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Resumo

As enzimas além de serem essenciais aos seres vivos, apresentam diversas
aplicabilidades no setor industrial que tem interesse em enzimas com caracteristicas
especificas para os processos. Tal aplicabilidade somada a necessidade de ampliar os
conhecimento sobre enzimas oportuniza os cientistas a investigar diversos organismos
produtores e enzimas com o objetivo de identificar quais enzimas sdo produzidas e em
qual quantidade, bem como suas caracteristicas e suas aplicacdes. Melhorar a producao
de enzimas tanto em quantidade quanto em qualidade empregando substratos mais
adequados aliado ao uso de técnicas moleculares é o foco de muitos desses estudos. No
presente estudo, foi realizado uma revisao bibliografica que tem como foco enzimas
produzidas pelo fungo Leucoagaricus gongylophorus, que é cultivado por formigas
cultivadoras de fungo. A revisdo aborda também a agricultura nos coledpteras, térmitas e
formigas, enfatizando as hipoteses do surgimento do cultivo do fungo pelas formigas,
cuidado das formigas dos géneros Atta e Acromyrmex com o fungo Leucoagaricus
gongylophorus e a relacdo simbidtica entre eles. Na relacdo entre formiga-fungo, a
formiga fornece o substrato necessario para que o fungo se desenvolva e em troca as
formigas recebem nutrientes que sdo degradados, em parte, pelas enzimas do fungo. As
enzimas produzidas pelo fungo Leucoagaricus gongylophorus ainda sdo pouco estudadas
e suas propriedades sdo, portanto, desconhecidas. O potencial biotecnolégico dessas
enzimas, porém produzidas por outros microorganismos, sdo empregados em diversos
processos industriais. A presente revisdo descreve sobre caracteristicas das enzimas
rhamnogalacturano hidrolase, celulase, alpha-amilase, endo-1,4-pB-xilanase e
arabinofuranosidase bem como sobre microorganismos produtores dessas enzimas,
principais substratos utilizados na produgdo das mesmas e aplicagdes biotecnoldgicas em

curso ou tem potencial para possiveis aplicagoes.

Palavras-chave: Formigas cultivadoras de fungo, Agricultura, produgéo de enzimas,
Rhamnogalacturano Hidrolase, Celulase, alpha-amilase, endo-1,4-p-xilanase,
arabinofuranosidase
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Abstract

In addition to being essential to living organisms, enzymes have several applications in
the industrial sector that are interested in enzymes with specific characteristics for the
processes. This applicability, coupled with the need to expand knowledge about enzymes,
enables scientists to investigate various organisms and enzymes in order to identify which
enzymes are produced and in what quantity, as well as their characteristics and
applications. Improving enzyme production in both quantity and quality by employing
more suitable substrates combined with the use of molecular techniques is the focus of
many of these studies. In the present study, a literature review was conducted focusing
on enzymes produced by the fungus Leucoagaricus gongylophorus, which is cultivated
by fungus-growing ants. The review also deals with coleopterans, termites and ants,
emphasizing the hypothesis of the emergence of fungus cultivation by ants, care of the
ants of the genera Atta and Acromyrmex with the fungus Leucoagaricus gongylophorus
and the symbiotic relationship between them. In the relation between ant-fungus, the ant
provides the necessary substrate for the fungus to develop and in exchange the ants
receive nutrients that are degraded, in part, by the fungus enzymes. The enzymes
produced by the fungus Leucoagaricus gongylophorus are still poorly studied and their
properties are therefore unknown. The biotechnological potential of these enzymes,
however produced by other microorganisms, are employed in several industrial processes.
The present review describes the characteristics of the enzymes rhamnogalacturan
hydrolase, cellulase, alpha-amylase, endo-1,4-B-xylanase and arabinofuranosidase as
well as microorganisms that produce these enzymes, the main substrates used in their

production and current biotechnological applications. potential applications.

Keywords: Fungus cultivating ants, Agriculture, enzyme production,
Rhamnogalacturan  Hydrolase, Cellulase, alpha-amylase, endo-1,4-B-xylanase,

arabinofuranosidase
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1. INTRODUCAO
A biotecnologia é definida de maneira simplificada pela Biotechnology Innovation
Organization (BIO) como a “tecnologia baseada na biologia - a biotecnologia utiliza
processos celulares e biomoleculares para desenvolver tecnologias e produtos que ajudam

a melhorar nossas vidas e a saide de nosso planeta.” (BIO, 2018)

A biotecnologia é utilizada a mais de 6.000 anos quando 0 homem comegou a
utilizar micro-organismos para producdo de alimentos e bebidas mas, recentemente, os
avancos biotecnoldgicos permitiram uma melhoria em diversos setores como na area da
salde, meio ambiente, agricultura e industrias em geral com recursos mais eficientes e

com menor impacto ambiental (B10, 2018; Monteiro e Silva, 2009).

Nas industrias, o processamento de seus produtos envolvem modificacbes da
matéria prima utilizando frequentemente reacdes quimicas. Porém, o uso de produtos
quimicos em processos industriais pode ser oneroso, além de gerar residuos que afetam o
meio ambiente. Uma alternativa aos produtos quimicos com a capacidade de substituir
diversos processamentos € o0 uso de enzimas (Monteiro e Silva, 2009). As enzimas, devido
a sua capacidade de catalisar reacGes e dessa forma acelerar 0s processos quimicos,
apresentam vantagens em relacdo aos catalizadores quimicos devido a facil obtencédo

podendo ser produzidas em larga escala para o uso industrial (Monteiro e Silva, 2009).

As enzimas podem ser obtidas a partir de todos seres vivos, entretanto, aquelas
derivadas de micro-organismos sdo vantajosas devido a facilidade de manipulacdo, por
ndo depender de fatores sazonais, utilizar substratos de baixo custo ou residuos agricolas
e a possibilidade de otimizar processos para a producdo em alta escala e como
consequéncia realizar melhoramentos genéticos dos micro-organismos (Monteiro e Silva,
2009).

Em virtude do grande interesse mundial no uso de enzimas, torna-se necessario a
busca por novos micro-organismos produtores das enzimas de interesse procurando obter
enzimas com as caracteristicas mais adequadas para cada processo que exige, dentre

muitos fatores, de pH e a temperatura diferentes.



O cultivo do fungo Leucoagaricus gongylophorus pelas formigas cortadeiras do
género Atta e Acromyrmex, e a sua aplicacdo na biotecnologia é a base para o presente
estudo que envolve uma revisdo bibliografica sistematica para estabelecer uma relacéo
inseto/fungo, propiciar uma leitura analitica da organizacdo social e ambiental dos
processos que envolvem as relages simbidticas entre micro-organismos e as formigas,
da agricultura e cultivo de fungos em laboratério, bem como enzimas e sua utilizacéo nas

industrias quimica e alimentar.

Surge entdo a motivacdo para a presente revisdo para compreender as aplicacdo
buscando as relagdes entre as técnicas e 0s processos, com interesse especifico no
potencial biotecnoldgico procurando entender: 1) quais enzimas sao produzidas por esse
fungo 2) aplicacBes biotecnoldgicas que as enzimas apresentam 3) as vantagens de

utilizagdo das enzimas.

O presente estudo relata sobre a realizacdo da agricultura pelos insetos,
principalmente pelas formigas cultivadoras de fungo, a origem do cultivo do fungo
Leucoagaricus gongylophorus e as enzimas rhamnogalacturanano hidrolase, o-L-

arabinofuranosidase, endo-1,4-B-xilanase,celulase, a-amilase produzidas por eles.

Cabe ainda destacar que, a execucdo deste trabalho foi desenvolvida com o
método dedutivo, com base na coleta do corpus utilizando-se pesquisas documentais e
bibliografica nas obras referenciadas, consultas aos sites indicados, que possibilitaram
uma bibliografia secundéria. Dos referenciais tedricos analisados, foram citados alguns

conceitos relevantes e essenciais para a elaboragao da revisao.

1.1 Insetos e realizacdo da agricultura
Os insetos sdo invertebrados encontrados em diversos ambientes, alguns ate

considerados indspito para outros seres vivos. Pertencentes ao subfilo Hexapoda, tem
como caracteristica geral a organizagéo social, além do seu corpo ser divido em cabeca,
torax e abddmen, trés pares de pernas, cada uma conectada a um segmento do torax, um
par de antenas, e mandibulas, maxilas e labio, e um par de olhos compostos (Wheeler et
al., 2001).



A classe Insecta e diversa e abundante, com um nimero estimado de 2 a 5 milhGes
de espécies (Macedo, 2015), e é estimado que haja cerca de 10 quintilhdo de insetos vivos,
podendo ser considerado o grupo com maior biomassa animal terrestre (Wilson, 2012).
Apresenta 29 ordens, onde quatro delas - Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, e
Lepidoptera — detém 81% das espécies descritas (Foottit e Adler, 2009). Seus integrantes
sdo principalmente terrestres, podendo ocupar qualquer nicho terrestre. Organismos que
habitam ambientes aquéaticos também sdo conhecidos , ndo sendo encontrados apenas na
regido sublitoral. O sucesso da sua ampla distribuicdo geografica e o grande numero
espécies sdo atribuidos as caracteristicas adaptativas durante a evolugdo, que permitiram
sua diversificagdo como o consumo de plantas, o tamanho pequeno, voo, metamorfose

completa e altas taxas de especiacdo (Mayhew, 2007).

Os insetos apresentam associacGes com outros individuos como os fungos, que
historicamente compartilham habitats semelhantes e s6 recentemente aumentou o
interesse na relagdo inseto-fungo com nimero crescente de estudos nesta area. Essas
relacbes podem ser positivas (mutualisticas) ou negativas para os insetos (Vega e
Blackwell, 2005).

Ao se observar as interagdes em um ecossistema, constata-se que as relagfes
simbidticas entre microorganismos e outros organismos permite que os hospedeiros
exercam diferentes capacidades fisioldgicas além de poderem evoluir conjuntamente
(Aylward et al., 2013).

A formacdo de associacBes simbidticas com micro-organismos benéficos que
conferem novas capacidades fisiologicas a seus hospedeiros tem sido descrita como uma
forma de inovacdo evolutiva e até permite que alguns animais ocupem nichos ecoldgicos
que, de outro modo, estariam indisponiveis (Alonso e Agosti, 2000; Alonso, 2011). A
formagéo desse tipo de relacdo, aumenta a capacidade dos animais de obter acesso aos
nutrientes da biomassa vegetal, uma fonte abundante de energia nos ecossistemas
terrestres, uma vez que as paredes celulares das plantas sdéo compostas por polimeros
recalcitrantes que a maioria dos animais nao consegue desconstruir (Alonso e Agosti,
2000; Aylward et al., 2013). Nas associa¢Ges que ocorrem entre fungos e insetos, a
agricultura realizada por alguns grupos € considerada uma relagdo mutualistica pois

ambos se beneficiam. Muller (2005), definiu quatro critérios para considerar 0s



individuos como praticantes da agricultura sendo essas caracteristicas compartilhadas
pelos cupins, coledpteras, humanos e a maioria dos géneros de formigas da tribo Attini:
a primeira caracteristica € a inoculacdo do cultivar fixo em um habitat ou substrato
permitindo a propagacdo do cultivar por propagulos selecionados pelos agricultores
podendo formar novos jardins; a segunda caracteristica é o fornecimento de condigdes
favoraveis para o crescimento da cultura ou protecdo contra predadores, parasitas ou
doencas; o terceiro fator € a obrigatoriedade de coletar o cultivado para o consumo
alimentar; por dltimo, deve-se ter a necessidade nutricional dependente daquele cultivar
(Mueller et al., 2005). Algumas caracteristicas dos insetos que realizam a agricultura

serdo descritas a seguir.

Os cupins apresentam ampla distribuicdo em ambientes terrestres da regido
tropical devido organizacdo social que apresentam e as associa¢@es positivas com micro-
organismos (Costa-Leonardo e Rebélo, 2002). Também conhecidos como térmitas, 0s
pertencentes da subfamilia Macrotermitinae cultivam, para sua alimentacdo, fungos do
género Termitomyces que ndo sdo encontrados em vida livre. Esse fungo consegue
germinar e formar um micélio por meio de um Unico basidiésporo homocarion ou pela
fusdo de dois homocarions com transmissdo através do miceélio, e, esse hetorocarion
formado, pode originar corpos de frutificacdo sexuais que liberam esporos (Mueller et al.,
2005). Para a fundacdo de uma nova coldnia, os cupins constroem uma célula de argila,
e depositam sedimentos fecais obtidos pela ingestao de alimento ndo-digerido pelo cupim
gue contém 0s esporos sexuais do cogumelo Termitomyces. Assim, o cultivo é iniciado e
mantidos em matéria vegetal morta em decomposic¢do (Wood e Thomas, 1989; Mueller
et al., 2005). Provavelmente, a frutificacdo do fungo ocorre paralelamente ao
aparecimento dos primeiros trabalhadores da coldnia. O fungo produz nodulos
vegetativos, e € dessa parte, que 0s cupins se alimentam, pois sdo ricos em nitrogénio,
acucar e enzimas permitindo melhor aproveitamento da energia, além de conter conidios
que sdo esporos assexuais ndo digeridos que sdo excretados com as fezes e depositados

no topo do pente do fungo (Wood e Thomas, 1989; Mueller et al., 2005).

Os coleodpteras popularmente conhecidos como besouros utilizam tecidos
lenhosos de arvores para construir galerias e estabelecer seus ninhos. Nas subfamilias

Scolytinae e Platypodinae, onde muitas espécies se alimentam de fungos, os besouros séo



chamados de besouro de ambrosia (Wood, 1982). As fémeas depois de acasalar e
estabelecer em um novo hospedeiro, fixa o fungo que carregam em bolsos chamados
mycangia, na parede dos tuneis e ovopositam (Farrell et al., 2001; Harrington, 2005). Os
fungos cultivados pelos besouros sdo chamados de ambrosia, ndo sdo monoculturas
(Beaver et al., 1989), pertencem aos géneros Ambrosiella e Raffaelea (Farrell et al.,
2001). Eles fornecem para 0s besouros vitaminas, aminoacidos e esterdis essenciais. O
cultivo do jardim é realizado exclusivamente pelas fémeas e podem crescer na forma de
hifa e formar micélio ou na forma de ambrosia (Beaver et al., 1989). Os fungos produzem
esporos sexuais ou assexuais nos corpos de frutificacdo e a esporulagdo na camara das
pupas é importante para a disseminacdo do fungo em um novo hospedeiro (Harrington,
2005).

As formigas cultivadoras de fungos pertencem a tribo Attini. A transmissao do
fungo ocorre verticalmente pela rainha que carrega em bolsos infrabucais granulos de
micélio (Mueller, 2002). Nas formigas h& diferenciacdo em castas e cada uma exerce
funcBes especificas, como, por exemplo, o cuidado com o jardim dos fungos. O cultivo
pode ser realizado em diferentes substratos dependendo da linhagem do fungo (Mueller
et al., 2005).

1.2 Formigas

As formigas, juntamente com as abelhas e vespas, sdo insetos sociais pertencentes
a classe Insecta, em uma das maiores ordens, a Hymenoptera e a subordem Apocrita.
Algumas caracteristicas dessas subordem sdo a presenca de dois pares de asas
membranosas e divisdo em diferentes castas (Foottit & Adler, 2009; Grimald & Agosti,
2010).

A familia Formicidae esté incluida na subordem Apocrita e podem ser encontradas
em galerias no solo, troncos ou sob pedras e em praticamente todos 0s ecossistemas. O
sucesso evolutivo das formigas esta associado a sua capacidade de dominar praticamente
todos os ambientes existentes, por apresentar distingdo entre as castas e por nidificarem
em solo (Del-Claro, Santos & Junior, 2002).



As formigas apresentam uma alimentacdo diversa, variando de carnivoras, a
ingestdo de frutos em decomposicédo, excrecdo e secre¢do de outros animais e vegetais,

fungos, polén e néctar (Del-Claro, Santos & Junior, 2002).

A reproducdo das formigas ocorre por hablodiploidia, onde os machos se
desenvolvem de évulos ndo fecundados e as fémeas de 6vulos fecundados. A reproducao
sexuada ocorre entre fémeas e machos alados, geralmente durante o voo resultando em
individuos diploides (Holdelberg & Wilson, 2009; Keller & Gordon, 2009). Apés a
fecundacdo, a fémea retira suas asas e procura o lugar onde estabelecera o seu ninho. L4,
a fémea cava um galeria e uma camara para ovopositar, onde seus ovos se desenvolvem
em larvas que originaram as pupas e posteriormente os individuos adultos (Kaspari,
2000).

Da familia Formicidae, a subfamilia Myrmicinae é dominante apresentando uma
elevada riqueza de espécies, sendo que a maioria das tribos sdo encontradas na regido
neotropical. Essas formigas podem constituir associacdes com plantas, fungos e outras

formigas (Fernandez, 2003).

1.2.1 Formigas Cultivadoras de Fungo e Origem do Cultivo do Fungo

A nidificacdo e as preferencias alimentares das formigas influenciam o nicho que
vao ocupar, e a sua nutricdo pode se dar pelo mutualismo com plantas, insetos, outras
formigas ou até mesmo com fungos (Bliithgen e Feldhaar, 2010). A alimentagdo das
formigas é amplamente diversificada, variando desde consumidores primarios usando o
polén e o néctar, e consumidores secundarios e terciarios com espécies carnivoras,
ingestdo de matéria organica em decomposicao, excre¢do e secrecdo de outros animais e
de fungos. Ha ainda diferenciacdo entre a alimentacdo dos estagios larvais e os insetos
adultos (Del-Claro et al., 2002; Blithgen e Feldhaar, 2010). Dentre as espécies que se
alimentam de plantas estdo as subfamilias: Formicinae, Pseudomyrmecinae e
Dolichoderinae. A maioria dos géneros pertencentes as familias Myrmecinae, Ponerinae,

Ecitoninae e Aenictinae sdo carnivoras (Blithgen e Feldhaar, 2010).



As formigas pertencentes a tribo Attini surgiram a aproximadamente 50 milhdes
de anos, apds a separacdo dos continentes, e sdo exclusivas do novo mundo (Wheeler,
1907; Weber, 1958; Mayhé-Nunes e Jaffe, 1998; Schultz e Brady, 2008). As Attini podem
ser agrupadas em dois clados: as Paleoattini e as Neoattini. No primeiro estdo agrupados
0S géneros basalmente divergentes Mycocepurus, Myrmicocrypta e Apterostigma,
enquanto as Neoattini englobam os géneros Kalathomyrmex, Mycetarotes, Mycetosoritis,
Mycetophylax, = Cyphomyrmex, Mycetagroicus, Sericomyrmex, Trachymyrmex,
Acromyrmex e Atta, onde as Neoattini apresentam colénias mais numerosas, interacées
sociais mais complexas e individuos maiores (Schultz e Brady, 2008; Mehdiabadi e
Schultz, 2010). As formigas cultivadoras de fungo que pertencem a essa tribo, utilizam

fungos para sua alimentacao (Mueller, 2002).

De acordo com Schultz & Brady (2008), a agricultura realizada pelas formigas
cultivadoras de fungos pode ser dividida em cinco grupos, de acordo com o fungo
cultivado: agricultura inferior, agricultura de fungo coral, agricultura de levedura,
agricultura superior e agricultura das formigas cortadeiras de folhas (Schultz e Brady,
2008).

Para alguns grupos de formigas que realizam a agricultura, os fungos séo apenas
uma parte da sua alimentacgdo, enquanto para outros a simbiose se torna obrigatoria para
sobrevivéncia (Mueller et al., 2001). Essa relacdo mutualistica e obrigatoria demonstra a
coevolucdo desses grupos, que pode ser observada por meio de modificacGes fisicas para
o carreamento do fungo e alimentacdo, fisiolégicas como producdo de enzimas e
comportamentais como cuidados com o fungo (Schultz e Meier, 1995; Mueller et al.,
2005).

A agricultura inferior, praticada por formigas do grupo Paleoattini, é considerada
a primeira forma de cultivo de fungos pelas formigas utilizando cultivares da tribo
Leucocoprineae, um grupo parafilético, e capazes de sobreviver em sua forma de vida
livre, sem a interacdo com as formigas (Mueller et al., 1998; Schultz e Brady, 2008). A
agricultura de fungo coral, também realizada pelo grupo Paleoattini, é a Unica transicao
conhecida que nao cultiva fungo da tribo Leucocoprineae, embora, algumas espécies mais

basais das Attini s&o conhecidas por cultivar os fungos da tribo Leucocoprineae (Schultz



e Brady, 2008). Na agricultura de leveduras, realizada pelas Neoattini, os fungos
derivados de Leucocoprineae séo cultivados na forma de leveduras unicelular e ndo de
micélio como observado nos outros cultivares (Weber, 1972; Mueller, 2002; Schultz e
Brady, 2008). A agricultura superior, executada pelas Neoattini, é realizada com
cultivares derivados do Leucocoprirneae cultivado pelas Attini inferiores. Esses fungos
sdo dependentes das formigas para sobreviver, ndo sendo encontrados na forma de vida
livre e possuem como diferencial a producdo de gongilidio, que sdo extremidades
arredondadas presentes nas hifas, utilizadas pelas formigas para alimentacdo (Schultz e
Brady, 2008). Por fim, a agricultura das formigas cortadeiras de folhas ocorre pelo cultivo
de fungo derivado dos Attini superiores pelos géneros Atta e Acromyrmex utilizando
apenas matéria vegetal fresca, ao contrario do que ocorre no cultivo de outros fungos onde
podem ser utilizados matéria vegetal e animal em decomposicéo, polpa de frutas, flores,
excrementos e carcacas de insetos (Schultz e Brady, 2008). O grupo das formigas
cortadeiras é o mais derivado, mais especializado e assim como a agricultura superior tem

um alto grau de domesticacao do fungo (Schultz e Brady, 2008).

A transicdo para a agricultura superior e 0 uso de matéria vegetal fresca foram os
eventos mais importantes para as formigas cultivadoras de fungos (Schultz e Brady,
2008). Assim, a agricultura estabeleceu uma relacdo de simbiose, onde as formigas
cultivam o fungo para sua alimentacdo e fornecem o substrato necessario para o fungo
que utilizam suas enzimas para degradar o substrato vegetal, obter os nutrientes
necessarios para o seu desenvolvimento (Weber, 1966; Silva et al., 2003; Rgnhede et al.,
2004; Da Silva Borba et al., 2006; Schultz e Brady, 2008; Diniz e Bueno, 2010; Schigtt
etal., 2010).

A origem do mutualismo entre o fungo e as formigas que o cultivam ndo é bem
esclarecido e ha, pelo menos, oito hipoteses para explicar como ocorreu a transi¢cdo do
estilo de vida de caca e coleta para um estilo de agricultura por meio do uso de diferentes
substratos, sdo elas: sementes armazenadas, parede do ninho, madeira apodrecida,
micorriza, carcagas de artropodes, contetdo fecal das formigas, pellets infrabucais
(Mueller et al., 2001).



A hipotese de que o fungo foi obtido por meio de sementes armazenadas e assim
iniciado a agricultura, foi proposta por VVon lhering, em 1984, sendo o fungo levado para
0 ninho acidentalmente como contaminante, junto com sementes que foram coletadas
pelas formigas do grupo Myrmicinae, porém a coleta das sementes contaminadas foi
observada em tribos diferentes das Attini, como Pogonomyrmecini, Solenopsidini e
Stenammini (Mueller et al., 2001). Como as espécies de formigas, cuja coleta de
sementes com o fungo contaminante foram registradas, ndo sao relacionadas as formigas
cultivadoras de fungos por nunca terem isolado o fungo Leucocoprineous de sementes
coletadas pelas formigas, sendo encontrados outros tipos de fungos contaminantes nas
sementes, e pelo substrato ndo fornecer condig¢bes suficientes favoraveis para o
desenvolvimento do fungo, essa ndo € a hipdtese mais aceita (Knoch et al., 1993;
Wetterer et al., 1998; Mueller, 2002).

O surgimento do mutualismo entre a formiga e o fungo através da ingestdo
acidental de parte do fungo que cresceu na parede do ninho e assim ter incorporado o
fungo em sua dieta, foi proposto por Emery em 1899, Santschi em 1910 e Farquharson
em 1914. Essa hipotese seria possivel se as formigas formassem uma camada de material
que pudesse ser decomposto pelo fungo Leucocoprineae, porém, nao seria possivel se as

formigas habitassem ninhos muito profundos (Mueller et al., 2001)

O crescimento em madeira apodrecida foi proposto por Forel em 1902, que
observou que as fomigas do género Strumigenys nidificavam em madeira apodrecida e
que o ancestral das formigas cultivadoras de fungo também habitavam um local
semelhante (Mueller et al., 2001). Apesar de ser possivel para o fungo Leucocoprineae
digerir madeira in vitro na natureza isso ndo foi observado (Martin e Weber, 1969).

Segundo Garling (1979) o cultivo do fungo ocorreu por meio do contato com
raizes subterréneas de plantas associadas com fungos, as micorrizas, com o ninho que ali
foi estabelecido (Mueller et al., 2001). Garling (1979) propde ainda que essa estratégia
ajuda no suporte do ninho ou como uma forma de nutrir o fungo, o que sugere que 0
cultivo de fungos pode ser primitivo e de origem de fungos micorrizicos (Garling, 1979).
Outra hipotese proposta por Garling (1979) foi que o fungo crescia na carcaca de
artropodes recém coletadas e levadas para o ninho. Diniz et al. (1998) observou o



crescimento do fungo em carcacas de artropodes apesar desse comportamento ter sido
notado em formigas que ndo consomem o fungo, mas podendo ser um comportamento
vestigial (Diniz et al., 1998).

O uso do contetdo fecal para o crescimento do fungo foi observado por Forel, em
1902, em formigas que faziam seu ninho em madeira podre, se alimentavam do fungo
que crescia em material fecal de insetos e que serviria como substrato para o jardim de
fungo (Wheeler, 1907; Weber, 1958; Mueller et al., 2001). Posteriormente, Wheeler
(1907) alterou a hipotese considerando a ideia de Forel do substrato utilizado para manter
o fungo, sendo uma caracteristica comum dos insetos que cultivam fungo, inclusive as
formigas, a passagem de substancias vegetais ingeridas pelas formigas para o fungo ao
passar pelo seu trato gastrointestinal (Wheeler, 1907). Essa caracteristica sugere que o
inicio do cultivar tenha sido em excretas fecais das préprias formigas e, nas Attini
provavelmente ndo seria a principal forma desse cultivo. Posteriormente esse habito foi
abandonado por ter surgido um mais eficiente e adequado para o seu cultivo de fungo
(Wheeler, 1907; Mueller et al., 2001).

A hipétese do carreamento do fungo pelas formigas por meio de pellets infra
bucais foi investigado por Wheeler & Bailey em 1920 quando constataram que
dependendo dos habitos alimentares das formigas eram encontrados nas bolsas
infrabucais fragmentos de insetos, plantas e fungos mas bactérias foram bem raras
(Bailey, 1920; Wheeler e Bailey, 1920). Esporos e hifas sempre foram encontradas no
pellet e possibilitando a dispersdo dos fungos por meio das bolsas infra bucais, podendo
assim ter ocasionado o crescimento do fungo na coldnia das formigas (Bailey, 1920;
Mueller et al., 2001). Anélises do tamanho de esporos e hifas do fungo Leucocoprinae
demonstraram que ele é compativel com o tamanho da bolsa infra bucal das formigas
cultivadoras de fungos podendo ter sido carregados dessa forma pelos ancestrais das
Attini (Mueller et al., 2001).

A evolucédo do cultivo de fungo ocorreu em etapas que podem ser consideradas
como um modelo tradicional de “consumo primeiro”, o qual iniciaria pelo crescimento
do fungo em um local onde foi depositado fezes das formigas, e por causa dos nutrientes

contidos nas fezes apenas uma quantidade restrita de fungos conseguiria crescer (Weber,



1958; Mueller et al., 2001). Depois desse crescimento, houve entdo a colheita do fungo
pelas formigas para 0 consumo proprio, em que as operérias adultas regurgitavam depois
para suas larvas esse alimento. As formigas forneceram outros substratos para o fungo
crescer como folhas e fezes de outros insetos, permitindo o crescimento de um jardim de
fungos. Sendo ele uma parte da sua dieta, o cultivo desse fungo pelas formigas foi
evoluindo, fornecendo o substrato seguido pela transmissdo do fungo para os ninhos
descendentes através das fémeas que deixariam o ninho para fundar uma nova coldnia
carregando fragmentos da hifa nas bolsas infra bucais (Weber, 1958). Esse modelo
corrobora a hipétese da origem por meio da alimentagdo por sementes armazenadas,
parede do ninho, madeira apodrecida, micorriza e carcacas de artrépodes (Weber, 1958;
Mueller et al., 2001). Ha ainda um modelo alternativo de “transmissao primeiro” onde as
formigas seriam dispersoras do fungo especializado, depois passariam a se alimentar
desse fungo e posteriormente o cultivariam fornecendo o substrato para ele (Mueller et
al., 2001).

Na regido neotropical, as formigas cortadeiras sdo as mais facilmente encontradas,
e recebem essa denominacgdo por causa do habito de cortar a folha, que sdo usadas como
substrato para o cultivo dos fungos (Weber, 1966) (FIG. 1). Em alguns casos, as formigas
cortadeiras podem ser consideradas como uma espécie praga, pois elas cortam partes
frescas de plantas cultivadas, danificando a platacdo e causando prejuizo econémico
(Hernandez e Jaffé, 1995; Nickele et al., 2013). O uso de material vegetal fresco como
substrato para a agricultura do fungo Leucoagaricus gongylophorus confere as formigas
cortadeiras o status de principal herbivoro da regido neo (sub) tropical (Fowler et al.,
1989; Kooij et al., 2011).
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Figura 1: Fungo Leucoagaricus gongylophorus retirado de um ninho de Atta sexdens
rubropilosa mantida em laboratério coletada no Parque Estadual do Rio Doce (A);
coldnia de formiga Acromyrmex sp. com o fungo Leucoagaricus gongylophorus
coletado na Fazenda Itapoa da Vallourec (B). Fonte: Arquivo pessoal

1.3 Formigas cultivadoras de fungos e outros micro-organismos associados
As formigas cortadeiras apresentam uma gama de micro-organismos associados a
sua coldnia bem como aderidas ao seu corpo podendo essa relacdo ser benéfica ou

prejudicial ao fungo (Pagnocca et al., 1996).
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Na busca de micro-organismos associados a col6nia das formigas cortadeiras Atta
sexdens procedente de Manaus ( Amazonas, Brasil), Gonzaga et al (2015) encontraram
além do Leucoagaricus gongylophorus, outros fungos filamentosos como Trichoderma
sp. e Aspergillus sp., Bionectria ochroleuca, Pichia caribbica, Trichoderma
longibirachiatum, Nectria haematococca, Aspergillus flavus e Fusarium solan que foram
identificados por meio de caracteristicas morfolégicas e moleculares, ndo sendo os
fungos, neste estudo, classificados como favoraveis ou desfavoraveis para a colonia

avaliada.

Assim como no estudo de Gonzaga et al (2015), Rodrigues et al (2005), em seu
estudo, apenas identificaram os micro-organismos presentes em colénias de Atta sexdens.
Foram realizadas comparacGes entre micro-organismos encontrados em ninhos na
natureza e em col6nias de Atta sexdens rubropilosa procedentes de Corumbatai (Séo
Paulo, Brasil) e mantidas em laboratério. Naquelas mantidas em laborat6rio, os
organismos predominantes foram Syncephalastrum racemosum, Escovopsi weberi e
Fusarium solani. Em ninhos no campo as espécies dominantes foram Trichoderma
harzianum, Fusarium oxysporum e E. weberi. Tanto nas colonias alocadas na natureza
quanto as mantidas em laborato6rio foram as espécies Acremonium strictum, Acremonium
kiliense, E. weberi, F. oxysporum, F. solani, Moniliella suaveolens, Penicillium citrinum.
Além dessas, foram encontradas em col6nias na natureza ou mantidas em laboratorio 0s
seguintes microorganismos: T. harzianum e Moniliella suaveolens, Penicillium sp.
subgen. Furcatum ,Piptocephalis sp.,Syncephalastrum racemosum, Mycelia sterila,
Trichothecium roseum, Trichoderma sp, Metarhizium anisopliae var. anisopliae,
Mariannaea elegans var. elegans, Fusarium equiseti, Fusarium verticillioides,
Cunninghamella elegans, Cunninghamella echinulata, Cladosporium cladosporioides,
Arthrobotrys cladodes, Aspergillus flavus, Aspergillus niger var. niger (Rodrigues et al.,
2005).

Dentre os micro-organismos relatados como presentes no jardim de fungo, o
microfungo Escovopsis (Ascomycota) € um dos parasitas patogénicos do fungo
Leucoagaricus gongylophorus sendo que a ocorréncia do Escovopsis é maior nos jardins
de fungos cultivados pelas formigas que realizam a agricultura basal, devido ao modo de

reproducdo semelhante entre esses dois fungos (Currie et al., 1999; Currie e Stuart, 2001;
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Gonzaga et al., 2015). No estudo realizado por Currie e Stuart (2001), o Trichoderma
spp. foi outro parasita patogénico encontrado associado ao jardim do fungo L.
gongylophorus. No caso desse dois patogenos, Trichoderma e Escovopsis, as formigas
sdo capazes de elimina-los retirando do jardim mecanicamente a parte que estavam

presentes os fungos invasores (Currie e Stuart, 2001).

Assim como o Escovopsis e 0 Trichoderma, o fungo Metarhizium anisopliae é um
patdgeno encontrado associado ao ninho das formigas. No estudo realizado por Lopez e
Orduz (2002) foi relatado que o M. anisopliae é utilizado para o controle bioldgico das
formigas cortadeiras e neste estudo, as formigas morreram antes do fungo. Ainda neste
estudo, foi detectado também o Trichoderma viride, que assim como o M. anisopliae, foi

efetivo para a morte do fungo L. gongylophorus e o controle das formigas cortadeiras.

Além dos patdgenos ja relacionados anteriormente as formigas cortadeiras em
geral, o estudo de Santos et al. (2004) relatou que a presenca do fungo Beauveria bassiana
é altamente patogénico para Atta sexdens rubropilosa, e, esse fungo, foi encontrado no
corpo das formigas de um jardim que estava contaminado com o B. bassiana. Ainda neste
estudo o fungo B. bassiana foi utilizado como referéncia para observar a eficiéncia de
micro-organismos para a protecdo da colbnia, em relacdo a esse patdgeno. Dentre 0s
micro-organismos isolados, destacou-se a bactéria Burkholderia sp.,que possui acao
antifangica e geralmente € encontrada nas colonias das formigas cortadeiras. Essa
bactéria aparentemente desempenha um papel importante para a defesa do ninho contra

fungos patogénicos (Santos et al., 2004).

Com relacdo as associagdes positivas, além da bactéria Burkholderia sp., Poulsen
et al. (2005) afirma que as formigas do género Acromyrmex mantém dois micro-
organismos mutualisticos, o fungo L. gongylophorus e a bactéria Pseudonocardia
produtora de antibi6ticos que inibem o crescimento do parasita. Além desses micro-
organismos, ha presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio que auxiliam na reciclagem

de nitrogénio e fésforo em coldnias de Acromyrmex (Pinto-Tomas et al., 2009).
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1. O FUNGO Leucoagaricus gongylophorus

Os fungos basidiomicetos e alguns ascomicetos sao importantes para alimentacao
de varios grupos, tendo potencial para que ocorra uma simbiose. Os basidiomicetos sdo
divididos em dois grandes grupos os homobasidiomicetos e heterobasidiomicetos que
diferem na posicao do basidio, que é a estrutura presente na lamela responsavel pela
producdo dos esporos (basidiosporos) dos basidiomicetos. Os heterobasidiomicetos
possuem o basidio ramificado e apresenta septos transversais, nos homobasidiomicetos
ndo ha presenca de septos e eles podem ou ndo apresentar ramificaces (Lacaz et al.,
1996).

A ordem Agaricales é pertencente a divisdo dos homobasidiomicetos, e uma das
familias dessa ordem € a Lepiotaceae na qual a tribo Leucocoprinae esta inserida (Lacaz
et al., 1996). Esta tribo tém como caracteristicas a lamela trabecular e uma parede
complexa de esporos, que pode conter um poro germinal. Seus esporos Ssdo
esbranquicados podendo também serem encontrados mais dificilmente na cor verde
(Vellinga, 2000). Esses fungos séo de dificil identificacdo pois geralmente desenvolvem
hifas estéreis (Silva, 2004).

O fungo cultivado pelas formigas cortadeiras € o Leucoagaricus/Leucocoprinus
(Silva-Pinhati et al., 2004) que apresenta uma parede de esporos branca fina, trabecular,
o0 basididsporo podendo ou ndo conter o poro germinal, a pileipelis - camada mais superior
da hifa num corpo de frutificagdo — pode ser em tricodema ou cutis, hd muitas
cheilocystidia e ndo sdo encontrados grampos de conexdo (Vellinga, 2000; Ortiz et al.,
2008). A espécie Legongylophorus possui gongilideos, estrutura exclusiva desse fungo
(Castellani et al., 2007; Miyashira et al., 2010).

Os gongilideos (FIG. 2) séo estruturas arredondadas na extremidade das hifas que
formam cachos chamados de estafilos ricos em nutrientes, que séo fonte de alimentacéo
para as larvas e formigas, fornecendo para elas os polimeros vegetais recalcitrantes, que
naturalmente as formigas ndo conseguiriam degradar, em forma de nutrientes disponiveis
(Weber, 1966; Ragnhede et al., 2004; Aylward et al., 2015).
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Figura 2: Fungo Leucoagaricus gongylophorus retirado da colonia de Atta sexdens rubropilosa mantida em

laboratdrio com a estrutura do gongilideo(A) e gongilideo em destaque (B).

Os gongilideos além de fornecer a alimentacdo das formigas, concentra enzimas
que possuem atividade hidrolitica contra varios polimeros de origem vegetal, degradando
a biomassa vegetal (Boyd e Martin, 1975b; Renhede et al., 2004). No entanto, néo é
conhecido a quantidade de cada enzima que € produzida por L. gongylophorus (Aylward
etal., 2015).

Moller (1893) foi o primeiro a associar os gongilideos no micélio vegetativo aos
basidiomas e nomeou a espécie de Rozites gongylophorus e incluia Xylaria, Bargellinia,
Rhizomorpha, Locellinia, Poroniopsis, Lentinus e Tyridiomyces pertencentes aos
Ascomicetos e Basidiomicetos. Estudos mostraram divergéncia do fungo cultivado por
diferentes espécies de formigas e rejeicdo do fungo de uma colbnia para outra, porém
posteriormente associaram essa rejeicdo a ferormoénios diferente depositados pelas
espécies de formigas. Devida a essas observacoes, a nomenclatura do fungo foi redefinida
como Leucocoprinus gongylophora por Heim em 1957 e Leucoagaricus ou Agaricus
gongylophora por Singer em 1965 (Weber, 1966).

A coevolucdo entre a formiga e o fungo permitiu a simbiose entre 0s grupos
fornecendo a alimentacdo para ambos. As formigas conseguem obter nutrientes mais
facilmente por meio de suas enzimas produzidas pelo fungo que tornam os carboidratos,
aminoacidos, proteinas, lipideos e vitaminas mais acessiveis, e por outro lado, as formigas

fornecem o substrato para o crescimento do fungo (Mueller et al., 2001), e podendo
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também eliminar possiveis pragas do jardim de fungo (Currie e Stuart, 2001). A formiga
ainda realiza a capina e aliciamento do fungo, onde séo retirados fungos mortos ou
contaminados além de selecionar os esporos de fungos invasores para retirar do jardim.
Essa relagdo é util para a compreensdo da ecologia e evolucdo entre 0s micro-organismos

e hospedeiros (Currie e Stuart, 2001).

Os jardins de fungos apresentam configuracdo em estratos. O material vegetal
fresco é depositado pelas formigas nas camadas superiores, macerados em pequenos
pedacos, em seguida depositam goticulas de material fecal em cima da material vegetal
e inoculam outras culturas de estratos mais antigos do fungo (Martin, 1970; Martin e
Martin, 1970; Martin e Martin, 1971; Boyd e Martin, 1975a; b; Martin et al., 1975;
Rgnhede et al., 2004; Aylward et al., 2015).

O fluido fecal das formigas cortadeiras contém proteases ativas semelhantes as
produzidas pelos fungos, sugerindo que elas passam pelo trato digestivo das formigas sem
sofrer alteracdes. Além de proteases, também foram encontradas nesse fluido Enzimas
Ativas em Carboidratos (CAZymes) e Enzimas Fungicas Oxidativas degradantes de
Lignina (FOLymes). Por isso a deposicdo do fluido sobre o material vegetal auxilia no
inicio da degradacdo dos nutrientes (Martin, 1970; Martin e Martin, 1970; Martin e
Martin, 1971; Boyd e Martin, 1975a; b; Martin et al., 1975; Rgnhede et al., 2004;
Aylward et al., 2015).

O material fresco depositado no jardim de fungo é degradado em etapas, ao longo
da sua movimentacdo para camadas mais inferiores (Kooij et al., 2011; Aylward et al.,
2015) e apresentam diferentes estagios de degradacao, sendo eles uma se¢ao superior com
coloracdo verde escura por causa do substrato e pouco crescimento de novos tufos de
micélio que foram depositados pelas formigas, a secdo intermediaria com maior
crescimento micelial onde o gongilideo é produzido e onde as larvas de formigas sdo
mantidas e a se¢do inferior com crescimento do micélio densa com material vegetal

degradado e onde as formigas descartam a parte morta do fungo (Weber, 1966; 1972).
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2.1 Cultivo do fungo em laboratério
Para estudar as enzimas produzidas por Leucoagaricus gongylophorus €

necessario fazer a coleta do ninho e o cultivo do fungo em laboratorio por ndo ser
encontrado na natureza desassociado dos ninhos das formigas cortadeiras. Além disso, o
crescimento do fungo em laboratério utilizando meio de cultura é lento (Borba et al.,

2006), embora existam relatos de cultivo desse fungo em diferentes meios de cultura.

O cultivo proposto por Pagnocca (1996) e que teve 0 meio de cultura considerado
o melhor por Borba et al. (2006) consiste na manutenc¢éo do fungo em um meio de cultura
contendo 10 gramas de glucose, 5 gramas de cloreto de sddio, 5 gramas de bacto peptona,
10 gramas de extrato de malte e 15 gramas de &gar em 1000 mililitros de dgua destilada.
As culturas eram mantidas nesse meio de cultura com o objetivo de obter a massa micelial
que é utilizada para fazer um indculo posterior. Esse indculo foi mantido em tubos 250 x

25 mm contendo 20 ml de meio sélido por 30 dias para o crescimento do fungo.

Com objetivo de induzir a produgdo de polissacaridases, Silva et al. (2006)
realizou o cultivo do L. gongylophorus utilizando uma cepa isolada de um ninho de Atta
sexdens. O meio continha Agar Nitrogénio Levedura Base (0,67g por 100 mL) adicionado
de tampao citrato-fosfato 75mM e 0,5 g por 100mL de cada polissacarideo de interesse
(amido, pectina, celulose ou xilano). O cultivo foi mantido por 30 dias a 25°C em culturas

estacionarias.

Borba et al (2006) utilizou dois meios de cultura para o crescimento de L.
gongylophorus acrescidos em cada um de melaco, extratos de azevém, tifa ou formiga.
Um dos meios foi o 4gar nutritivo composto por 5g de peptona, 3g extrato de carne, 1g
de cloreto de sodio, 15g de de agar e 1000 mL de agua destilada. O outro meio foi o BDA
preparado com 200g de batata, 20g de dextrose e 15g de &gar para 1000mL de agua
destilada. Os meios foram plaqueados, discos com micélio do fungo foram inoculados e
as placas mantidas em camaras climatizadas a 25°C + 1. O tratamento realizado com agar

nutritivo + tifa obteve o melhor crescimento do fungo em diametro (Borba et al., 2006).
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2. ENZIMAS

Os organismos vivos dependem da catalise de reacBes quimicas para se manterem
vivos. As atividades de catalise sdo realizadas por enzimas que atuam acelerando as
reacOes e permitindo que elas ocorram no tempo necessario para 0 organismo sobreviver
(Dixon e Webb, 1958; Monteiro e Silva, 2009)

As enzimas sdo proteinas, com exce¢cdo de um grupo que sdo formadas por
moléculas de RNA (RNA com atividade catalitica), altamente especificas com relacéo
aos substratos sobre o qual vdo atuar e possuem a temperatura e pH 6timo de
funcionamento acelerando a velocidade das reacdes. Além disso, elas ndo séo
consumidas, ndo sdo alteradas durante as reacfes e ndo afetam o equilibrio das reacfes
(Dixon e Webb, 1958; Monteiro e Silva, 2009). A atuacdo delas ocorre em sequéncias
organizadas e catalisam reacdes sucessivas degradando nutrientes, mantendo a energia e
a partir de moléculas precursoras simples sintetizam macromoléculas bioldgicas. Assim,
as vias metabdlicas sdo organizadas pelas enzimas reguladoras de modo que todas as

acoes ocorram de maneira harmoniosa para manter a vida (Dixon e Webb, 1958)

A alta especificidade que a enzima possui esta relacionada a uma fenda de ligacdo
com o substrato chamado sitio ativo que é formado pelos grupos das cadeias laterais dos
aminoéacidos que conectam ao substrato por ligacGes ndo covalentes. Podem apresentar
também sitio alostérico que alteram a conformacdo da proteina podendo aumentar ou

reduzir a atividade enzimética (Dixon e Webb, 1958).

Para que a enzima atue € necessario que a sua integridade estrutural seja mantida
pois caso haja desnaturacdo ou dissociacdo em subunidades a enzima perde a sua funcao.
O peso molecular de uma enzima pode variar entre 12.000 e mais de 1 milh&o. Elas podem
atuar sozinhas ou precisar de um cofator ou uma coenzima (molécula metalorgénica) para
agir (Dixon e Webb, 1958).

As enzimas recebem nomes que seguem uma nomenclatura que geralmente é
obtida utilizando o sufixo —ase ao nome do substrato ao qual se associa ou a palavra que
descreve sua atividade. Porém algumas enzimas sdo descritas com mais de um nome

enquanto outras com atividades diferentes possuem 0 mesmo nome. Por isso a
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International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) prop6s um sistema
de nomenclatura e classificacdo das enzimas em seis classes ( Tabela 1 ) baseadas na
natureza da reacdo quimica catalisada onde para cada enzima é atribuido um nome
sistematico e um numero com quatro digitos que identificam, respectivamente, a classe,
a subclasse dentro da classe, 0os grupos quimicos especificos que participam da reacao e
a enzima propriamente dita acompanhado pelas letras E.C. (Enzyme Comission)
(Cornish-Bowden, 2014; IUBMB, 2017).

Tabela 1: Classificacdo das enzimas

NUmero da classe Classe Reacéo catalizada
1 ‘ Oxiredutase Reac0es de oxi reducéo, transferéncia de elétrons
2 Transferase Reac0es de transferéncia de grupos funcionais
3 ‘ Hidrolase Reacdes que utilizam a &gua como receptor de grupos funcionais
4 Liase Reacdes que resultam na quebra ou formacéao de ligacGes duplas,

retirando ou adicionando grupos funcionais

5 Isomerase Reacdes de isomeracao
6 Ligase Reaces que formam ligacéo entre duas moléculas com gasto de
energia

A classe das enzimas oxi-redutases recebem o nimero 1, pertencem as enzimas
que catalisam reacGes de oxi-reducdo e possui como substrato um hidrogénio ou um
doador de elétrons. Essa classe € comumente chamada de desidrogenase ou oxidase se 0
oxigénio for o aceptor e possui 22 subclasses devido aos diferentes grupos doadores ou
aceptores (Cornish-Bowden, 2014; IUBMB, 2017).

Na classe das transferases estdo as enzimas que catalisam as reacdes de
transferéncia de grupo entre as moléculas e recebe o numero 2. O doador pode ser uma
coenzima que carrega o grupo a ser transferido (Cornish-Bowden, 2014; IUBM, 2017).

As hidrolases recebem o nimero 3 e catalisam reagdes de hidrélise de ligagdes
covalentes. Algumas hidrolases sdo pouco especificas (Cornish-Bowden, 2014; IUBM,
2017).
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As liases recebem o nimero 4 e catalisam clivagem de ligacdes C-C, C-O, C-N
através de hidrolise ou oxidacdo. Ao contrario das outras enzimas, elas tem dois substratos
envolvidos em uma direcao e apenas um na outra direcéo da reacdo. Quando a reacao em
que dois substratos originam um produto, pode ser chamada de sintase (Cornish-Bowden,
2014; IUBM, 2017).

As isomerases que recebem o nimero 5, catalisam reacdo de modificacdo de uma

molécula para formas isoméricas (Cornish-Bowden, 2014; IUBM, 2017).

As ligases recebem o numero 6 e catalisam reacdes de sintese de nova molécula
por meio da ligacdo de duas outras moléculas, juntamente com a hidrolise de ATP ou
outro composto trifosfatado. Podem ser chamadas também de ligases, carboxilases ou
sintetases. (Cornish-Bowden, 2014)

As enzimas possuem um alto potencial biotecnoldgico por apresentarem
caracteristicas Uteis em diversos setores industriais podendo ser aplicado em diversas
areas como controle de pragas, industria farmacéutica, industria de cosméticos, industria
alimenticia, degradacdo de compostos toxicos, biodegradacdo, producdo de
biocombustivel, producdo de papel, industria téxtil e biorreatores (Schols et al., 1990;
Deguchi et al., 1997; Bajpai, 1999; Bhat, 2000; Reis et al., 2001; Pérez et al., 2002; Couto
e Sanromén, 2005; Richard et al., 2005; Santi, 2005; Numan e Bhosle, 2006; Dodd e
Cann, 2009; Madhavi e Lele, 2009; Yin et al., 2012; Aylward, Frank O. et al., 2013;
Silva, 2014; Pollegioni et al., 2015; Barreto, 2016; Upadhyay et al., 2016).

3.1 Enzimas produzidas por Leucoagraricus gongylophorus
As enzimas produzidas por L. gongylophorus (Tabela 2) possibilitam que as

formigas simbiontes assimilem os polissacarideos de plantas como xilana, pectina e
amido que representam até 60% do peso seco da folha, além da celulose, 0 que apenas
com as enzimas do trato gastrointestinal das formigas (Fig.3) ndo seria possivel. Porém,
a celulose que se acreditava ser a principal fonte de carbono para a nutrigdo simbionte

ndo foi a mais relevante (De Siqueira et al., 1998).
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As enzimas produzidas por fungos e bactérias sdo vantajosas para aplicacfes
biotecnoldgicas pois esses micro-organismos podem ser manipulados e produzidos em

grande escala alem de poderem ser modificados para a producéo do que é relevante.

Intestino médio
Glandula labial a-Glicosidase (5.6)

B Maltase (6)
ngnase (3.6) Sacar?;((ﬁ))
Amilaze (3,6) Celobiaze (6)

Digestio de Glicogénio (6) Tripsina (6)
a-Glicosidase (5) Quimgm'psina ©
Esterase/Lipase (5) N Quitinase (1,2,5,6,11,13,14)
Peptidase (5) A Amilase (1,11,12,13,14.15)
Aminopeptidase (3.6) Trealase (3)

Aminopeptidase (5,6)

Glindula pés-faringea
Esterase/Lipase (3)

a-Glicosidase (3)
Esterasze (3)

Reto
Anus (Fluido fecal)
Quitinase (1.2.6.11,13,14) ?
Amilase (1,6,11,12,13,14,15) Pectinase (1.8)
o-Glicosidase (6) Xilanase (1)
Maltase (6) Celulase(1)
Gliandula maxila Sacarase (6) CMCase (1.8)
Cavidade infrabucal B-Glicosidase (2.6) quase )
a-Glicosidase (3} Celobiase (6) Quitinase (1)
Esterase/Lipase (5) Quitinase (5) Invertase (6) Amilase (1)
Melibiase (6) u-Glicosidase(1)
o-Galactosidase (6) Maltase (1)
o-Manosidade (6) Sacarase (1)
Peptidase (1.2.3.5,6,7.9.10) p-Glicosidase (1)
Tripsina (6) Celobiase (1)
Quimotripsina (6) o-Galactosidase (1)
p-Galactosidase (1)
Trealase(1)
Peptidase
(1.4,5.7.8.9.12,13.14)

Nota: As setas indicam as regides do canal alimentar das formigas e as enzimas encontradas
estdo relatadas nas caixas de texto. Referéncias das enizmas descritas: MARTIN, 1970
(1,2,3,5,7,9,10); MARTIN et al. 1973 (2,11,12,13,14,15); MARTIN et al., 1975 (1); FEBVAY e
KERMARREC,

Figura 3: Enzimas encontradas no sistema digestivo das formigas cortadeiras

Fonte: adaptado de Moreira et al. 2011.

Muitas das enzimas produzidas por esse fungo tém aplicacGes biotecnolégicas,
porém a sua extracdo e investigacdo sobre o potencial catalitico dessas enzimas sao, em
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sua maioria, desconhecidos. O cultivo do L. gongylophorus obtido da formiga Atta
sexdens foi realizado para observar o potencial enzimatico da pectinase, amilase,
xilanase, e celulase produzidas pelo fungo em diferentes substratos (pectina, amido,
xilano, celulose e glucose) (Silva et al., 2006). A enzima que apresentou maior atividade
enzimatica foi a pectinase. A celulase foi a enzima com menor atividade enzimatica, tendo
baixa produgdo em todos os substratos. O estudo mostrou que as enzimas tem atividades

diferentes em substratos distintos (Silva et al., 2006).

Tabela 2: Enzimas produzidas pelo fungo Leucoagaricus gongylophorus

Classe da enzima Enzima Identificacdo da Referéncias
Enzyme Comission
(EC)
Oxiredutase Lignina peroxidase EC1.11.1.14 (Orth e Tien, 1995)
Manganés peroxidase EC1.11.1.13 (Orth e Tien, 1995)
Lacase EC 1.10.3.2 (Renhede et al., 2004; De

Fine Licht et al., 2013;
Ike et al., 2015)

Catecol Oxidase EC1.10.3.1 (Nichols-Orians, 1991)
Glioxal oxidase EC1.2.3.15 (Aylward, Frank O. et al.,
2013)
Hidrolase Pectinesterase EC 3.1.1.11 (Renhede et al., 2004;

Schigtt et al., 2010;
Aylward, Frank O. et al.,

2013)
Tanase EC3.1.1.20 (Martin, 1992)
Arabinofuranosidase EC 3.2.1.55 (Schigtt et al., 2010)
Celulase EC3.2.14 (Martin e Weber, 1969;

Martin et al., 1973;
Martin, 1992; Schigtt et
al., 2008; De Fine Licht et
al., 2010; Rgnhede et al.,
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2004; Richard et al.,
2005)

a-amilase EC3.2.1.1

(Martin et al., 1973;
D'ettorre et al., 2002;
Richard et al., 2005; Silva
etal., 2006; De Fine Licht
et al, 2010; Aylward,
Frank O. et al., 2013)

EC3.2.1.6 (Richard et al., 2005)

Pululanase EC3.2.1.41 (Richard et al., 2005; De
Fine Licht et al., 2010;
Aylward, Frank O. et al.,

2013)

Xyloglucanase EC 3.2.1.151 (De Fine Licht et al.,

2010)

Endoprotease EC3.4.21 De Fine Licht et al., 2010




Metaloprotease E.C.3.4.24 Aylward, Frank O. et al.,

2013

Cutinase EC3.1.1.74 (Aylward, Frank O. et al.,
2013)

Chitinase EC3.2.1.14 (Martin et al., 1973;
Aylward, Frank O. et al.,
2013)

Acetil — xilano esterase EC3.1.1.72 (Aylward, Frank O. et al.,
2013)

Xylosidase EC 3.2.1.37 (D'ettorre et al., 2002;
Aylward, Frank O. et al.,
2013)

Galactosidase EC3.2.1.23 (D'ettorre et al., 2002;

Richard et al., 2005)

Endogalactanase EC 3.2.1.89 (Schigtt et al., 2010)

Rhamnogalacturonano EC 3.1.1.86 (Schigtt et al., 2010)

acetylesterase

Arabinogalactano  endo- | EC 3.2.1.89 (Schigtt et al., 2010)
1,4-B-galactosidase
Liase Pectato liase EC4.2.2.2 (Schigtt et al., 2010)
Rhamnogalacturonan liase =~ EC 4.2.2.23 (Aylward, Frank O. et al.,
2013; De Fine Licht et al.,
2010)
Pectina Liase EC4.2.2.10 (Renhede et al., 2004;

Schigtt et al., 2010;
Aylward, Frank O et al.,
2013)

Dentre as en zimas listadas foi possivel observar um maior nimero de enzimas
relatadas na literatu ra da classe das Hidrolases, sugere-se que tenha ocorrido pa
predominancia das hidrolases em comercializa¢do de enzimas que correspondente a 75%

do mercado, sendo & proteases as mais comercializadas e, em seguida, as glicosilases.
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As Glicosilases representam o grupo com mais enzimas relacionadas no presente estudo
sendo que das 23 hidrolases citadas com potencial biotecnoldgico cinco pertencem as
glicosilases que sdo a Rhamnogalacturonano hidrolase, Arabinofurosidase, Celulase,
Endo-1,4-B-xylanase e a a-amilase (Bhat, 2000; Uday et al., 2016).

3. HIDROLASES

Grande parte das hidrolases conhecidas foram extraidas de fungos filamentosos.
Os fungos filamentosos sdo vantajosos por serem de facil cultivo, ter grande producéo de

enzimas extracelulares com potencial biotecnolégico (Colen, 2006)

A nomenclatura de enzimas da IUBMB (Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular) agregam as enzimas de acordo com as reacdes que catalisam e por
causa da especificidade enzima-substrato. No caso das hidrolases a nomenclatura EC
3.2.1 indicam hidrolise de ligacbes O-glicosidicas e 0 numero que segue refere-se ao
substrato. Essa classificacdo serve para evitar ambiguidade (CAZy, 2018) (Henrissat,
1991).

Henrissat (1991) e Henrissat & Bairoch (1996) propuseram uma classificacao das
glicosilases por ndo considerarem a nomenclatura da IUBMB eficientes para demonstrar
carcateristicas estruturais das enzimas além de ndo abrangerem adequadamente as
enzimas com ampla especificidade e ainda, a nova proposta auxilia a compreensao das
relacBes evolutivas entre as enzimas. Por isso, uma classificacdo baseada em sequéncias
de nucleotideos seria viavel devido a facilidade de sequenciamento de genes e aumento
no desenvolvimento das estruturas tridimensionais da enzimas revelando enzimas mais
semelhantes estruturalmente (CAZy, 2018) (Henrissat, 1991; Henrissat e Bairoch, 1996).

Foi criado entdo um banco de dados chamado Carbohydrate-Active enZymes
(CAZy) que mantém uma lista atualizada das familias glicosil-hidrolases que degradam,
modificam ou criam ligacBGes glicosidicas. Esse banco inclui aproximadamente 300
familias de proteinas de acordo com as atividades que elas exercem divididas em 5

grupos: Glicosil hidrolases (GH), Glicosil transferases (GT), Polissacarideo liase (PL),
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Carboidrato esterase (CE) e Atividades Auxiliares (AA) além de um Médulo de

Carboidratos ligados (CBM) (Cantarel et al., 2009; CAZy, 2018).

Esse banco de dados fornece informacdes do genoma estrutura e da bioquimica
das enzimas ativas de carboidratos que estdo disponiveis na internet desde 1998 e
atualizadas regularmente mediante a adicdo de novos genomas em sua base de dados
(CAZy, 2018).

As familias ainda podem ser agrupadas em clds quando as sequéncias das
proteinas estdo relacionadas a mais de uma familia, quando tem alta sensibilidade dos
métodos de comparacdo das sequéncias ou quando estruturalmente sdo semelhantes

embora pertencam a familias distintas (CAZy, 2018).

As glicosilases sdo divididas em clas em que as enzimas possuem 0 mesmo sitio
ativo, porém, diferem conformacionalmente. As enzimas glicosil hidrolases sdo
classificadas em mais de 100 familias pelo Enzyme Comission (EC) sendo os fungos
produtores de enzimas incluidas em 20 dessas familias por apresentarem estrutura

tridimensional e mecanismos moleculares semelhantes (Collins et al., 2005).

Pouco se conhece a respeito do potencial catalitico das enzimas produzidas pelo
fungo L. gongylophorus. Porém, a acdo das mesmas enzimas produzidas por outros
fungos e bactérias ja foram relatadas e com base nos potencias destas pode-se inferir que
as produzidas por L. gongylophorus também podem ser eficientes. A seguir, é descrito o

que se conhece sobre as glicosilases que também sdo produzidas pelo L. gongylophorus.

4.1 Rhamnogalacturonano hidrolase
A rhamnogalacturonano hidrolase realiza a endohidrolise da ligacdo glicosidica

de o-D-0-(1-4)-d-galacturonosil (aGalA) e a-(1-2)-I-rhamnogalacturonosil (aRha) no
esqueleto de rhamnogalacturonano I (RG 1) produzindo oligogalacturonatos (IUBMB,
2017). A enzima rhamnogalacturanano hidrolase (EC 3.2.1.171) pertence a familia 28 das
glicosil hidrolases, e é composta por uma Unica cadeia de polipeptideos com 422 residuos
de amino&cidos (Petersen et al., 1997). O Rhamnogalacturonano | (FIG 4) é composto
por dissacarideos repetitivos de acida rhamnose-galcaturdnico e podem carregar cadeias

laterais de agUcares neutros como a galactose, arabinose e xilose (FIG 5). (Pedrolli et al.,
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2009; Normand et al., 2010). O RG I € bastante encontrado em paredes celulares vegetais
e podem afetar a qualidade de frutas e vegetais quando esses sdo processados para a

fabricacdo de alimentos (Schols e VVoragen, 1996).

Ressalta-se que sdo relatados muitos estudos com as enzimas gque atuam sob o
homogalacturanano ndo ramificado. Ao contrario, poucas informac@es estdo disponiveis
sobre as que atuam em regides altamente ramificadas como é o caso do

rhamnogalacturanano hidrolase.

As regides ramificadas modificadas (MHR) séo regides do carboidrato de dificil
degradacdo que ao entrar em contato com outras enzimas podem ser modificadas dando
origem a essas regides (Schols e VVoragen, 1996) (FIG. 5). Ao analisar a composic¢éo das
regides ramificadas modificadas foi observado que elas sdo semelhantes a composicao da
RG | e aos fragmentos das regiGes ramificadas descritas por De Vries, que relatou a
presenca de galactose, arabinose, acido galacturdnico, ramnose e xilose (De Vries et al.,
1982), sendo que nas MHR ainda foi observado a presenca do acido galacturénico (Schols
e Voragen, 1996). Essas regifes s conseguiram ser degradadas utilizando a RGase porém
ela so foi efetiva quando foram removidos 0s grupos acetil podendo-se inferir que esses
estdo inseridos em sequencias alternadas do acido rhamnose-galacturdnico (Schols et al.,
1990). A degradacdo de MHR é usada para demonstrar a acdo da enzima
Rhamnogalacturanano hidrolase (Suykerbuyk et al., 1997). A expressdo da enzima
rhamnogalacturanano hidrolase foi obtida no fungo Aspergillus aculeatos através do
cultivo no meio minimo (Pontecorvo et al., 1953) com polpa de beterraba ou pectina da
macd (Suykerbuyk et al.). Embora ndo tenha sido muito encontrada na literatura, ha
alguns registros de outros organismos produtores dessa enzima e algumas de suas
caracteristicas (TAB 3).
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/ Arabinanos
|

Rhmp: rhamnopyranose
GalpA4: galactopyranose

R;: arabinose ou ester

\R}; Arabinoxilano ou arabinogalactano

a-L-Rhmp-(14++4)-0-D-Galp4-(1—2)-a-L-Rhmp-(14)-a-D-GalpA-(1—Ra

\

/

Figura 4: Estrutura da fracdo sobrenadante de sulfato de amdnio de polissacarideos de semente de linhaca

extraidos com KOH (KPI-ASF) que contém a estrutura do Rhamnogalacturanano | (RG-1)

Fonte: adaptado de Ding et al. 2015

Ara
|

Ara
|

Ara— Ara — Ara

|

[Ara]a
|

Ara

I RGase
OMe Gal OAc OMe OMe

| | | | | |
Gala— Gala— Gala-+ Rha— Gala —Rha— Gala —=Rha-+ Gala— Gala—Gala

I | I
Xyl Gal OMe

Regifio Ramificada
RGase: Rhamnogalacturanano hidrolase Ara: Arabinose OMe: Oligémero
Gala: Acido galacturénico Gal: Galactose OAc: Oligémero
Xyl Kilano Rha: Rhamnose

Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura das regides lisas e ramificadas da pectina, inclui
pectinases, mostrando a a¢do da enzima Rhamnogalacturanano hidrolase.

Fonte: adaptado de Hennink et al., 1996
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Tabela 3: Organismos produtores de Rhamnogalacturanano hidrolase

Organismo pH Temperatura®°C  Substrato Referéncia
Aspergillus 3,5 30-50 Soja (Kofod et al,
aculeatus 1994)

- - Polpa de beterraba

(Hennink et al.,

1996)

Trametes sanguinea | 4,0 37 Protopectina  de | (Sakamoto et al.,
limdo 1994)

Irpex lacteus 4,5-5,0 40-50 Pectina de | (Normand et al.,
beterraba 2010)

O preparo de suco de maca resulta em uma grande quantidade de fragmentos de
pectina, tendo em vista que h&4 uma concentracdo elevada de polissacarideos no suco de
maca, que podem trazer resultados insatisfatorios para o processamento e armazenagem
do suco. Para minimizar esses problemas, o uso de enzimas para a prepara¢do do suco a
torna mais eficiente com menos quantidade de fragmentos poliméricos de pectina e

melhor qualidade do produto (Schols e Voragen, 1996).

3.1. a-L-Arabinofuranosidase

A o-L-arabinofuranosidase (a-L-AFases) (EC 3.2.1.55) sdo enzimas acessorias
que realizam hidrolise do terminal ndo-redutor de residuos de a-L-arabinofurosideos em
a-L-arabinosideos (Saha, 2000; ITUBMB, 2018) (FIG. 6). Os residuos de a-arabinose sao
encontrados nos polimeros arabinanos, arabinoxilanos, arabinogalactanos e
arabinogalactano presentes na parede celular (Matsuo et al., 2000). As a-L-AFases
podem atuar com outras enzimas pécticas e hemicelulases para que ocorra hidrolise
completa de pectinas e hemiceluloses pois a presenca de grupos arabinose em cadeias
laterais podem impedir a hidrélise enzimaticas em processos industriais (Margolles-Clark
etal., 1996).

A enzima recebe diversos nomes como arabinosidase, a-arabinosidase, o-L-
arabinosidase, a- arabinofuranosidase, arabinofuranosidase, o-L-arabinofuranosideo

hidrolase, L-arabinosidase, o-L-arabinanase e o-N-arabinofuranosidase e o-L-
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Arabinofuranosidase (CAZy, 2018). As Arabinofuranosidases (ABFases) encontram-se
em 6 familias das hidrolases glicosidicas: 3, 10, 43, 51, 54 e 62. Essa classificacdo é
baseada na similaridade sequencial de aminoacidos (FIG 9) e dentro de uma mesma
familia apresentam caracteristicas semelhantes quanto ao tipo de substrato, padrdo de
acao, mecanismo de reagéo e estrutura tridmensional (Gielkens et al., 1997; Zverlov et
al., 1998; Harvey et al., 2000; Matsuo et al., 2000).

Ara AFase
|
Xyl—Xyl—Xyl—Xyl—Xy] =Xyl —Xyl—Xyl—Xy]—Xyl—Xyl—Xy]—Xyl—Xyl—Xyl—X¥vl
| I I I | I

Ara Glca Ara ~ AFase Ara Kyl Ara
| | I |
FeA Gal FeA FeA

|
FeA ¥l
| |
Ara Ara Gal—Ara

| | |
— Xyl—3yl—Xyl—Xv|—Xv]—Xy]|—Xvl—

Ara: Arabinose GlCa: :Ji_cidcu Galacturdnico
Xyl Xilose FeA: Acido Fenilico
Gal: Galactosze AFaze: Arabinofuranosidase

Figura 6: Estrutura de arabinoxilano de trigo solGveis em 4gua, indicando o ponto de acdo da enzima
Arabinofurnosidase

Fonte: adaptado de Numan e Bhosle

Diversos micro-organismos como o0s fungos e plantas comprovadamente
produzem essa enzima (TAB 4) e algumas de suas caracteristicas sdo conhecidas, apesar
de ndo ser relatado na literatura as produzidas por L. gongylophorus. Kaji também relata
que as enzimas de fungos basidiomicetos apresentam seu 6timo em pH &cido mas

observou que para A. niger e C. rolfsii a enzima apresentava atividade em pH de 1,5a9,0
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e 1,5 a 10 respectivamente (Kaji, 1984). Essa amplitude de pH € interessante para 0 uso

da enzima em atividades comerciais.

Em a atividade enzimatica da

arabinofuranosidase foi inibida pela presenca de mercdrio (Kaji et al., 1969). No fungo

um estudo, Kaji demonstrou que

Aspergillus niger sdo conhecidos dois tipos de Arabinofuranosidase: a

arabinofuranosidase A e a B, a primeira com um tamanho de 83 KDa e a segunda com 67

kDa (Voragen et al., 1987; Flipphi et al., 1991; Gielkens et al., 1999).

Tabela 4: Organismos produtores de alpha-L-arabinofuranosidase

Organismo pH étimo  Temperatura  Substrato Referéncia
Scopolia japbnica = 4,8 - p-nitrofenil-a-L- (Tanaka e Uchida,
arabinofuranosideo 1978)
p-nitrofenilglucosideos
Lupinus luteus 4.4 - Nitrofenil glicosideos (Matheson e Saini,
35 1977)
Aspergillus niger  38—-40 @ - Fluido de cultura de A. (Kaji et al., 1969)
5,0 50 niger (Vd Veen et al., 1991).
Acucar de beterraba
Corticium rolfssi 25-40 @ - Fibra de batata (Byrde e Fielding,
(Sclerotinia 1965;. Kajie
Fenil-a-L- Yoshihara, 1969;
libertiana) arabinofuranosideo 1972)
Sclerotinia 4,0 40 p-nitrofenil-a-L- (Fielding e Byrde,
fructigena arabinofuranosideo 1969)
Rhodoturula flava | 2,0 - Arabinano de beterraba | (Uesaka et al., 1978)
Bacillus subtilis 6,5 - p-nitrofenil-a-L- (Weinstein e
: . Albersheim, 1979)
7.0 60 arabinofuranosideo

p-nitrofenil-a-L-
arabinofuranosideo, p-
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nitrofenil-a-L-

arabinopiranosideo

Streptomyces 6,0 - Arabinano de beterraba | (Kaji et al., 1981)
massasporeus

Streptomyces 6,5 - Arabinano de beterraba | (Komae et al., 1982)
purpurascens

Streptomyces 6,0 60 p-nitrofenil a-L- | (Manin et al., 1994)
lividans arabinofuranosideo

Penicillium 4,0 60 Polpa de beterraba e (Puls e Coughlan,
capsulatum farelo de trigo 1996)

Aspergillus 3,5-4,5 - Acucar de beterraba (Luonteri et al., 1995)
terréus

Bacillus 7,0 70 p-nitrofenil a-L- | (Bezalel et al., 1993)

stearothermophilu

S

arabinofuranosideo

A arabinofuranosidase é utilizada em varios processos industriais. Dentre eles, a

producdo de compostos antimetastaticos e anticarcinogénico pelas transformacbes de

ginsenosideos Rn2 e Rc que sdo, respectivamente, L-arabinofuranosideos e glicosideos

presentes no L-arabinopiranosidos que sdo componentes do gengibre (Bae et al., 2000;

Shin et al., 2003). E conhecida a agdo do a-L-AFases de bactérias intestinais

transformando ginsenosideos em um composto K (20-O-B-D-glucopyranosyl-20(S)-

protopanaxadiol) que possui acdo antimetastatica e anticancerigena por meio do bloqueio

da invasao tumoral, evitando aberragdes cromossémicas e a formacao de tumores (Lee et

al.,1999).

A enzima pode ser usada na produgdo de vinhos e sucos de frutas atuando na

liberacdo de monoterpendis que por ser uma molécula aromatica afeta a sua fragrancia e

o0 sabor (Mateo e Jiménez, 2000). As reagdes envolvem a quebra de acucar terminal e
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ramnose, arabinose ou apiose seguido da liberagao do monoterpenol por uma B-D-

glicosidase (Gunata et al., 1988).

A producdo de sucos de frutas pode ser beneficiada com a arabinofuranosidase
também para a reducdo da formacdao de precipitado e o aspecto de névoa que se formam
devido a presenca de arabinanos. Essas cadeias com arabinanos podem ser evitadas com
0 uso da enzima que aumenta a solubilidade do precipitado (Churms et al., 1983; VVoragen

et al., 1987) o que melhora a aparéncia e qualidade dos sucos de frutas.

Na producdo de péo, o uso da enzima a-L-AFases pode aumentar a sua vida Util e
a qualidade do péo ao realizar a hidrélise de pentosanos na massa liberarando pentoses
como a arabinose e xiloses, deixando mais carboidratos soliveis na massa. Como
consequéncia, a producdo de acido acético pela bactéria Lactobacillus hilgardii aumenta
durante a fermentacdo (Gobbetti et al., 1999).

As enzimas a-L-AFases também podem ser associadas a outras enzimas como as
endo-1,4-xilanases e xilosidase para a degradacdo de hemicelulose (Serensen et al.,
2005). A hemicelulose é subproduto residual durante a producdo de bioetanol e a sua
degradacdo é necessaria para a conversdo eficiente dos seus compostos em
biocombustivel (etanol) e outros produtos quimicos para a inddstria por ndo inibir a

fermentagdo microbiana (Saha, 2003; Sgrensen et al., 2005).

Os residuos de hemicelulose também sdo um problema na alimentacdo animal
pela sua baixa digestiblidade que pode ser aumentada com a retirada de polimeros de
hemicelulose com residuos de L-arabinose ja que esse ainda impede a hidrélise de xilanos
(Dehority, 1967; Coen e Dehority, 1970). O uso da enzima a-L-AFases remove as cadeias
laterais de arabinose e melhora a a¢do da enzima tornando os alimentos mais digestiveis

para os animais (Mathlouthi et al., 2002).

Ha perspectivas do uso da enzima a-L-AFase para a producdo de L-arabinose
como aditivo alimentar por seu sabor doce e de baixa absor¢éo celular (Sanai et al., 1997).
Este estudo demonstrou que a L-arabinose anulou 0 amento da glicose no plasma de ratos
e inibiu a resposta da sacarase € a atividade da sucrase apds a ingestdo de sacarose (Seri
etal., 1996). Como a L-arabinose tem esse efeito quando a sacarose € ingerida juntamente

com ela, a enzima que faz conversao a conversdo nesse composto pode ser utilizada na
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industria alimenticia para a producdo de um acucar funcional que pode controlar a
hiperglicemia apds as refeicGes e ser benéfica para pacientes diabéticos (Sanai et al.,

1997). No estudo realizado por Krog-Mikkelsen et al. 2011, foi comprovado que em

humanos, quando se suplementa a alimentacdo com L-arabinose reduz o pico de glicose,
reduz e retarda o pico de insulina sem originar efeitos sobre o triacilglicerol, sintomas
gastrointestinais, sem alterar o indice de apetite e 0 consumo de energia. Também neste
estudo foi concluido que a L-arabinose inibe a atividade da sacarase nas células in vitro
Caco-2, que sdo células de carcinoma do colon porém, quando cultivadas em condicdes
especificas se assemelham aos enterdcitos do intestino delgado, reduzindo assim a

resposta pés prandial da glicose.

4.2 Celulase
As celulases sdo enzimas que executam a hidrolise de compostos celuldsicos (FIG.

7). Como a celulose ndo entra na célula, a celulose € secretada ou exposta na superficie
do micro-organismos produtor (Béguin e Aubert, 1994). Elas agem como biocatalisadoras
liberando agucares de interesse econdmico como a glicose para a conversdo em etanol.
Os valores de pH, bem como a temperatura 6tima de atuacdo da enzima celulase varia de
acordo com 0s micro-orgismos produtores. Apesar da celulase produzida por L.
gongylophorus ainda ndo ter sido caracterizada, as caracteristicas da mesma produzida

por outros micro-organismos ja foi definida (TAB 5).

4 )

Celulase

/

1—4-p-D-Glucosel +4-p-D-Glucose 1{—=4-f-D-Glucose 1 —4-f-D-Glucose 1 —

o /

Figura 7: Estrutura da celulose e acdo da enzima celulase

34



As lignoceluloses correspondem a cerca de 60 a 80% da matéria vegetal, dessas,
a celulose ¢ o principal componente além de ser a mais encontrada na parece celular das
plantas. A celulose também esta presente em grande parte de residuos agroindustriais
contudo, a matéria lignocelulética é passivel de ser renovada (Lynd et al., 2002; Acharya
et al., 2008).

Tabela 5: Organismos produtores de celulase

Organismo pH Temperatura°C  Substrato Referéncia
Trichoderma 5,5-6,0 30 Lignocelulose - (Bollok e Reczey,
reesei Salgueiro pré-  2000)
tratado a vapo
T. reesei 5,0 30 Lignocelulose - | (Shin et al., 2000)
Carvalho pre-
tratado a vapor
T. reesei 4,8 30 Lignocelulose - (Aiello et al,
Avicel 1996)
Bagaco
Bagaco  tratado
com alcali
T. reesei 4,8 28 Lignocelulose - (Velkovska et al.,
Solka Floc 1997)
Fusarium 6,0 30 Lignocelulose - (Panagiotou et al.,
oXysporum Sabugo de milho 2003)
Thermoascus 4,0 49 Lignocelulose - (Kalogeris et al.,
aurantiacus Palha de trigo 2003)
Cultura mista T. 5,5 27 Lignocelulose — (Wen et al., 2005)
reesei Rut C30 e Esterco
Aspergillus
Phoenicis QM
329
Penicillium 5,0 30 Lignocelulose - (Jorgensen et al.,
pinophilum Solka Floc 2005)
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P. persicinum 5,0 25 Lignocelulose - (Jargensen et al.,
Solka Floc 2005)
P. brasilianum 5,0 30 Lignocelulose - (Jargensen et al.,
Solka Floc 2005)
T. reesei 4,5 30 Lignocelulose - (Xia e Cen, 1999)
Sabugo de milho
e farelo de trigo
P. decumbens - 30 Lignocelulose - (Mo et al., 2004)
Palha e farelo de
trigo
A. terréus 4,0 35 Lignocelulose - (ElI-Nawwi e EI-
Bagaco de cana Kader, 1996)
Cellulomonas 7,3 30 Lignocelulose — (Rajoka e Malik,
. CMC
biazotea Palha de trigo 1997)
Bacillus sp 10,5 37 Lignocelulose — (Zzhang et al,
CMC
2004)
Cultura mista de 6,0 37 Lignocelulose — (Kotchoni et al.,
. CMC
B. pumilus Celobiose 2003)
selvagem e
mutante CRI 6
T. reesei 5,8 28 Lignocelulose - (Juhdsz et al,,
Solka Floc 2005)
T. reesei 4,8 28 Lignocelulose - (Lietal., 2005)
Fibra de milho
pré-tratada
T. reesei 4,8 28 Lignocelulose - (Hayward et al.,
Solka Floc 2000)
Cultura mista T. 55 30 Lignocelulose - (Massadeh et al.,
reesei QM 9414 e Bagago decana 557y
A. terreus SUK-1
Cultura mista T. - 30 Lignocelulose - (Gutierrez-Correa
reesei LM-UC4 e B0 Bl G e Tengerdy, 1997)
A. phoenicis QM
329
T. reesei 5,0 30 Lignocelulose - (Juhdsz et al.,
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T. reesei 4,8 30 Lignocelulose - (Liming
Sabugo de milho Xueliang, 2004)
A. niger 6,1 35 Lignocelulose - (Prasertsan et al.,
Torta de palmeira 1997)
Caldibacillus 6,5-7,0 80 Celulose amorfa (Huang e Monk,
cellulovorans 2004)
Aspergillus niger | 4,0 28 Carboximetil (Acharya et al.,
celulose 2008)

Fonte: Material suplementar adaptado (Castro e Pereira Jr, 2010)

Para os fungos trés celulases hidroliticas sdo conhecidas: (1,4)-B-D-glucanase que
compreendem as endoglucanase, endocelulase e Carboximetilcelulose que promovem a
clivagem de ligagcdes P ao acaso; exo-(1,4)-B-D-glucanase que compreendem as
celobiohidrolase, exocelulase, celulase microcristalina, avicelase que hidrolisam
celobiose da extremidade ndo redutora ou redutora; e B-glucosidase como a celobiase

hidrolisa glucose de celobiose e oligossacarideos de cadeia curta (Bisaria et al., 1989).

A producéo das celuloses por fungos em grandes quantidades foi obtida utilizando
meios de cultivo que contém celulose ou matéria vegetal complexo e ndo apresenta uma
producdo significante quando utilizados glicose ou frutose. Pode-se melhorar a producgéo
acresentando a esses meios soforose (duas unidades de glicose unidas por uma ligacéo p-
1,2) (Bisaria et al., 1989; lImén et al., 1996). No entanto, a enzima apresentou atividade
(Zn*),

cloromercuribenzenosulfonico (Huang e Monk, 2004).

reduzida na presenca de zinco mercirio (Hg?) e 4&cido p-

A producdo de celulase por micro-organismos € realizada através da fermentacdo
no estado sélido (FES) ou por fermentacdo submersa (FS) que se diferem pela presenca
de &gua livre sendo que a FES praticamente ndo possui agua. A agua € utilizada para
mimetizar as condi¢fes encontradas na natureza e evita que ocorra a desnaturacao das
enzimas produzidas nas células dos fungos filamentosos preservando suas estruturas e

funcdes metabolicas (Castro e Pereira Jr, 2010).
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As celulases juntamente com as Xilanases em baixas concentragcdes sao usadas na
producdo de papel auxiliando na liberacdo de fibras recicladas ndo alterando o
rendimento. Esssa alteracdo na fibra € desejada para melhorar a flexibilidade e capacidade
de ligacdo das fibras porém ndo se deve utilizar uma grande quantidade de enzimas
visando a prolongar a reagdo pois ndo é benefico podendo alterar a resisténcia das fibras
(Bajpai, 1999).

Associada a xilanase, 0 uso das celulases atuam na reciclagem do papel e do cartdo
que contém toner e outras tintas. A retirada da tinta ocorre com a flotagdo do toner com
0 uso de surfactantes, porém, o uso de enzimas pode facilitar a flutuacdo liberando as
particulas de tinta e facilitando os processos seguintes, tornando essa fase mais

economicamente viavel (Pérez et al., 2002).

A alimentacdo de diversos animais é realizada com alimentos a base de cereais
onde alguns dos componentes da parede celular s&o os xilanos e a celulose. Os animais
monogastricos ndo conseguem fazer a digestdo dos compostos celul6sicos e
hemiceluldsicos o que afeta o valor nutricional e econémico dos alimentos (Bedford,
1995). A adicdo das enzimas xilanase e celulase na alimentacdo dos animais reduz a
viscosidade intestinal e como consequéncia melhora a saude animal e a taxa de
crescimento dos mesmos (Marquardt et al., 1994). Essa suplementacéo € realizada com
misturas de enzimas produzidas pela obtencdo de extratos proteicos de micro--

organismos (Reis et al., 2001).

4.3 Endo-1,4-B-xilanase
As xilanases sdo enzimas que catalisam reac6es de endohidrdlise de ligacdes 1,4-

B-D-xilosidicas em xilano (Collins et al., 2005). O xilano (FIG. 8) é um biopolimero
hemiceluldsico, presente principalmente em plantas, que contém em sua cadeia pentose
como arabinose e xilose (Ebringerova e Heinze, 2000; Dodd e Cann, 2009). O Xilano é
0 segundo polissacarideo mais abundante na natureza compreendendo um ter¢o do
carbono organico renovavel da Terra (Prade, 1996; Chidi et al., 2008). A xilose, produto
de degradacdo em mondémeros do xilano, € uma fonte de carbono que pode ser usado
como substrato para a producdo de biocombustiveis (Dodd e Cann, 2009).

Estruturalmente, as xilanases exibem uma dobra de 8 cilindros (a./ ) (Derewenda, 1994).
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As xilanases produzidas por L. gongylophorus ndo foi caracterizadas, porém a
producdo da enzima ja foi relatada em diversos micro-organismos (TAB 6) bem como o
melhor pH e temperaturas, apresentando uma faixa de temperatura 6tima entre 45 e 80
°C, e uma ampla faixa de pH (4,5 a 10) dependendo do fungo produtor. (Angayarkanni et
al., 2006).

g o-Araf I

1
1 Endo-1.,4-p-Xilanase

3
1—4Xilp1—4Xilp1—4Xilp1 —4Xilp1 —4Xilp1—4XilP1 —4Xilp1 —4XilP1—4Xilp1—4Xilp

Xl D-Xilose
\ o-Araf: L-arabinofuranose /

Figura 8: Estrutura de um xilano hipotético e local de acdo da enima endo-1,4-B-xilanase

Fonte: adaptado de Biely,1985

Tabela 6: Organismos produtores de endo-1,4-xilanase

Fungo Temperatura pH 6timo Substrato  Fonte
6tima (°C)

Aspergillus niger 50 4,5 Bagaco de | (Milanezi, 2011)
cana de
acucar

Aspergillus fumigatus 55 55 Farelo de  (Silvaetal., 1999)
aveia

Aspergillus versicolor 50 10 Xilano (Salama et al.,

2008)

Myrothecium verrucaria 45 55 Xilano da | (Filho et al., 1993)
aveia,
xilano  da
palha  de
trigo, CM-
celluose
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Aspergillus ochraceus

Aspergillus flavus

Aspergillus Phoenix

Laetiporus sulphureus

Chaetomium cellulolyticum

Farelo de

trigo

Xilano da

aveia

Xilano

Xilano da
madeira de
betula

madeira de
bétula e
xilano de

aveia

(Michelin et al.,
2010)

(Angayarkanni et
al., 2006)

(Rizzatti et al,
2001)

(Lee et al., 2009)

(Baraznenok et al.,
1999)




Penicillium capsulatum 48 3,8 xilano  de | (Ryan et al., 2003)
madeira de
bétula

Thermomyces lanuginosus 70 6,0-6,5 xilano de @ (Singh et al., 2000)
madeira de
bétula

Aureobasidium pullulans 54 4,8 xilano  de | (Lietal., 1993)
madeira de
bétula

Acrophialophora nainiana 50 6,0 Xilano (Ximenes et al.,

1999)
55 7 xilano de (Salles et al., 2000)

madeira de
bétula

Fonte: tabela adaptada de Polizeli,2005

As enzimas xilanoliticas de micro-organismos diferentes foram estudadas e
observou-se que ao utilizar mais de uma enzima conjuntamente, o xilano se torna mais
susceptivel ao ataque das enzimas (De Vries et al., 2000). Além disso, o crescimento em
diferentes substratos também permite uma maior liberacdo de aclcares durante a hidrolise
(De Souza Moreira et al.). Em sua maioria, as xilanases sdo produzidas por
microorganosmos mesoéfilos e termofilicos (Uday et al., 2016). As xilanases microbianas
sdo mais utilizados pela industria para realizar a hidrélise da xilana por ser altamente
especifica, gerar poucos residuos e pela baixa perda de substrato durante o processo
(Michelin et al., 2008).

Para obter a xilanase geralmente utiliza-se como substrato a xilana, porém, as
enzimas produzidas por fungos filamentosos ndo entram na célula para realizar a
regulacdo do gene levando a expressao da xilanase por indugdo. A enzima é secretada no
meio, ndo exigindo a lise da célula e, os oligossacarideos resultantes da hidrolise séo
transportados para dentro da célula. A producédo da xilanase por fungos é maior do que

por bactérias e leveduras, tornando-se vantajosa a sua utilizacdo (Uday et al., 2016).
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As xilanases e as celulases sdo geralmente séo ativadas juntas no genoma de varios
microorganismos realizando hidrélise de celulose e hemicelulose que se diferem

bioquimicamente apesar de ambas realizarem catalise (Prade, 1996).

As xilanases tem diversas aplicacdes biotecnologicas e agem em conjunto com aa
celulase para a producéo de papel e reciclagem de papel, papeldo e cartdo (Bajpai, 1999;
Pérez et al., 2002 (Sandrim et al., 2005)). Na industria utiliza-se uma grande quantidade
de cloro e produtos quimicos que possuem cloro para realizar o branqueamento gerando
uma alta liberacdo de produtos quimicos no ambiente 0 que gera um gasto para as
indUstrias e danos ao meio ambiente, no entanto o uso das enzimas Xilanase e celulase
pode reduzir ambos (Angayarkanni et al., 2006). O pré-tratamento para o branqueamento
da polpa da madeira com a enzima xilanase auxilia na remogéo de hemicelulase e lignina,
gerando uma polpa de melhor qualidade (Wong et al., 1988; Sandrim et al., 2005;
Angayarkanni et al., 2006; Medeiros et al., 2007).

A degradacdo dos xilanos dos cereais podem ser aplicados nas industrias pois
alteram o efeito da fibra alimentar como foi demonstrado por Kodama (Kodama et al.,
1996) apresentando efeitos de hipocolesterolemia, auxiliando no melhoramento

alimentar de animais e humanos.

Alem da alteragdo das fibras alimentares, o uso das xilanases, juntamente com
outras enzimas como glucanases, pectinases, celulases, proteases, amilases,
galactosidases e lipases, melhora a digestibilidade de nutrientes ao serem adicionadas em
racGes ou suplementos alimentares para aves e suinos que contem milho e sorgo. Esse
uso também reduz residuos de fésforo, nitrogénio, cobre e zinco na excreta e

consequentemente reduz a contaminacdo ambiental (Mathlouthi et al., 2002).

A endo-1,4-B-xilanase também pode ser utilizada na producdo de pdes pois
adicionada a farinha de trigo pode ser usada na fabricacdo em grande escala de paes
parcialmente assado e congelado. A enzima melhora a qualidade do péo deixando mais
macio e com um maior volume do que quando usada a farinha sem a adi¢cdo do mesmo e
ainda reduz os efeitos negativos do congelamento como o encolhimento do produto (Jiang

et al., 2008). Ainda na fabricacao de pées a xilanase retarda a formacao do miolo durante
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0 cozimento levando ao aumento no volume do pédo, aumento da absorcao de agua e

resisténcia a fermentacdo (Harbak e Thygesen, 2002; Camacho e Aguilar, 2003).

A industria de sucos de frutas € um grande consumidor do mercado de enzimas
pois a producdo exige a extragdo, clarificagdo e estabilizacdo de frutas e vegetais. A
xilanase purificada adicionada a produgdo do suco gera um aumento no rendimento e
volume devido a liquefacgéo das frutas e vegetais, melhora a clarificacéo do produto, reduz
a turbidez e a viscosidade melhorando assim sua estabilidade (Wong et al., 1988; Nagar
etal., 2012).

O uso das xilanases na industria farmacéutica se da na fabricacdo de produtos
dietarios e medicamentos para problemas digestivos apesar de pouco utilizados. A
conversdo hidrolitica do xilano em residuos de f-D-xilopiranosilo pode ser utilizada para
a producdo de adogantes. Esse composto também pode ser utilizado para a producéo de
etanol (Polizeli et al., 2005).

As biorefinarias utilizam as xilanase para conversao da biomassa lignoceluldsica
em acucar fermentavel.. A endo-1,4-B-xilanases é responsavel pela despolimerizacdo dos
xilanos resultando em xilotriose e xilobiose que serdo clivadas pelas B-xilosidases
liberando xilose que pode ser fermentada e convertida em biocombustiveis (Merino e
Cherry, 2007; Dodd e Cann, 2009).

Associada a celulase e a pectinases, as xilanases podem ser utilizadas na extracao
de Oleos vegetais como de colza, coco, girassol, palmito, améndoa e azeitona
liguefazendo os componentes da parede celular que contém éleo. O uso das enzimas
demonstrou uma boa extracdo de 6leos, maior estabilidade no armazenamento, aumento
na quantidade de polifendis e de vitamina E, que evita que o 6leo fique rancoso (Kashyap
etal., 2001).

A producdo de tecidos naturais utilizando as fibras rami que contém muita goma
pode ser melhorada com o uso da xilanase, pois € necessario que ocorra uma degomagem
e exige a separacdo de fibras. O processo utilizado na inddstria para a producdo dos
tecidos naturais causa poluicdo ambiental e tem um alto consumo de energia. Por meio

do processo enzimatico que tem a xilanase em maior quantidade, utiliza-se menos
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produtos quimicos, a energia gasta é reduzida o que traz beneficios para essa producédo
industrial (Kashyap et al., 2001).

4.4 g-amilase

As amilases (EC 3.2.1.1) sdo enzimas que realizam hidrélise de ligagdes B-
glicosidicas de moléculas de amido (FIG 9), composto por amilose e aminopectina,
originando oligossacarideos como dextrinas, glicose e maltoses (Nigam e Singh, 1995;
Van Der Maarel et al., 2002). As a-amilases sdo consideradas as enzimas de uso industrial
mais importantes e mais comumente utilizadas (Gupta et al., 2003).

A estrutura da proteina € entrelacada por trés dominios diferentes. O dominio
central, chamado de dominio A forma um cilindro tipico (a / B)s que € comum a todas as
as o-amilases conhecidas. O dominio de lago proeminente chamado de dominio B é
estabilizado por trés ions de célcio. O dominio terminal é o dominio C com cinco cadeias
de folhas [ antiparalelas (Vallée et al., 1998).

4 )

a-Glicose

Amilase

/

1—4-0-Glicosel —4-u-Glicosel —4-u-Glicosel —4-0-Glicose 1 —4-0-Glicosel

. /

Figura 9: Estrutura do amido composta por unidades de glicose unidas por liga¢des a-1-4 ¢ a-1-6 e local
de acdo da enzima a-amilase

1
t
6

As amilases produzidas por fungos (TAB 7) tém se destacado devido a sua
disponibilidade e alta produtividade além da possibilidade de manipulagdo genética
(Nigam e Singh, 1995; Varalakshmi et al., 2009; Souza e Magalhé&es, 2010), 0 que sugere
que a amilase do L. gongylophorus seja viavel. Além disso, os fungos que produzem a
a-amilase sdo, em geral, fungos mesofilos.

Um estudo de Ramachandran et al (2004) demonstrou que o uso dos fons Ca*?,

K*, Na*, Mg*2 inibiram a producéo da enzima, enquanto o ion Mn*2 estimulou a producio.
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Tabela 7:0rganismos produtores de alpha-amilase

Organismo Temperatura pH Substrato Referéncia
°C

Aspergillus niger 50 torta de dleo de | (Ramachandran et
coco (COC), al., 2004)

torta de de 6leo
de amendoim
(GOC) torta de
6leo de sesamo
(SOCQC), torta de
palma (PKC) e
torta de 6leo de
oliva (OOC)

Bacillus sp. KR-8104 75-80 4,0-6,0 (Sajedi et al., 2005)

Bacillus licheniformis Farelo de soja | (Nigam e Singh,

lactose 1995)
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Essas enzimas tém sua principal aplicacdo no campo da biotecnologia onde sao
empregados na producédo de glicose e frutose pela da hidrélise do amido que confere o
carater de edulcorante e sdo altamente utilizados na industria de bebidas, fabricacéo de
cerveja, produtos que auxiliam a digestdo, sucos de frutas e xaropes de amido. A a-
amilase que é altamente termostética faz a liquefacdo do amido (Van Der Maarel et al.,
2002 (Souza e Magalhaes, 2010)). O uso na producdo de sucos e cervejas se da para a
remocao da turbidez do produto (Kashyap et al., 2001; Souza e Magalhé&es, 2010).

Para a producdo do biocombustivel etanol, o amido é o principal substrato
utilizado pois tem baixo custo e é facilmente encontrado em praticamente todo o mundo.
Para obter o etanol ocorre a conversdo do amido em agtcar através da a-amilase e

posteriormente fermentado (Souza e Magalh&es, 2010).

As o-amilases sdo utilizadas para a panificacio aumentando o volume,
melhorando a coloracéo e aumentando a qualidade dos produtos. A enzima adicionada na
farinha melhora a taxa de fermentagdo e melhora a viscosidade da massa, além da adi¢cdo
de acucar na massa. Isso gera um produto com melhor sabor. Ela também retarda o
envelhecimento dos produtos e mantém a maciez por mais tempo (Van Dam e Hille, 1992;
Si, 1999; (Souza e Magalhdes, 2010).

Em racOes animais, a amilase juntamente com proteases sdo utilizadas no pré-
tratamento e melhora a digestibilidade dessas, pois parte dos componentes da racdo é
derivada de plantas que possuem fatores antinutricionais que atrapalham a digestdo
(Gavrilescu e Chisti, 2005).

O uso do amido para a tecelagem é benéfico devido ao seu tamanho, seu baixo
custo, alta disponibilidade e facilidade de extracdo. A enzima amilase realiza a
desidratacdo eficiente do tecido sem afetar as fibras e, portanto sem quebra-las,

melhorando a elasticidade e resisténcia (Gupta et al., 2003; Souza e Magalhaes, 2010).

A enzima pode hidrolisar o amido em moléculas de alto peso molecular (amilose
e amilopectina) que é usado na producdo de papel para conferir resisténcia contra danos
mecanicos no seu processamento, aumenta sua rigidez e melhorar o seu acabamento. Para

iss0, 0 papel é pressionado por dois rolos que contem amido (Gupta et al., 2003).
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As amilases sdo altamente utilizadas na producdo de detergentes por serem mais
leves estruturalmente e eficientes, reduzirem a temperatura de lavagens e utilizando a
engenharia proteica foi possivel melhorar a estabilidade da enzima conferindo maior
resisténcia a sua oxidacgdo (Gupta et al., 2003). A sua utilizacdo se da tanto para lavagem
de roupas quanto de lougas para remocao de residuos ricos em amido e as condi¢des de
uso de detergentes (baixas temperaturas e pH alcalino) sdo favoraveis para sua acéo,

mantendo estabilidade da enzima (Souza e Magalhé&es, 2010).

4. PRODUCAO DE ENZIMAS

Embora tradicionalmente as enzimas mais estudadas sejam de origem animal ou
vegetal, as enzimas microbianas apresentam maior interesse do ponto de vista industrial
por serem mais facilmente produzidas em larga escala via fermentacdo (Haki e Rakshit,
2003). Assim, 0s microrganismos surgem como uma alternativa simples e barata para a
producdo dessas enzimas. Em geral, os microrganismos sdo faceis de manipular,
requerem condi¢cBes minimas de nutricdo e de manutencdo e apresentam alta eficiéncia
na producdo de enzimas, que ainda pode ser aumentada por meio do uso de técnicas de

manipulacdo genética (Sajedi et al., 2005).

Os processos industriais de producdo de enzimas sdo desenvolvidos
majoritariamente em cultivos submersos aerados (Fermentagdo submersa - SmF), que
permitem maior controle dos parametros operacionais. O cultivo em estado sélido
(Fermentacdo em Estado Sélido — SSF) é também utilizado, principalmente nos paises
orientais, por apresentar vantagens para a producédo de algumas enzimas, principalmente

as produzidas por fungos filamentosos (Bon et al., 2008; Couto e Sanroméan, 2005).

O uso da técnica SSF vem crescendo atualmente principalmente por reproduzir 0s
processos microbioldgicos naturais além de poder ser controlada para produzir um
produto especifico. Entre as vantagens do uso da SSF quando comparada a SmF estéo o
maior rendimento em um tempo mais curto, melhor circulacdo de oxigénio, o ambiente

criado assemelha-se ao naturalmente habitado pelos fungos filamentosos, processos
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posteriores realizados com menor esforco, cepas de microrganismos do tipo selvagem
desenvolvem melhor na SSF do que as geneticamente modificadas, reduzindo os

requisitos de energia e custo (Rodriguez-Couto e Sanroman, 2005).

A matéria-prima ¢ um dos componentes mais importantes no custo de producao
de enzimas (Bon et al., 2008). A fonte de carbono utilizada para o crescimento do
microrganismo responde por cerca de 30-40% do custo de producéo destas enzimas (Joo
e Chang, 2005). A adigdo de reagentes ricos em moléculas de alto valor bioldgico e de
baixo custo ao meio de cultivo torna-se rentavel. Sendo assim, esta € uma das razGes para
0 crescente interesse no aproveitamento de residuos agroindustriais gerados pelas
atividades agropecuérias e de processamento de produtos agropecudrios (Villas-Boas e
Esposito, 2000).

4.1. Producdo das enzimas pelo fungo Leucoagaricus gongylophorus em laboratério
Apds a coleta do fungo em um ninho de formigas dos géneros Atta ou Acromyrmex
e o cultivo dele em laboratdrio conforme o descrito no topico “Cultivo do fungo em
laboratorio”, com o substrato de acordo com o desejado para a obtengédo das enzimas, 0s
frascos de culturas com as enzimas secretadas pelo fungo devem ser filtrados por uma
membra com poros de 0,45uM e ser dialisada. O peso seco é obtido através da coleta do

micélio do fungo para determinar a massa celular (Silva et al., 2006).

Para determinar a atividade enzimatica, 2 gramas do substrato utilizado para a
enzima de interesse (amido, xilana, celulose, arabinose) séo dissolvidos em 100 ml de
tampéo citrato-fosfato 75 mM (pH 5,0). Posteriormente s&o misturados a amostra e 0s

substratos na proporc¢édo de 1:1 e mantidos a 25°C por 2 horas (Silva et al., 2006).

A cada 30 minutos de incubacgéo, 200 pL sdo retirados e misturados a 400 pL de
acido dinitrosalicilico e 400 pL de 4gua. Apds 5 minutos em banho maria, a absorbancia

é determinada utilizando o espectofotbmetro (Silva et al., 2006).

“Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade (em
pumol) do produto de hidrolise de cada polissacarideo por minuto de tempo de reagdo por

biomassa de L. gongylophorus (mg de peso seco)” (Silva et al., 2006).
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O método de Bradford (1976) foi utilizado para determinacao da concentracéo de
proteina. Usa-se uma solucédo de proteina que contenha de 10 a 100 pg de proteina num
volume de até 0,1 mL em tubos de ensaio e o0 volume para 0,1 mL ¢ ajustado com tampdao
préprio. Adiciona-se 5 mL de reagente protéico no tubo de ensaio misturando o contetdo
por vortex ou inversdo. Apds 2 minutos e antes de uma hora, mede-se as absorbéancia a
595nm em cuvetes de 3mL contra um reagente branco (0,1 mL do tampéo + 5 mL de
reagente protéico. A absorbancia utilizada para determinar a concentracdo das proteinas
(Bradford, 1976).

As proteinas podem ser analisadas qualitativamente em gel de poliacrilamida a
15% com dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) que as separam pelo tamanho e permite
a determinacdo da massa molecular. Amostras de 10 mg de proteinas totais no gel e a
coloracéo do gel é realizada pela coloracdo com prata. O peso molecular da proteina pode
ser estimado com base em uma proteina padréo, onde o peso ja é conhecido. Por meio da
analise do gel, observa-se a diversidade de proteinas obtidas naquele substrato e perceber
se aquele substrato estimula eficientemente a producdo da proteina ou se deve ser
pesquisado algum outro substrato que estimule a maior secre¢do da enzima (Laemmli,
1970; Wilson e Walker, 2010).

5. PERSPECTIVAS

A revisdo da literatura permitiu conhecer as aplicabilidades das enzimas glicosil
hidrolases Rhamnogalacturonano hidrolase, Arabinofurosidase, Celulase, Endo-1,4-p-
xylanase e a a-amilase. Porém revela uma lacuna sobre as informagdes sobre as
caracteristicas e potenciais cataliticos dessas enzimas quando produzidas pelo fungo
Leucoagaricus gongylophprus. Realizar pesquisas a respeito dessas enzimas, bem como
outras que ndo foram abordadas de forma aprofundada, torna-se pertinente para o
conhecimento e caracterizagdo, contribuindo para a compreensdo da evolugédo fungo-

hospedeiro e para a compreenséo da aplicabilidade das enzimas nos processos industriais.
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Além disso, apds isolar essas enzimas, realizar testes para avaliacdo da atividade
catalitica é desejavel para pressupor se a utilizagcdo das enzimas do L. gongylophorus é
pertinente. Também € possivel, com o avango da tecnologia, manipular os genes para que
propiciem a producdo da enzima, melhorando sua qualidade e a quantidade da enzima

produzida, o que é desejavel para que se torne economicamente viavel.

Para obter as enzimas do L. gongylophprus é relevante o aprimoramento do cultivo
do fungo em laboratorio independente da col6nia de formigas cortadeiras, desenvolvendo

0 método com melhor custo/beneficio.

Além disso, conhecer o que é benéfico ou ndo para o crescimento do fungo
permite ter um dominio maior acerca desta espécie e, como so é encontrado na natureza
associado as formigas cortadeiras Atta e Acromyrmex que s&o consideradas pragas para
cultivos vegetais, tem-se potencial para desenvolver produtos que sejam eficientes para o

controle das formigas por meio da supressdo do crescimento do fungo.

Visto o amplo mercado e as grandes possibilidades de aplicagdo das enzimas
produzidas por fungos, o estudo das enzimas produzidas por L. gongylophorus
contribuira para ampliar o conhecimento a cerca deste fungo, da simbiose e coevolu¢édo
entre o fungo e as formigas cortadeiras (Atta e Acromyrmex), além da possibilidade se

identificar enzimas potencialmente comerciaveis produzidas por esta espécie.
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