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Resumo

Ampla variedade e quantidade de residuos orgdnicos sio gerados anualmente pela atividade agroindustrial humana. Os materiais
residuais constituem um fator negativo na avaliacdo econdmica das operagdes agricolas e florestais, provocando efeitos adversos sobre o
ambiente no decorrer da sua disposicdo final. Com isso, surgiu a necessidade do desenvolvimento de pesquisas com o intuito de agregar valor
aos produtos e subprodutos da agricultura, principalmente pelo aumento da geracdo destes. A utilizacdo de residuos da agroindiistria
brasileira, além de fornecer diferentes alternativas de substratos para a fermentagdo, também ajuda nos problemas de poluicido ambiental.
Uma das possibilidades na degradacio de materiais lignoceluldsicos é o uso de microrganismos que produzam enzimas especificas que
hidrolisam a celulose, como a avicelase, carboximetilcelulase e pB-glicosidase (Celulases) enzimas que atuam sobre a porcdo celuldsica, as
xilanases, mananases, glucanases e galactanases (Hemicelulases) que atuam sobre a porcdo hemiceluldsica e as enzimas oxidativas como a
lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase, definidas como fenoloxidases, que atuam sobre a lignina. Com isso, o objetivo desta revisio
é demonstrar a potencialidade de biodegradacdo destes residuos agricolas através da utilizagdo de enzimas lignoceluloliticas produzidas por
fungos do género basidiomicetos, que na literatura cientifica, sdo apontados como naturais degradadores destas matrizes.

Palavras-chave: Residuos lignoceluldsicos. Fungos basidiomicetos. Biodegradagdo. Enzimas.

Abstract

Wide variety and quantity of organic waste are generated annually by human agribusiness activities. Waste materials are a negative
factor in the economic evaluation of agricultural and forestry operations, causing adverse effects on the environment during its disposal.
Thus, the need for further research in order to add value to products and by-products of agriculture, mainly by increasing the generation of
these. The use of waste of Brazilian agribusiness and provide alternatives substrates for fermentation, also helps in environmental pollution
problems. One of the possibilities in the degradation of lignocellulosic materials is the use of specific microorganisms that produce enzymes
that hydrolyze cellulose, such as avicelase, carboxymethylcellulase and f-glucosidase (cellulases) enzymes that act on the cellulosic portion,
xylanases, mannanases, glucanases and galactanases (hemicellulases) that act on the hemicellulose portion and oxidative enzymes such as
lignin peroxidase, manganese peroxidase and laccase, defined as phenoloxidases, acting on lignin. Thus, the aim of this review is to
demonstrate the biodegradation potential of these agricultural waste by using lignocellulolytic enzymes produced by Basidiomycetes, which
in the scientific literature, are seen as degrading natural these matrices.

Keywords: Lignocellulosic residues, basidiomycetes fungi, biodegradation, enzymes.
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1 Introducao

Nas ultimas décadas ha uma crescente busca da maior utilizacdo dos residuos agroindustriais,
devido a incessante demanda das atividades agricolas. Entre estes residuos, podemos citar o bagago
de cana de agucar, sabugo de milho, farelo e casca de arroz, etc. O acimulo de residuais da biomassa
aumenta a cada ano, causando deterioragdo do meio ambiente e perda de recursos. Esse aumento é
uma contribuicdo significante para o problema da reciclagem e conservacao da biomassa. Diversos
processos sdo desenvolvidos para utilizagdo desses materiais transformando-os em compostos
quimicos e produtos com alto valor agregado como alcool, enzimas, acidos organicos, aminoacidos,
etc. A utilizagdo destes residuos agroindustriais em bioprocessos é uma racional alternativa para
producado de substratos, e uma ajuda para solucionar o problema da poluicao ambiental, (FU et. al.,
2015; PANDEY et al., 2000).

As lignoceluloses sao os compostos organicos mais abundantes na biosfera abrangendo
aproximadamente 50% da biomassa no mundo, com uma producado anual estimada entre 10 e 50 x 10°
toneladas. Esta producao é referente as atividades da agricultura, florestas, frutas e vegetais. Estes
compostos agrupam-se em polimeros com ligacoes covalentes e ponte de hidrogénio acompanhadas
diretamente na combinagao com liga¢des de for¢as Van der Waals. (OVEREND, 1987).

Os residuos lignoceluldsicos sao uma grande alternativa para a geragao de energia, devido a sua
grande disponibilidade na natureza. Atualmente, os maiores usos da liognocelulose concentram-se
nas polpas e industrias de papéis, proteina para comida, em meios tecnologicos de alimentacdo, além
de poderem gerar energia através da producao de etanol (FU et al., 2015; BALLESTEROS, 2001).

Os residuos agricolas contém de 20 a 60% de celulose, 20 a 30% de hemicelulose e 15 a 30% de
lignina. O bagaco de cana, farelo de trigo e de arroz, por exemplo, contém cerca de 25 a 40% de
celulose e o restante de hemicelulose (20 a 35%) e lignina (15 a 35%) (COWLING et al. 1976).

Espécies de Pleurotus sao relatados como sendo eficientes colonizadores e degradadores de
lignoceluloses. Estes fungos realizam a degradacdo enzimatica da porgao lignoceluldsica dos
substratos pela elaboracdo das enzimas como celulases, $3-glicosidase, xilanases, lacases, manganés-
peroxidases e lignina peroxidases que estdo envolvidas na degradacdo de ligninoceluloses
(QINNGHE et al. 2003; PALMIERI et al. 1999).

Os fungos formadores de cogumelos comestiveis formam um grupo altamente degradativo
que atuam sobre constituintes maiores de residuos ligninoceluldsicos, como a celulose, a hemicelulose
e a lignina (SHISHIDO, 1992).

Os substratos farelo de trigo, farelo de arroz, casca de arroz e bagago de cana demonstraram ser
grandes fontes de carbono para a produgao de enzimas celuloliticas e xilanoliticas por P. sajor-caju, isto
através de fermentacdo submersa e semi-sélida nos estudos conduzidos por SILVA (2001).

2 Revisao de literatura

2.1 Composicao dos residuos lignoceloldsicos

A lignocelulose representa mais de 90% do peso seco de uma célula vegetal, sendo composta pelos
polimeros celulose, hemicelulose e lignina, unidos fortemente entre si por for¢as ndo covalentes e
ligacdes covalentes. Nas paredes celulares de tecidos vasculares de plantas terrestres superiores, as
fibrilas de celulose estao localizadas em uma matriz amorfa de lignina e hemicelulose. A quantidade
de cada um dos polimeros varia com a espécie e a idade da planta, bem como entre as partes de uma
planta. Em média, a lignocelulose consiste de 45% de celulose, 30% de hemicelulose e 25% de lignina
(GLAZER e NIKAIDO, 1995).

2.1.1 Celulose
A celulose é o mais abundante componente de biomassa em plantas, encontrada principalmente na
parede celular destas, correspondendo a aproximadamente 35-50% do peso da planta. E formada por
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longas cadeias lineares de moléculas de glicose que sdo ligadas na forma de unidades de D-
anidroglucopiranose com pontes ésteres (1—4)-a-D-glicosidicas tornando dificil a sua separagao do
complexo lignoleluldsico e particularmente ao processo de hidrélise deste polimero. A resisténcia da
celulose a processos de hidroélise é devido muito mais a sua estrutura cristalina do que a existéncia de
ligagGes tipo f3-1,4 glicosidica. As pontes de hidrogénio conferem as cadeias de celulose uma estrutura
altamente ordenada e rigida. Algumas regides menos ordenadas (amorfas) sdo mais sensiveis a
hidrélise, formando microcristais (LYND, et al. 2002).

Cada uma das fibrilas que compde a estrutura da celulose é formada pela agregacao de cerca de
250 microfibrilas, sendo que cada microfibrila é formada por um pequeno nimero de feixes de
molécula de celulose (fibrilas elementares), onde cada molécula de celulose é formada por mais de mil
unidades de glicose, os quais se interligam por pontes de hidrogénio. Em alguns pontos das fibrilas
elementares as moléculas de celulose estdao dispostas de maneira desordenada, em outros elas se
dispdem ordenadamente, formando as micelas de estrutura cristalina. Entre as fibrilas, microfibrilas e
fibrilas elementares, ocorrem outros componentes da parede celular como a hemicelulose, lignina, etc

SAITO (2005).
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Figura 1 - Estrutura basica da celulose.
Fonte: SAITO (2005).

2.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo macromoléculas, nas quais participam pelo menos dois tipos de unidades de
agucares, apresentando peso molecular muito menor do que a celulose, com 100 a 200 moléculas de
monomeros polimerizadas. De acordo com o material lignoceluldsicos, as hemiceluloses podem ser
classificadas como: xilanas, mananas, arabinoxilanas, arabinogalactanas e arabinanas. Em madeiras
duras e em uma gama de residuos agroindustriais, o componente hemiceluldsico apresenta alto
conteddo em xilanas. Estes polimeros ou heteropolimeros da galactose, manose, xilose, arabinose,
onde as xiloglucanas (formadas por moléculas de glicose com ligacdes glicosidicas B -1,4 e
ramificagbes de xilose em ligacdes «-1,6) e as xilanas (cadeias de xilose em liga¢des {3 -1,4) sdo os
constituintes predominantes nas paredes primarias e secunddrias, respectivamente, sendo que as
xilanas sdo as formas mais comuns de hemiceluloses (SACHSLEHNER et al. 1997).

A hemicelulose possui certa similaridade com a celulose, porém ¢é constituida de unidades de
pentoses (xilanas) ou unidades alternadas de manoses e glicoses ou unidades de galactoses, com o
diferencial de que todas as hemiceluloses possuem cadeias laterais constituidas de acido acético,
pentoses, acidos hexuronicos e deoxihexoses (a-L-raminose, a-L-fucose) que sao responsaveis pela
solubilidade da hemicelulose em agua e/ou em alcalis. Na planta, as hemiceluloses estdo na maioria,
ligadas as ligninas, através de ligagdes covalentes, e assim fixadas a estrutura fibrosa.

Para o isolamento da hemicelulose, é necessario quebrar as ligagdes lignina - polissacarideo. A
baixas temperaturas isso € feito com solugdes alcalinas, porém apresenta rendimentos insatisfatorios.
Altos rendimentos podem ser obtidos com a deslignificagdo antes do tratamento alcalino. Quando
separadas por explosdo a vapor, obtém-se furfural como produto principal, que forma resinas com
fenol ou uréia, ou pode ser hidrolisado para acido maleico. Através da hidrogenagao catalitica obtém-
se o xilitol (umectante, adogante, plastificante, aditivo de alimentos) a partir da xilose; manitol
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(adogante, plastificante, secante) a partir da manose, e uma grande variedade de produtos
(SCHUCHARDT et al. 2001).

.................

Parede celular primaria

Celulose

Hemicelulose

Membrana Dlasma‘tr'ca
Fonte: Raven (2001)

Figura 2 - Arranjo das microfibrilas da celulose
Fonte: RAVEN (2001).

A hemicelulose de natureza heteropolissacaridea, pode ser extraida quase que integralmente do
complexo lignoceluldsico através de processo envolvendo utilizagdo de tratamento hidrotérmico que
pode ser seguido ou ndo de rapida descompressao e deste modo desarranjando a estrutura fisica do
material e facilitando a extragdo de um liquor composto principalmente de xilose com pequeno grau
de polimerizagao (< 10) e portanto de facil hidrdlise que sao constituidas basicamente por unidades
xilano-piranosidicas unidas por ligagdes {3-1,4 com ramifica¢des varidveis de outros monossacarideos.
(PEREIRA JR., 1999).

A hemicelulose de estrutura heteropolissacaridica, pode ser extraida quase que integralmente do
complexo lignoceluldsico através de processos envolvendo utilizagdo de tratamento térmico e
presenca de acido inorgéanico como catalisador em pequenas concentragdes. (LARSSON, et al., 1999).

2.1.3 Lignina

A lignina possui uma estrutura aromatica disposta em uma rede macromolecular tridimensional,
sendo mais hidrofébica que a celulose e a hemicelulose. E o mais abundante composto fendlico na
natureza e serve como um ligante entre as fibras da madeira dando rigidez e for¢a a estrutura. Este
polimero fenolico é um dos componentes da parede celular dos vegetais, ao lado dos carboidratos
estruturais celulose e hemicelulose, nao sendo digerido pelas enzimas dos animais mamiferos (VAN
SOEST, 1994).

A lignina esta diretamente associada a queda da digestibilidade dos nutrientes, associada a elevada
concentra¢ao da mesma a medida que a planta amadurece; isto tem levado a conclusao que a lignina é
o principal fator causador do baixo valor nutritivo das plantas forrageiras maduras (JUNG et. al.
1986).

Superadas pela celulose como o mais abundante composto orgéanico na Terra, as ligninas sao
polimeros formados pela unido covalente de trés tipos de mondmeros: alcoois p-cumarilico,
guaiacilico e sinapilico (Figura 3). A distribuicao e proporcao destes mondmeros obedecem a origem
filogénica de cada vegetal. Estas ligacOes do tipo éter resistem a varios agentes hidroliticos e diversos
sistemas enzimaticos degradativos. A quantidade relativa de cada monomero difere
significativamente, dependendo da origem da lignina (angiospermas, gimnospesmas).
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Figura 3 - Precursores da lignina.
Fonte: RAVEN et AL., (1992).
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Existe uma grande varia¢do na composi¢ao monomérica de ligninas de diferentes espécies, 6rgaos,
tecidos e até mesmo de fragdes da parede celular. Por exemplo, as madeiras mais moles sao quase que
exclusivamente formadas de nucleos guaiacilicos, enquanto as madeiras duras possuem nucleos

guacilicos e serigilicos na lignina (FUKUSHIMA et al,. 2003 e ZIEGLER et al., 2004).

A principal importancia da lignina para a planta é a resisténcia a compressao e a rigidez que ela
fornece a parede celular; conferindo resisténcia ao ataque da maior parte dos microorganismos. Outra
funcdo da lignina é também impermeabilizar a parede celular, facilitando o transporte de dgua para
cima nas células condutoras do xilema (RAVEN et al., 1992).
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Figura 4 - Segmento de um polimero de lignina.
Fonte: RAVEN (1992).
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A lignina é biossintetizada nas plantas vasculares em um complexo encadeado de reagdes,
comegando pelo CO: e H:0, e originando os acidos shikimico, prosseguindo via aminoacido
aromatico L-fenilalanina. A fenilalanina amonialiase, é uma enzima regulatéria do metabolismo
fenolico nas células vegetais, que converte a fenilalanina no 4cido trans cindmico. A concentragao de
lignina na célula primaria e secundaria é estimada em 70 a 90% do total de lignina presente.

Mesmo com varios estudos em andamento para o entendimento do processo degradativo, a
degradacdo da lignina ocorre principalmente por um processo multienzimatico, resultante da agédo
coordenada de uma série de enzimas intra e extracelulares, do grupo das oxidoredutases
(representadas por peroxidases, lacases e outras oxidases produtoras de peréxido de hidrogénio) e de
metabolitos intermedidarios de baixa massa molecular, estas enzimas sao elaboradas por uma série de
microrganismos, principalmente algumas espécies de fungos (LEONOWICZ et al. 1999, PALMIERI,
2000; SHAN e NERUD 2002; CANTARELLA et al. 2003)

2.2 Fungos Basidiomicetos

O grupo dos basidiomicetos engloba os fungos que produzem esporos (basididésporos) de
origem sexuada em uma estrutura especializada denominada de basidio e popularmente chamados de
cogumelos e orelhas-de-pau. A fase vegetativa dos basidiomicetos é denominada micélio, onde estes
sao formados por muitos filamentos septados chamados de hifas. O septo das hifas pode ser simples
ou possuir ansas, que é uma estrutura caracteristica do grupo e sao conhecidos como septo dolipdrico
em funcao da estrutura complexa que apresentam. Os basidiomicetos também sao caracterizados por
possuirem dois tipos basicos de basididsporos. Os denominados balistosporos, que sdo liberados
violentamente dos basidios e os denominados estatismosporos, que sao liberados passivamente
(GUGLIOTTA e CAPELARI 1998).

Figura 5 - Microscopia de varredura mostrando a estrutura de um basidiomiceto (Pleurottus sp BCCB 068).
Fonte: MENEZES (2007).

Os fungos pertencentes ao género Pleurotus, denominados popularmente de “cogumelos ostra”,
sao conhecidos no Brasil como “cogumelos gigantes”, “Caetetuba”, ou ainda, pela colonia japonesa,
por “Hiratake”ou “Shimeji”, sao cultivadas em palhas de arroz e trigo, podendo também ser
utilizados em residuos de espigas de milho, bagaco de cana-de-agticar como substratos para o
Pleurotus spp. (KOHARI et al. 1997).

Os fungos basidiomicetos ligninoliticos, atacam a madeira dura (hardwood) ou madeira mole
(softwood), enquanto outros géneros, como os ascomicetos degradam unicamente madeira dura. A
degradacdo da lignina por basidiomicetos ligninoliticos € mais rapida que quaisquer outros
organismos e eles sao responsaveis pela maior parte da degradagiao da lignina na natureza.
Entretanto, o substrato de crescimento ndo é exclusivamente lignina, mas também hemiceluloses e
celulose (KIRK e FARRELL 1987, BLANCHETTE, 1995).
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2.3 Enzimas Ligninoceluloliticas

Os basidiomicetos apresentam a capacidade de produzir simultaneamente enzimas hidroliticas e
oxidativas necessarias para degradar substratos ligninoceluldsicos. A maioria dos fungos da podridao
branca produz estas de forma a prover sua adaptacdo ao meio extremamente rico em ligninoceluloses
(VALASKOVA, 2005). Estes fungos secretam enzimas que convertem os polimeros em moléculas
menores, que sao assimiladas e utilizadas como nutrientes. Os fungos decompositores da madeira
podem ser classificados em grupos ecofisiologicos: causadores de podridao branca, de podridao parda
e de podridao mole. Ao lado de outros microrganismos, os basidiomicetos lignoceluloliticos atuam na
decomposi¢do da matéria organica, dinamizando a ciclagem de nutrientes e regulando o equilibrio
energético dos ecossistemas terrestres (TUOMELA et al. 2000).

Nome recomendado Nome sistematico EC Reacio

Endo-1.4-B-glucanase 1.4-(1.3: 1.4)-B-D-Glucan-4 glucanohidrolase 3.2.1.4 Endohidrolise de ligagdes 1.4-B-D-glicosidicas

Exo-1.4-B-glucanases 1.4-B-D-Glucano celobiohidrolase 3. Hidrolise de ligagdes 1.4-B-D-glicosidicas liberando
celobiose

1.4-p-D-Glucano glicohidrolase 32.17? Hidrdlise de ligagdes 1.4-B-D-glicosidicas liberando

glicose

B-glucosidase B-D-Glucosideo glucohidrolase 32121 Hidrdlise de termina¢des nido redutivas de residuos B-
D-glicose com liberagdo de B-D-glicose

Endo-1.4-B-xilanase 1.4-p-D-Xilano xilanohidrolase 3218 Endohidrdlise de ligagdes 1.4-B-D-xilosidicas em
xilanos

B-Xilosidase 1.4-p-D-Xilano xilanohidrolase 3.2.1.37 Hidrolise de 1.4-D-xilanos para remover
sucessivamente residuos D-xilose

a-L-Arabinofuranosidase a-L-Arabinofuranosideo 3.2.1.55 Hidrdlise de terminagdes nido redutivas de residuos a-

arabinofuranohidrolase L-arabiofuranosideo em a-L-arabinosideos

Acetilesterase Ester acético acetilhidrolase 3.1.16 Um éster acético — H,O = um alcool + acetato

a-Glucuronidase a-D-Glucuronosideo glucurunosohidrolase 3212 a-D-glucuronosideo = H,O = um alccol + D-
glucuronato

Endo-1.4-f-mananase 1.4-D-Manano mananohidrelase 3.2.1.78 Hidrolises aleatdrias de ligagdes 1.4-B-D-manosidicas
em manancs

B-Manosidase g-D-Manosideo manohidrolase 3.2.1.25 Hidrolise de terminag¢des ndoc redutivas de residuos
p-D-manose em B-D-manosideos

a-Galactosidase a-D-Galactosideo galactohidrolase 32.1.22 Hidrdlise de terminag¢des de residuos a-D-galactose
em a-D-galactosideos

Lignina peroxidase diarilpropano O,. H O, oxidoredutases 1.11.1.14 Catalisa varias oxidagdes em cadeia laterais alquil.
quebra de ligagdes C-C

Manganés peroxidase Mn(II): H.O: oxidoredutase 1.11.1.13 Cataliticamente dependente de H,O; e ions Mn*™

Lacase Benzenodiol:oxigénio oxidoredutase 1.10.3.2 4-Benzenodiol — O, = 4-benzosemiquinona — H,O

Horseradish peroxidase Doador:peréxido de hidrogénio oxidoredutase 1.11.1.7 Doador — H,O; = doador oxidado +2H,O

(peroxidase da raiz forte)

Protocatecdico 3.4-dioxigenase Protocatecoato:oxigénio 3 4-oxidoredutase 1.13.113 3.4-Dihidroxibenzoato — O, = 3-carboxi-cis.cis
muconato

Catecol 1.2-dioxigenase Catecol:oxigénio 1.2-oxidored 1.13.11.1 Catecol ~ O, = cis.cis muconato

Superdxido dismutase Superoxido superdxido oxidoredutase 1.15.1.1 O, "+ 0, +2H =0,+H,0,

Glioxal oxidase Glioxalato:oxigénio oxidoredutase 12335 Glioxalato + H.O = O; = oxalato + H,O»

Glicose-1-oxidase B-D-Glicose:oxigénio 1-oxidoredutase 1.134 p-D-Glicose ~ O; = D-Glicano-1.5-lactano + H:O;

Aril alcool oxidase Aril alcool:oxigénio oxidoredutase 1.1.3.7 Alcool aromatico primario + O, = aldeido aromatico
= H,0,

Pirancse-2-oxidase Piranose:oxigénio 2-oxidoredutase 1.1.3.10 D-Glicose ~ O, = 2-desidro-D-glicose + H.O:

Celobiose:quinona Celobiose:quincna 1-oxidoredutase 1.15.1 Celobiose + quinona = celobiona-1.5-lactona — fenol

oxidoredutase

Celobiose desidrogenase Celobiose:(aceptor) 1-oxidoredutase 1.1.99.18 Celobiose + aceptor = celobiona-15-lactona =+

aceptor reduzido

Figura 6 - Enzimas que atuam na degradagao de lignoceluloses.
Fonte: LEONOWICZ et al. (1999).

Muitos destes microrganismos sdo capazes de fazer a bioconversao desses substratos
lignoceluldsicos em compostos de facil assimilacdo para o seu metabolismo, onde as enzimas
hidroliticas tem papel fundamental nessa bioconversdo, e agem conjunta e sinergisticamente
formando um complexo com varias enzimas destacando-se: celobiohidrolases, endoglucanases, beta-
glucosidases e xilanases (VALASKOVA, 2005).
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O material lignocelulosico € uma fonte renovavel de grande abundancia no mundo, onde a
celulose pode ser hidrolisada por enzimas hidroliticas, para a bioconversao destes compostos em
agucares fermentaveis para a producdo de etanol. Estudos recentes ja apontam esta alternativa para o
processo de fermentagao (DAWSON e BOOPATHY, 2006).

Atualmente, estas enzimas sao utilizadas em varias aplicagdes industriais e a demanda por
enzimas mais estaveis, altamente ativas e especificas tem crescido rapidamente. Em 1995, o mercado
mundial de enzimas superou 1 bilhdo de dolares, enquanto espera-se para 2005, a comercializagao de
1,7 a 2 bilhoes. Cerca de 60% das industrias que vendem enzimas encontram-se na Europa, as outras
40% estao nos Estados Unidos e no Japao. A aplicacao de celulases e xilanases comegou na década de
80, primeiro em ra¢Oes animais, seguida pela adi¢do em alimentos e posteriormente em industrias
téxtil e de papel. Atualmente, essas enzimas juntamente com as pectinases, sao responsaveis por 20%
do mercado mundial (BHAT, 2000).

2.3.1 Enzimas celuloliticas

O sistema celulolitico é formado por endoglucanases, exoglucanases e [3-glicosidases. A
endoglucanase é uma endoenzima que rompe aleatoriamente a cadeia de celulose, onde detaca-se a
enzima carboximetilcelulase (CMCase). Esta enzima é capaz de quebrar a molécula de celulose no
meio da cadeia para criar finais ndo redutores para subsequente acdo das exoenzimas, atacando as
ligacdes internas da cadeia da celulose na regido amorfa, aumentando o numero de terminais nao
redutores. A atividade da CMCase é normalmente determinada usando derivados celuldsicos soltiveis
como carboximetilcelulose (CMC) (TOMME et al., 1995).

As exoglucanases rompem as unidades a partir do final da cadeia, com destaque para a enzima
Avicelase, que € a principal responsavel pela produgao de celobiose a partir da celulose micristalina.
Tais enzimas sdo constituidas por dois tipos:

= Exo-celobiohidrolase: 1,4-B-D-glicano celobiohidrolase — Remove residuos de celobiose a partir
de terminal ndo redutor. As exoenzimas atuam causando a inversdo na configura¢do do carbono 1 do
residuo liberado.

= Exo-glicohidrolase: B-1,4-D- glicanase - remove residuos de glicose a partir de terminais nao
redutores da cadeia celuldsica.

A B-glicosidase ¢ uma enzima especifica para a celobiose tendo como produto final a glicose.
Atuam sobre a molécula de celobiose e outras celodextrinas de baixo peso molecular; produzindo
glicose na configuragdo B, o que a diferencia de outras exoglicanases. A B-glicosidase ndo é
considerada uma celulase especifica, mas apenas uma enzima auxiliar da acdo das celulases que sao,
inibidas por elevadas quantidades de residuos de celobiose (WOOD et al. 1994). As enzimas endo e
exoglucanases em atuacdo conjunta solubilizam a celulose cristalina em celooligossacarideos e
celobiose (BIRSAN et. al. 1998; WHITERS, 2001).

Dependendo do sistema celulolitico produzido por um determinado microrganismo a celulose
cristalina pode ser convertida a oligodextrinas, celodextrinas e celobiose (BRODA, 1992).

BIRSAN et. al. (1998), observaram que a maioria dos complexos enzimaticos contém mais que um
tipo de exoglicanase e endoglicanases e que as isoenzimas podem ser formas modificadas de um tnico
gene ou podem ter origem em genes diferentes.

2.3.2 Enzimas hemiceluloliticas

As propriedades quimicas e estruturais das hemiceluloses podem ser influenciadas pela presenca
de uma grande diversidade de residuos, onde deste modo, necessitam de uma série de enzimas para a
sua degradacdo total. O sistema enzimatico responsavel pela degradacao total das hemiceluloses,
contendo xilana como estrutura principal, é composto principalmente por (-1,4-endoxilanase e B-
xilosidase, podendo existir a possibilidade da presenca da a Larabinofuranosidase, que remove os
residuos de L-arabinose substituidos no C-3 das unidades de xilose; B-glucuronidase, que age
hidrolisando as ligagdes B-1,2 entre acido glucurénico e residuos de xilose em glucuroxilano;
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acetilxilana esterase, que remove grupamentos O-acetil a partir da posi¢ao C-2 e/ou C-3 dos residuos
de xilose e algumas esterases, como o acido ferrtlico esterase e o acido p-coumadrico esterase que
clivam na xilana, respectivamente, as ligacdes éster entre residuos de arabinose e acido ferrtlico ou
acido p-coumadrico (KANEKO et al. 1993; PULS e SCHUSEIL, 1993; SHAO e WIEGEL, 1995;
CHRISTOV e PRIOR, 1993). Todas essas enzimas agem em conjunto permitindo a conversao de xilana
em seus agucares constituintes.

2.3.2.1 3-1,4- Endoxilanase (1,4-3-D-Xilana Xilohidrolase)

A enzima [(-1,4- endoxilanase (1,4-p-D-xilana xilohidrolase) provoca a quebra das ligaces
glicosidicas do esqueleto heteroxilana resultando na diminui¢do do grau de polimerizacdo do
substrato. O ataque ao substrato nao € feito ao acaso e as ligacdes a serem hidrolisadas dependem da
natureza do substrato como, por exemplo, o comprimento e o grau de ramificagdo do composto e a
presenca de substituintes, sendo que os principais compostos formados no inicio da hidrolise da
xilana sao os xilooligossacarideos (KUAD et al. 1997; VAZQUEZ et. Al. 2000; VICENTE, 2002).

Estas enzimas sao encontradas em bactérias terrestres e marinhas, em bactérias presentes no
sistema digestivo dos ruminantes, fungos, algas marinhas, protozoarios, caracéis, crustaceos, insetos e
sementes de plantas terrestres (DEKKER e RICHARDS, 1976). Entre as diferentes fung¢bes das
xilanases estao a biodegradacdao que permite o fornecimento de fontes de energia metabolizante, a
degradacdo de componentes da parede celular em intera¢do com outras enzimas que degradam
polissacarideos e digestao dos vegetais da dieta (Sunna & Antranikian, 1997).

As xilanases de origem fungicas tém massas moleculares entre 6 — 83 kDa e sdo geralmente mais
ativas em pHs 3,5 — 6,5 e a 40 — 60°C (Bailey et al., 1991). Em relacdo as de origem bacteriana, as massas
moleculares sao maiores, entre 15 a 85 kDa, com poucas exce¢Oes. Essas sao mais ativas em pHs 5,0 —
8,0 e 50 — 80°C (SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997).

As ligagdes a serem hidrolisadas dependem do comprimento e/ou grau de ramificacdo da xilana,
assim como a presenca ou nao de substituintes. Inicialmente, a clivagem da xilana tem
xilooligossacarideos como produtos formados, mas conforme a hidrdlise prossegue, estes podem ser
hidrolisados a xilotriose, xilobiose e xilose (SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997).

As endoxilanases sdo classificadas de diferentes formas, tendo como base os seguintes critérios:

= Os produtos finais liberados pela hidrolise da xilana, podendo ser ramificadoras ou nao
ramificadoras, sendo que para os produtos nao ramificados nao ha a liberagdo de arabinose, ao
contrario dos produtos ramificados (DEKKER e RICHARDS, 1976).

= Através do ponto isoelétrico e massa molecular, pois as endoxilanases possuem uma forte
relacdo entre os valores das suas massas moleculares e seus pontos isoelétricos. Aproximadamente
70% das endoxilanases acidas tém massa molecular acima de 30 kDa. Percentuais proximos estao
relacionados as endoxilanases basicas que mostram valores de massas moleculares abaixo de 30 kDa.
Sendo reportadas varias exce¢des de endoxilanases com baixo ponto isoelétrico e baixa massa
molecular ou o inverso (WONG et al. 1988).

Varias xilanases ja foram purificadas de diferentes microrganismos, porém a purificagdo dessas
enzimas ¢ dificil, necessitando de varias etapas, sendo que a recuperacdo na maioria das vezes é baixa
(MORALES et al. 1995; BATAILLON, 2000).

2.3.3.2.2 B-D-Xilosidase

A p-D-xilosidase (-D-xilosideo xilohidrolase; E.C. 3.2.1.37) sao exoglicosidases que hidrolisam
xilooligossacarideos pequenos, a partir da extremidade ndo redutora (Wong et al., 1988). Estas enzimas
sao capazes de clivar substratos artificiais como o pnitrofenil (-D-xilosideo (COUGHLAN e
HAZLEWOOD, 1993), como foi demonstrado em Humicola grisea var. thermoidea (ALMEIDA et al.
1995) e Aspergillus phoenicis (RIZZATTI et al. 2001).

Vérios estudos estdo sendo realizados para o melhor entendimento do potencial desta enzima. Seu
sistema catalitico hidrolisa os compostos xilooligossacarideos, gerando compostos com graus de
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polimerizagdo menores, até xilose. HASMANN et al. (2003), trabalharam na otimizacdo da S-D-
xilosidase para a recuperragdo de micélios reversos secretados pelo fungo Penicillium janthinellum,
utilizando o sistema de surfactante catidnico CTAB. Trabalhos de produgao, caracterizacdo e estudo
das propriedades desta enzima utilizando Aureobasidium sp. foram conduzidos por IEMBO et al. (2002)
em sistemas de fermentagdo submersa e estado sdlido, demonstrando o étimo de atividade em pH de
2,5 na temperatura de 65°C.

2.3.3.2.3 Aplicacao das enzimas xilanoliticas na industria

As enzimas que degradam a xilana possuem um grande potencial em varias aplicagdes na area da
biotecnologia. As xilanases estdo envolvidas na bioconversiao da xilana, altamente presente em
residuos agricolas e em residuos provenientes de industrias alimenticias, em xilose, o qual age como
substrato na obtenc¢ao de etanol através de processos de fermentagaio (CHANDRAKANT e BISARIA,
2000) e em xilitol, utilizado como adogante em varios tipos de alimentos (PARAJO et al. 1998).

Atualmente, o interesse nas xilanases aumentou muito, devido ao seu uso em processos de
branqueamento da polpa de papel, com processos que dispensam a utilizagao do cloro (VIIKARIL,
1994).

A aplicagao de xilanases em industrias alimenticias é muito ampla, com atuagdo progressiva em
associagao com as celulases e pectinases, promovendo a hidrélise de componentes da parede celular e
diminui¢do da viscosidade e a clarificacao dos sucos de frutas (WONG et al. 1993).

Em panificagdes, sua acao esta no mecanismo de hidrolisar os compostos arabinoxilanas,
facilitando a redistribui¢do da agua na massa, favorecendo seu volume, textura e estabilidade, com
consideravel aumento no valor nutritivo do alimento (POUTANEN et al. 1987).

Na indastria vinicola, as xilanases sdao utilizadas na hidrdlise da parede celular das uvas,
facilitando a maceragao de sua casca, a clarificacdo e aumento da qualidade e estabilidade do vinho
(GALANTE et al. 1998).

Na indtstria téxtil também existe a utilizacdo das xilanases no processamento de fibras vegetais,
como canhamo ou o linho. De acordo com os estudos conduzidos por PRADE (1995), a incubagao de
caules de rami secos com as enzimas Xilanases libera fibras de celulose intactas que ndo necessitam de
um branqueamento intensivo.

Na industria de ra¢Oes para animais, a utilizacdo de xilanases aumenta o valor nutritivo da dieta,
devido a melhor digestao e absor¢ao dos componentes das ragdes (GRAHAM et al. 1998; GALANTE
et al. 1998).

2.3.3 Enzimas Ligninoliticas

Enquanto os processos de degradagdo de celulose e hemicelulose sao de natureza hidrolitica e
ocorrem com maior facilidade, a degradacdo da lignina representa um processo oxidativo complexo,
nao especifico e estritamente dependente das condi¢des do meio de cultivo do organismo (KIRK &
FARRELL, 1987).

A lignina possui uma estrutura altamente complexa, necessitando de um sistema altamente
diversificado de enzimas ligninoliticas, enzimas redutoras e enzimas produtoras de H20:. Deste
modo, para uma biodegradacéo eficaz da lignina é necessaria uma série de combinag¢des nos processos
de 6xido-redugao, ja que nao € possivel a degradagao total destes compostos utilizando estas enzimas
separadamente (SCHOEMAKER, 1985).

2.3.3.1 Lacases

Lacases sao proteinas globulares contendo entre 10-25% de carboidrato N-ligado, podendo ter
estruturas monoméricas, diméricas ou multiméricas, dispostas em subunidades de 45 a 80 kDa,
dependendo da espécie e isoforma. E uma glicoproteina contendo cobre no seu sitio ativo, catalisando
a redugao de Oz para H:20, sem a necessidade de H20: (LEONOWICZ, 2001).
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A lacase catalisa a oxidagdo via transferéncia de um elétron de fenoéis para radicais fenoxila, sendo
que a origem desta enzima € que vai determinar a sua especificidade pelo substrato oxidado. Assim
lacases de diferentes fungos podem oxidar diferentes substratos, inclusive em diferentes pHs
(RINGLING e VAN ALFEN, 1993).

Para a sua atividade catalitica, em geral, a lacase apresenta quatro atomos de cobre por unidade de
proteina ativa, denominados de cobre tipo 1,2 e 3. O cobre 1 e 2 sdo os responsaveis pelo processo de
captura e transferéncia do elétron, e o cobre tipo 2 e 3 estao envolvidos na ligacdo com o oxigénio
(CALL e MUCKE, 1997).

As lacases estdo muito difundidas perla natureza, sendo produzidas por fungos ou plantas,
envolvidas nos processos de polimerizagoes, desmetilagdes, oxidagdes e despolimerizacdes de
compostos fendlicos. Devido a capacidade de catalisar a oxidagao de fendis e outros compostos
aromaticos, as lacases flingicas estdo recebendo grande atengao em varias aplicagdes na industria de
biotecnologia como deslignificacdo, producdo de etanol, modificacio de fibras da madeira,
clareamento de corantes, sintese de produtos quimicos/medicinais e remediacdo de solos e aguas
contaminadas. Pesquisas recentes tém sido intensas e muito tem sido elucidado sobre a diversidade de
lacases e suas utilidades (COUTO e HERRERA, 2006).

NTTN 200

Figura 7 - Centro de cobre de lacase de Bacillus subtilis.
Fonte: ENGUITA et al. (2003).

2.3.3.2 Lignina- peroxidase

A enzima lignina peroxidase (LiP) foi descoberta em 1984, em culturas de Phanerochaete
chrysosporium (TIEN e KIRK, 1984). A LiP é uma glicoproteina, composta por 20-30% de acutcar,
possui ferro como grupo prostético e necessita de H202 para a sua atividade catalitica. Sua massa
molar é de aproximadamente 38-43 Kda, tendo ponto isoelétrico entre 3,2 e 4,0 e pH 6timo de
atividade entorno de 3,0. A lignina peroxidase é produzida durante o metabolismo secundario do
fungo, pela falta de nutrientes (MOREIRA NETO, 2006).

No processo de degradacido da lignina, a LiP é inicialmente oxidada pelo H20: e oxida ntcleos
aromaticos da molécula de lignina (fenolicos e nao fenolicos), gerando radicais catidnicos. Estes
reagem espontaneamente com nucledfilos (primariamente H:0) e com oxigénio molecular,
despolimerizando a lignina e abrindo os anéis aromaticos. Durante o ciclo catalitico o Fe contido, no
grupo heme da LiP, passa por estados de éxidoredugdo. A primeira etapa inicia com a oxidacdo do Fe
(III) da enzima nativa para Fe (IV), pela acao do H202, com a geragao do composto I, tipo radical
cationico da LiP.
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Pela reducdo do composto I, por transferéncia de um elétron, é formado o composto II, que ainda
contém Fe (IV). O agente redutor pode ser um substrato como o alcool veratrilico ou o H20:. E por
altimo ocorre a etapa de redugdo por um elétron, que retorna a enzima a seu estado nativo,
completando o ciclo catalitico. Na falta do substrato redutor, o composto II é oxidado pelo H20: para o
composto III, uma conformacao da LiP com baixa capacidade catalitica, que com excesso de H20: é
rapidamente inativada (MARTINEZ, 2002).

O alcool veratrilico, um metabdlito produzido pelos fungos da podridao branca sob condigdes
ligninoliticas, desempenha um papel importante no ciclo catalitico da LiP. Este composto atua como
redutor da enzima e a protege da inativacao por excesso de H202 (ROTHSCHILD et al. 2002).

A presenca de LiP em basidiomicetos ligninoliticos tem sido considerada escassa, porém existem
crescentes estudos desta enzima, assim como dos fungos que a produzem, devido ao seu potencial de
aplicacdo em processos de descontaminacdo do meio ambiente e na utiliza¢io em processos
industriais (Camarero et al. 2000, CAMERON, 2000; TIMOFEEVSKI e AUSTIN, 2000).
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CHZOH LiP (nativa) LiP (Composto I) CHZO H Alcool

@ Veratrilico
OCH OCH
3 3

o

CHy OCH4
LiP (IT)
c: F e @ CH,OH
oc HO3C i “"6 -E OCH Radical catiénico

OCH4 alcool veratrilico

Figura 8 - Ciclo catalitico da enzima lignina peroxidase.
Fonte: ENGUITA et al.(2003).

2.3.3.3 Manganés- peroxidase

A manganeés peroxidase é a peroxidase extracelular mais comumente encontrada nos fungos
da degradagdo branca. A MnP é uma glicoproteina com ferro protoporfirinico IX como grupo
prostéico, dependente de H20: para sua atividade, onde seu ponto isoelétrico é cerca de 4,9 e massa
molar entre 38 — 62,5 Kda. Seu ciclo catalitico é semelhante ao da Lignina Peroxidase, porém, o Mn2+
atua como doador de elétrons para gerar o composto II (HOFRICHTER, 2002).

A produgao de manganés peroxidase é aparentemente limitada a certos fungos
basidiomicetos, e até agora, ndo se evidenciou qualquer bactéria, levedura e nenhum basidiomiceto
micorrizico capaz de produzir esta enzima. A capacidade de sintetizar MnP estd distribuida entre
grupos de basidiomicetos taxonomicamente distintos. O ciclo catalitico da MnP ¢ iniciado pela ligagao
de H202 ou um outro peréxido organico ao ferro nativo da enzima, formando um complexo ferro-
peroxido.

A manganés peroxidase é produzida simultaneamente com a lignina peroxidase, durante o
metabolismo secundario e é regulada pelas concentragdes de nitrogénio e carbono no meio de cultura
(BUSWELL e ODIER, 1987).
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Figura 9 - Ciclo catalitico da manganés peroxidase.
Fonte: BUSWELL e ODIER (1987).

Estas enzimas participam de reagdes de despolimerizacdo de ligninas e cloroligninas, desmetilacao
de lignina e deslignificagdo. A oxidagao da lignina por manganés peroxidase depende de ions
manganés II (HOFRICHTER, 2002).

3 Conclusdes

Os residuos lignoceluldsicos fornecem uma importante fonte de compostos como a celulose,
hemicelulose e lignina. A utilizagdo de microrganismos que produzam enzimas especificas que
hidrolisam a celulose, hemicelulose e que degradem a lignina, como no caso os fungos basidiomicetos,
sdo uma potencial via para a obtengdo de compostos especificos para a area biotecnoldgica a partir da
lignocelulose, assim como podem diminuir substancialmente os problemas ambientais causados por
estes residuos.
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