbono principal
(madeira e palhas) e o0s que apresentam
aclcares soliveis como fonte de carbono
principal (forragem, polpas de frutas e beterraba,
entre outros) (37, 41).

Semelhantemente & FS, na FES as
etapas geralmente necessarias séo: uma selecéo
cuidadosa das matérias-primas a serem
utilizadas, tratamento prévio do substrato a ser
utilizado no meio solido, a preparacdo de um
inéculo especifico, a fermentacdo propriamente
dita, o controle da mesma, a separagcdo e, em
alguns casos, a purificacdo exaustiva dos
produtos desejados (42, 43).

A FES apresenta algumas vantagens
como: meio de cultura simples, reducdo dos
efluentes liquidos a tratar, diminuicao do risco de
contaminagao do meio, menor exigéncia de agua
gquando comparada a FS, possivel baixo
investimento, condi¢cdes de cultura proximas ao
dos meios naturais, facil aeracdo devido a
porosidade do material, utilizacdo direta dos
sélidos fermentados, extracdo facilitada pela alta
concentracdo de produtos, baixa demanda de
energia. Ja entre as desvantagens, podem ser
citadas: risco de elevacdo excessiva de
temperatura, dificil regulacdo dos parametros pH
e umidade, pré-tratamento dos suportes
(umidificacéo, homogeneizacao, disperséo,
tratamento térmico e enzimatico) e alta taxa de
inoculacdo microbiana quando ndo se utiliza a
microflora natural (44).

APLICACAO INDUSTRIAL DE ENZIMAS

As aplicacBes das enzimas no mercado
industrial mundial estdo ligadas a Biotecnologia,
um conjunto de areas ligadas a ciéncia e
tecnologia que envolve Microbiologia, Genética,
Bioguimica e Engenharia Quimica. Essas
aplicacdes visam o uso de novas matérias-primas
e a melhoria de processos e das caracteristicas
fisico-quimicas de matérias-primas e produtos.
Portanto, do ponto de vista industrial, uma enzima
comercialmente utilizavel é aquela que garante a
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obtencdo de um produto final de melhor qualidade
que o produto tradicional; a melhoria do processo
de producdo, reduzindo custos laboratoriais; a
producdo de produtos disponiveis de forma
reduzida ou indisponiveis no mercado (45).

No segmento téxtil, as enzimas s&o
utilizadas durante o processamento das fibras
téxteis, com a vantagem de reducéo do volume e
conteldo poluente dos efluentes formados e
diminuicdo do consumo de energia (46). Para
melhorar a qualidade dos fios durante o processo
de tear, os mesmo s&do banhados em goma de
amido, a qual é eliminada com uma a-amilase
para ndo prejudicar os processos de coloragéo.
No processamento de couros, as proteases sdo
aplicadas na fase inicial de limpeza e remocgé&o
dos pelos; ja nas fases finais proteases degradam
parcialmente a queratina e a elastina presentes
(45, 47). Ja as celulases estdo substituindo o uso
de pedra pomes para dar a aparéncia envelhecida
(stonewashed) aos jeans (48).

Na industria de papel e celulose, enzimas
como as Xxilanases e celulases estdo sendo
utilizadas no branqueamento das pastas, em
substituicdo ao cloro, tradicionalmente utilizado
para esse fim, porém muito téxico ao meio
ambiente (48). Proteases sao utilizadas em todos
os tipos de detergentes, sejam eles liquidos ou
sabbes em po6 utiizados em maquinas
automaticas de lavagem, e sua funcdo é a
degradacdo de  compostos tipicamente
proteindceos, como sangue, manchas de ovos e
leite (49).

Jd& na indistria de  cosméticos
(enzimocosmeética), as enzimas sao utilizadas
com o objetivo de facilitar/dificultar as reacdes
bioquimicas da pele, proteger/reparar a pele,
destruir/remover parcial ou totalmente algumas
estruturas da pele. Na enzimocosmeética direta,
as enzimas sdo responsaveis pela protecdo da
pele contra agentes externos, combate aos
radicais livres, promocdo de peeling biolégico,
limpeza profunda e facilitacdo da penetracéo de
substancias ativas (50). J& na enzimocosmética
indireta, sdo utilizadas substancias que atuam
sobre as enzimas da pele, estimulando as
atividades benéficas ou inibindo as maléficas
(51).

As enzimas possuem papel importante
na industria de alimentos e bebidas. As enzimas
B-glucanases sdo empregadas no preparo do
mosto para fabricagdo de cerveja e sao
adicionadas as ragfes animais para aumentar a
digestibilidade das B-glucanas presentes em

C @

grdos como trigo, cevada, aveia e centeio (52-
54).

Na panificacdo, o uso de enzimas € um
processo necessario ja que as farinhas
utilizadas como matéria-prima possuem baixa
atividade enzimética. O objetivo final da adigédo
de amilases e proteases na massa do pdo é
facilitar sua manipulagdo nas maquinas
(misturadores, laminadores, forno). As amilases
também sdo responsaveis pelo aumento da
disponibilidade de acuUcar fermentescivel na
massa, melhorando o paladar e a qualidade da
tostagem do péo (55-56).

Na producdo de laticinios, dentre as
enzimas que coagulam o leite, a quimiosina é a
mais especifica e hidrolisa as ligacbes
peptidicas da K-caseina formadas pelos
aminoacidos fenilalanina e metionina (57).
Lipases e/ ou proteases também sao utilizadas
na producdo de leites e derivados para:
modificar as propriedades funcionais das
proteinas do leite, desenvolver sabores
caracteristicos, alterar a gordura da manteiga
utilizada no preparo de caramelos, requeijées e
condimentos (molhos). Proteases tém sido
empregadas, ainda, para reduzir o tempo global
da cura do queijo, ja que este tempo representa
um alto porcentual dos custos de producéao (55).

As enzimas ficina e amilase sao
utilizadas para facilitar a limpeza das carcagas
de camardes com jatos de ar e agua, a fim de se
obter camaréo limpo para ser comercializado. A
dextranase, obtida do fungo Penicillium
funiculosum, é utilizada para remocao do
dextranio do caldo de cana para a producdo de
aclcar. Ja a enzima lipase é adicionada a 0ssos
moidos para que estes sejam desengordurados
previamente antes de servirem de matéria prima
para a producao de gelatinas (55).

Outras aplicacbes de enzimas na
producdo de alimentos e bebidas sdo: producéo
de xaropes, eliminacdo da &agua oxigenada
durante o processamento dos alimentos,
desdobramento de 6leos e gorduras,
principalmente em laticinios; remogéo do sabor
amargo em citricos, na fermentacédo do cacau,
extracdo do oleo de oliva, maceracao de polpas
e na clarificacdo e extracdo de sucos e vinhos
(58).

FUNGOS COMO PRODUTORES DE ENZIMAS
DE INTERESSE INDUSTRIAL
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Tradicionalmente, as enzimas mais
estudadas sdo aquelas de origem animal ou
vegetal, contudo as de origem microbiana
apresentam grande potencial para a aplicacao
industrial, ja que podem ser facilmente
produzidas em larga escala, via fermentacao.
Sao também mais facilmente expressas
(clonadas) em organismos de cultivo ja
estabelecido (22, 59) e ndo estdo sujeitas as
limitacdes de producéo ou de suprimento (9).

A producdo de enzimas microbianas é
um dos principais setores atual da Biotecnologia
Industrial, sendo que as proteases ocupam 0
primeiro lugar no mercado mundial de enzimas
microbianas aplicadas industrialmente, seguidas
pelas amilases (60).

A producdo de enzimas por fungos
ocorre naturalmente durante a infeccédo do fungo
na planta. Muitos fungos fitopatogénicos
(aqueles que causam doencas em plantas)
produzem enzimas extracelulares importantes,
indicativas da  patogenicidade, para a
degradacdo e transporte de nutrientes para a
célula e no processo de patogénese (61, 62).

Ja outros fungos capazes de produzir
enzimas sdo conhecidos como endofiticos ou
endofitos e colonizam o interior de plantas
sadias, sendo encontrados em 6rgaos e tecidos
vegetais como folhas e ramos. Esses fungos
ndo causam danos aos seus hospedeiros, ao
contrario, os beneficiam atuando como agentes
controladores de microrganismos
fitopatogénicos, controlando-os por meio de
competicao por nutrientes, producéo
substancias  antagbnicas, parasitando o0

Tabela 1. Enzimas comerciais ja obtidas a partir de fungos.

patdégeno ou induzindo a planta a desenvolver
resisténcias aos patégenos (63).

Segundo Tan e Zou (64) a producédo
enzimatica por fungos endofiticos é variavel,
estando relacionada a especificidade entre a
planta hospedeira e o fungo. Durante o
parasitismo dos fungos endofiticos sobre os
fitopatogénicos estdo envolvidas enzimas
hidroliticas como quitinases e proteases, que
atuam sobre o patogeno (63) degradando as
paredes celulares de suas hifas (65-67). E
relatada ainda a producdo de enzimas liticas,
como pectinases, celulases e lipases, para
facilitar a entrada dos endofitos no tecido vegetal
por aberturas naturais ou artificiais (68). Essas
enzimas funcionam também como um
mecanismo de resisténcia para superar as
defesas do hospedeiro contra invaséo
microbiana e/ou para obter nutrientes do
hospedeiro (64).

(0] conhecimento da fisiologia,
bioquimica e genética de fungos filamentosos
tornou possivel a exploracdo de seu imenso
potencial para a producdo de uma grande
variedade de enzimas de aplicacdo industrial
(69). A primeira etapa para producdo de
enzimas a partir de um microrganismo consiste
na identificacdo e aquisicdo do microrganismo
produtor, que pode ser uma linhagem selvagem
ou modificada por genética classica ou por
técnicas de Biologia Molecular (31). Como
exemplificado na Tabela 1, muitas enzimas
obtidas a partir de fungos selvagens ja séo
produzidas para fins comerciais.

Fungo produtor

Enzimas comerciais

Aspergillus aculeatus
Aspergillus melleus
Aspergillus niger

protease

B-glucanase, pectinase

aminopeptidase, a-amilase, a-galactosidase, catalase, celulase,

fitase, B-glucanase, glucoamilase, hemicelulase, inulase, lipase,
pectinase, protease, xilanase

Aspergillus oryzae
Aspergillus pulverulentuns
Chaetomium erraticum
Chryphonectria parasitica
Humicola insolens
Penicilium camembertii
Penicilium citrinum
Penicilium funiculosum
Penicilium lilacinum
Penicilium roqueforti

pectinase
dextranase

lipase
Irotease

dextranase
lipase

aminopeptidase, a-amilase, lactase, protease

protease aspartica
celulase, B-glucanase, xilanase

pectinase, xilanase
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Continuacéo da Tabela 1-
Rhizopus delemar
Rhizopus niveus
Rhizopus oryzae
Talaromyces emersonii
Trichoderma reesei
Trichoderma viride celulase

glucoamilase

B-glucanase

glucoamilase, protease
aminopeptidase, glucoamilase, lipase

celulase, xilanase

Fonte: European Commission (32). Adaptado de Bon et al. (31)

Considerando que o rendimento da
producdo de enzimas por fungos selvagens em
muitos casos € baixo, a tecnologia do DNA
recombinante tornou possivel um aumento
significativo do rendimento da enzima produzida
por meio da introducdo de multiplas cépias do
gene que codifica para a enzima de interesse.
Nesta técnica, enzimas codificadas por genes de

origem animal, vegetal ou microbiana sao
introduzidos em microrganismos hospedeiros
bem adaptados a fermentacdo em larga escala
(31, 32, 70-73). Como exemplificado na Tabela
2, algumas enzimas obtidas a partir de fungos
recombinantes jA4 sdo produzidas para fins
comerciais.

Tabela 2. Enzimas comerciais produzidas por fungos recombinantes, onde o fungo hospedeiro recebeu de um fungo doador

0 gene de interesse para a expressao da enzima comercial.

Fungo hospedeiro Fungo doador

Enzimas comerciais

Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae
Trichoderma reesei
Trichoderma reesei

Aspergillus sp.
Peniophora sp.

Rhizomucor sp.
Aspergillus sp.
Trichoderma sp.

Myceliophthora sp.

arabinofuranosidase, catalase
fitase

celulase, lacase

lipase, protease
aminopeptidase

B-glucanase

Fonte: European Commission (32). Adaptado de: Bon et al. (31)

A manutencéo e estocagem da linhagem
microbiana utilizada para a producao de enzimas
sdo etapas de extrema importancia e requerem
um minucioso e permanente trabalho de
Microbiologia Industrial, a fim de assegurar
viabilidade do microrganismo, a reprodutibilidade
dos resultados experimentais obtidos em
trabalhos de pesquisa e prevenir mudancas
genéticas que levem a redugdo ou perda de
propriedades fenotipicas ou bioquimicas. Sao
diversas as técnicas de manutencdo e
conservacdo de microrganismos, dentre elas
repicagens periédicas, conservagdo em parafina
ou glicerol, liofilizacao e crioconservacao (2, 74).

Segundo Paiva e Sa-Pereira (48), a
descoberta de uma nova enzima significa
encontrar uma nova funcdo microbiana,
portanto, O maior numero possivel de
microrganismos deve ser investigado. Assim,
muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas nas
Gltimas décadas, para a obtencédo de enzimas a
partir de outros fungos filamentosos, como
mostram os exemplos a seguir. Pitson et al. (75)
estudaram as glucanases do fungo filamentoso

Acremonium persicinum, mostrando a relagéo
existente entre (-glucanases e B-glucosidases,
em que os produtos de hidrélise das B-1,3 e B-
1,6 glucanases s&o degradados pelas B-
glucosidades, gerando oligossacarideos,
principalmente glucose.

Um estudo feito por Maria, Sridhar e
Raviraja (76) avaliou a producdo de enzimas
extracelulares por fungos endofiticos
(Acremonium sp., Alternaria chlamydosporus,
Alternaria sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Pestalotiopsis sp.) isolados de plantas de
mangue (Acanthus ilicifolius e Acrostichum
aureum) na India, utilizando o processo de
fermentacdo em estado sélido. A producdo de
celulase e lipase foi observada em todos os
fungos, enquanto amilase e protease em apenas
guatro isolados.

Segundo Do Canto e Menezes (77),
embora o Brasil importe a maior parte das
enzimas que utiliza, o pais possui um enorme
potencial para esta producdo, devido a
abundancia de matéria organica existente
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(residuos agricolas, como palha de arroz,
bagaco de cana, etc.) que pode ser utilizada
como substrato de baixo custo para
fermentacdes e também, devido a enorme
diversidade biologica, ainda pouco explorada,
para a descoberta de novos organismos
produtores de enzimas de interesse industrial.

Sena et al. (22) destacam que a regido
do semiarido baiano possui uma diversidade
biologica ainda pouco explorada, com
organismos resistentes a condicdes extremas e,
em consequéncia, enzimas de enorme potencial
para aplicacdo industrial. Estes autores testaram
20 fungos filamentosos, ainda ndo identificados,
quanto a producdo de enzimas a partir da
fermentacdo em meio liquido, sendo que 12
apresentaram producdo de protease. Apenas
dois fungos produziram pectinase e trés
produziram celulase.

Luz et al. (78) avaliaram a producao
enzimatica de 29 fungos endofiticos isolados de
pinha (Annona squamosa) e graviola (Annona
muricata) em Pernambuco, incubando os fungos
em placas de Petri contendo o meio de cultura
da enzima especifica e medindo-se os diametros
dos halos de degradacdo enzimatica. Dezenove

fungos  (65,5%) de diversos géneros
(Acremonium, Chaetomium, Colletotrichum,
Cylindrocladium, Fusarium, Glomerella,

Nigrospora e Phomopsis) apresentaram a
producdo de lipase. Ja para a producao de
protease, apenas cinco isolados (17,2%), dos
géneros Acremonium, Penicillium, Fusarium e
Cylindrocladium, apresentaram resultado
positivo. Nenhum endéfito testado produziu as
enzimas hidroliticas extracelulares celulase e
amilase, comuns em fungos fitopatogénicos, o
gue indica que os enddfitos isolados nédo
apresentam enzimas relacionadas a
patogenicidade.

Ja Souza et al. (23) testaram a producao
de enzimas por basidiomicetos da Amazbnia a
partir da fermentacao em meio liquido contendo
substratos indutores. Como resultados, o fungo
Pycnoporus sanguineus se destacou como
melhor produtor de proteases, fenoloxidases e
pectinases; ja o fungo Trametes sp. foi o melhor
produtor de amilases e celulases. A obtencao
destas enzimas foi influenciada pela utilizacdo
de substratos indutores: entre outras fontes de
carbono adicionadas ao meio de cultura, o farelo
de trigo favoreceu a producédo de amilases que
apresentaram os maiores halos de degradacéo
de amido em meios sélidos adequados a sua

deteccdo. Ja em relagcdo as proteases, 0S
maiores halos de degradacdo foram
provenientes de enzimas obtidas no cultivo dos
fungos em meio suplementado com proteinas
presentes em um concentrado de peixe.

Recentemente, Baptista et al. (79)
demonstraram uma alta taxa de producdo das
enzimas lignina peroxidase e lacase, por
Aspergillus terreus, Cunninghamella echinulata e
Penicillium  commune, quando utilizados
individualmente ou em consorcio, em meios de
cultura liquidos contendo 6leo diesel como fonte
de carbono. Como o 6leo diesel é uma mistura
complexa de alcanos e compostos aromaticos
que frequentemente s&o reportados como
contaminantes de solo através de derrames
acidentais, estes fungos possuem potencial para
utilizacdo em processos de biorremediacdo de
ambientes contaminados com residuos de
petréleo e/ou derivados.

Segundo Miranda et al. (80) os fungos
mitospdricos sao importantes degradantes de
compostos organicos devido principalmente a
atividade da enzima lacase. Em estudo na
degradacdo de efluentes da industria téxtil no

municipio de Caruaru - PE, foi feita a
guantificacdo de trés principais enzimas
lignoliticas, manganés peroxidase, lignina

peroxidase e lacase, mostrando que os quatro
fungos estudados (Aspergillus sp., Curvularia
lunata, Phanerochaete chrysosporium, Lentinula
edodes) séo produtores de lacase
provavelmente devido a presenca de cobre no
meio de cultura assim como nos efluentes
estudados, os mesmos também apresentam
facil cultivo e crescimento rapido.

COMENTARIOS |

Apesar do histérico existente do estudo
de enzimas de outras origens que nao
microbiana e do importante nUmero de
importacdes de enzimas realizado em nosso
pais, trabalhos como os citados acima
confirmam que o Brasil possui uma enorme
diversidade de microrganismos que podem ser
explorados para a producdo de diferentes
enzimas de interesse industrial nas mais
diversas éareas.
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