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Resumo: O Farelo de Trigo (FT), um subproduto rico em lignocelulose, obtido na moagem
dos grdos de frigo, pode ser utilizado para o desenvolvimento de produtos com alto valor
agregado. Portanto, essa revisdo bibliogrdfica da literatura aborda o aproveitamento do FT
para a obtencdo de xilanases fungicas por Fermentacdo Submersa (FS) e em Estado Sélido
(FES), e discute o papel dessas enzimas para a melhoria da qualidade na producdo de pdes.
Para tanto, um levantamento bibliogrdfico foirealizado em diferentes plataformas de pesquisa.
Os trabalhos analisados comprovaram a eficdcia do FT como substrato para a producdo de
xilanases, porém as altas atividades foram dependentes das condicdes fermentativas. A FES,
em pH relativamente dcido, demonstrou-se mais promissora para obtencdo da enzima. A
xilanase pode ser aplicada no setor de panificacdo para a hidrdlise das xilanas (que impedem
o desenvolvimento da formacdo do glidten), tornando possivel obter uma massa de facil
manuseio, com melhor salto de forno e volume especifico, e estrutura de miolo regular.
Palavras-chave: Producdo enzimdtica. Enzimas microbianas. Processos fermentativos.

Fungal xylanases: use of wheat bran in fermentative processes and baking

Abstract: Wheat bran (FT), a lignocellulose-rich byproduct obtained from the milling of
wheat grains, can be used for the development of high value-added products. Therefore,
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this literature review addresses the use of WB to obtain fungal xylanases by Submerged
Fermentation (SF) and Solid State Fermentation (SSF), and discusses the role of these
enzymes in improving the quality of bread production. For this, a bibliographic survey
was performed in several databases. The studies analyzed proved the efficiency of WB
as substrate for xylanase production, but the high enzymatic activities were dependent
on fermentative conditions. FES, at relatively acidic pH, was more promising to obtain the
enzyme. Xylanase can be applied in the bakery sector for the hydrolysis of xylans (which
prevent the development of gluten formation), enabling an easy-to-handle mass with
better oven-spring and specific volume, and regular crumb structure.
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1 INTRODUCAO

O trigo, graminea do género Triticum, € um dos cereais de importadncia mundial
mais produzidos e de maior valor socioecondmico e nutricional na alimentacdo humana.
A China é o maior Pais produtor de trigo, com cerca de 121,7 milhdes de toneladas
produzidas anualmente (Tabela 1).No Brasil, em 2017, foram produzidas aproximadamente

4,3 milhdes de toneladas de trigo.!

Tabela 1 - Producdo agricola mundial de trigo (média para o periodo
2007-2017), considerando os 10 principais paises produtores

Pais Classificagdo Produgdo
China 1° =121,7 Mt
india 2° =86,7 Mt
RUssia 3° ~58,5 Mt
Estados Unidos da América 4° =58,1 Mt
Franca 5° ~37,2 Mt
Canadd 6° ~28,7 Mt
Alemanha 7° ~24,5 Mt
Paquistdo 8° =~24,3 Mt
Austrdlia 9° ~22,8 Mt
Ucrania 10° ~21,9 Mt

Nota: Mt = Milhdes de toneladas.
Fonte: Food and Agriculture Organization of the United Nations.!
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Existem cerca de 30 tipos de trigo geneticamente diferentes, dos quais metade &
cultivada e orestante cresce de forma silvestre. O maior volume da producdo mundial (90%)
vem do trigo farindceo (Triticum aestivum), que é utilizado principalmente na elaboracdo
de farinha para pdes.? J& o trigo duro (Triticum durum), usado para a fabricagcdo de
massas finas, representa 5% dessa producdo; os demais tipos possuem menor importancia
e se destinam basicamente ao consumo animal.? Os grdos de frigo geralmente sdo ovais,
mas podem variar de formas quase esféricas a longas, estreitas e achatadas, com 5 a 9
mm de comprimento e peso de 35 a 50 mg; possuem gérmen (2-3%), farelo (13-17%) e
endosperma amildceo (80-85%) em sua composicdo.® Apesar de representar uma fonte
de alimento completa em termos nutricionais, a proporcdo das vdarias subst@ncias que

compdem o grdo (amido, minerais, vitaminas e proteinas) oscila conforme a variedade .*

O Farelo (ou fibra) de Trigo (FT) € a pelicula externa da parte comestivel do grdo, que
ndo é digerida pelo organismo humano. Esse subproduto da moagem convencional do
trigo € composto por celulose (30%), hemicelulose (25%), lignina (8%), amido (10%), acucar
(5%), proteinas (15%), lipidios (5%) e minerais.> A razdo de peso de FT produzido para o peso
de trigo moido é aproximadamente 25:75.¢ Embora seja largamente comercializado, este
ainda é considerado um produto de baixo valor agregado e subutilizado, principalmente
como componente em ragdes animais. Assim, a utilizacdo de processos biotecnoldgicos
é uma importante estratégia para o reaproveitamento desses residuos. Particularmente,
a bioconversdo dos residuos da agricultura e indUstria de alimentos recebe crescente
atencdo, uma vez que estes representam recursos utilizGveis para a sintese de produtos

Uteis, incluindo as enzimas microbianas, como demonstrado em estudos recentes.”?

As enzimas sdo moléculas capazes de acelerar os processos quimicos com grandes
vantagens frente aos catalisadores quimicos, principalmente por serem ecologicamente
mais vidveis. A indUstria alimenticia utiliza as enzimas como produtos bioldgicos seguros
que substituem ingredientes quimicos, as quais sdo classificadas como produtos naturais,

resultfando em alimentos com rétulo mais transparente (clean label).'®

As xilanases (1,4-B-D-xilana xilanohidrolases, EC 3.2.1.8) sGo enzimas que degradam
o polissacarideo xilana (principal componente da hemicelulose vegetal) em xilose pela
quebra de hemiceluloses que estdo entre os principais componentes da parede celular
vegetal.'" Essas enzimas podem atuar no branqueamento de polpas de celulose, o que

reduz o uso de produtos alfamente poluentes, como o cloro, no processo de clarificacdo
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de sucos e vinhos e na liberacdo de xilo-oligossacarideos que podem ser convertidos em

outros produtos da indUstria de alimentos,'? o que justifica o seu interesse industrial.

Na drea de panificacdo, as xilanases podem ser consideradas ingredientes
enriquecedores, atuando como produtos bioldgicos seguros que substituem ingredientes
guimicos com um grande numero de vantagens. Nesse contexto, essa revisdo da literatura
cientifica aborda a utilizacdo do FT como substrato para a obtencdo de xilanases fungicas
por fermentacdo submersa e fermentacdo em estado sdlido, e discute o papel dessas

enzimas para a melhoria da qualidade na producdo de pdes.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foirealizada por meio de revisdo bibliografica com artigos disponiveis em
bancos de dados como Portal de Periddicos da Capes, PubMed, SciELO, ScienceDirect
e Google Académico, além de livros de referéncia, dissertacdes e teses. A pesquisa
bibliografica foirealizada entre maio de 2018 e maio de 2019, selecionando, para arevisdo
da literatura, tfrabalhos cientificos publicados entre 2009 e 2019 (como excecdo, algumas
publicacdes de anos anteriores, consideradas de grande relevéncia, foram incluidas no
processo de selecdo). Adotaram-se, como critério de inclusdo, publicacdes em Portugués
e Inglés, as quais abordavam a producdo de xilanase por fungos, com enfoque no farelo de
trigo como substrato. Publicacdes referentes a outros tipos de enzimas foram excluidas do
processo de selecdo bibliografica. Ao finalda pesquisa, foram selecionadas 39 publicacdes.
Para o levantamento bibliogrdfico foram utilizadas as palavras-chave: enzimas (enzymes),
producdo de enzimas (enzymatic production), xilanases (xylanases), xilanases fungicas
(fungal xylanases), farelo de trigo (wheat bran), farinha de trigo (wheat flour), fermentacdo

microbiana (microbial fermentation) e fermentacdo de enzimas (enzymatic fermentation).

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PROCESSOS UTILIZADOS PARA A PRODUCAO DE ENZIMAS

As enzimas de origem microbiana possuem muitas vantagens sobre as equivalentes

de origem animal ou vegetal, como: menor custo de producdo, possibilidade de producdo
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em larga escala em fermentadores industriais, além de oferecerem um amplo espectro de
caracteristicas fisico-quimicas.'™ Em regides tropicais, como o Brasil, a grande diversidade
de micro-organismos existente pode ser ainda mais explorada quanto ao seu potencial

para a producdo de novas enzimas.’

As enzimas podem ser constitutivas — produzidas em velocidade e quantidades
constantes, independentemente do estado metabdlico do organismo' — ou indutivas, ou
seja, produzidas pelos micro-organismos na presenca de um indutor (o proprio substrato ou
um produto da sua hidrdlise) adicionado ao meio de cultivo a fim de estimular a producdo, '
que pode aumentar em até 1000 vezes, principalmente se esse substrato for uma fonte

energética para a célula.™

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

oleaginosas).'®

Existem dois tipos bdsicos de fermentacdo que sdo utilizados para a producdo de
enzimas: a Fermentacdo Submersa (FS) e a Fermentacdo em Estado Sdlido (FES). Na FS, o
crescimento microbiano geralmente ocorre em substrato dissolvido em excesso de dgua
livre, ou suspenso na fase liquida. O caldo de cana-de-acucar, usado para a producdo
de etanol, constitui um exemplo cldssico de meio utilizado para a FS. J& a FES consiste
no crescimento e na formacdo do produto em particulas sélidas na auséncia (ou quase
auséncia) de dgua, entretanto, o substrato contém a umidade necessdria ao metabolismo
microbiano.’ Para a producdo enzimdtica, destaca-se o uso da FS, j& que esse processo
pode levar a melhores rendimentos e caracteristicas do produto,'” além de facil manuseio

das condicdes operacionais em grande escala, se comparada ¢ FES.

AFSiniciacom os processos prévios a fermentacdo, também chamados de processos
upstream (Figura 1). A cultura estoque microbiana é cultivada em frascos sob agitacdo
até que seja atingida a fase de crescimento exponencial média ou tardia. Em seguida,
esse cultivo (pré-inéculo) é transferido para um ou mais fermentadores com 100 a 500

lifros de capacidade, contendo o meio de cultivo similar ao utilizado para a producdo
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enzimdtica, em que permanece pelo tempo necessdrio de crescimento, para que entdo
seja fransferido para o fermentador principal contendo o meio de cultura necessdrio para

que ocorra a producdo enzimdtica, geralmente em condicdes assépticas.'>1817

Recuperacio
Processo prévio a Esterilizagéio Analises (Processo Downstream)
fermentacio (Upstream)

o —

Separacdo

Manutencdo da | | -
tu +—»(Inoculacao da cultura _ .
cultura —_— Fermentacdo L lv .

Concentracio
Purificacdo

'

Acabamento

Figura 1 — Fluxograma simplificado da producdo de enzimas microbianas por fermentacdo submersa
Fonte: adaptada de European Commission.'?

Os processos pos-fermentacdo (ou downstream) sdo empregados a fim de
recuperar as enzimas produzidas no caldo fermentado. Durante as etapas de separacdo
e purificacdo, as substé@ncias toxicas e/ou metabdlitos indesejaveis sdo removidos; j& as

células microbianas sdo separadas do caldo fermentado por centrifugacdo ou filtfracdo.'> 18

A purificacdo de enzimas, como as xilanases, € importante para eliminar a
contaminacdo com outras proteinas e enzimas (como as celulases), e também compostos
derivados do substrato (principalmente osinsolUveis, como o FT) utilizados no meio de cultura.
Uma possivel contaminacdo pode interferir nas andlises de atividade e caracteristicas fisico-
quimicas.” No entanto, cabe salientar que, ainda que as enzimas possam ser purificadas
varias vezes, esse processo € dispendioso em termos de equipamento, mdo de obra e

pode acarretar um rendimento muito baixo (<10%) com relacdo a atividade do material
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original. Assim, algumas preparacdoes enzimaticas comerciais sdo minimamente purificadas
e consistem essencialmente em caldo de fermentacdo concentrado, além de aditivos
para estabilizar a atividade enzimdtica, removendo-se apenas outras enzimas e materiais

que possam interferir nessa acdo.”

Na FS os compostos bioativos sdo secretados no proprio caldo de fermentacdo
e os substratos sdo utilizados muito rapidamente. Como desvantagem, é preciso que o
substrato seja constantemente substituido ou complementado com nutrientes. Essa técnica
de fermentacdo é mais adequada para micro-organismos como as bactérias, que exigem
alto teor de umidade. Sua vantagem é que a purificacdo de produtos € mais facil, sendo
usada principalmente na extracdo de metabdlitos secunddrios que precisam ser usados

na forma liquida.?

J& a FES € o processo de cultivo de micro-organismos sobre particulas sélidas Umidas
que funcionam como suporte fisico e fonte de nutrientes; na auséncia de dgua livre
aparente, 0s espacos vazios sao preenchidos por ar. A maiorias do substratos empregados
nesse processo sdo residuos agroindustriais como FT, farelo de soja, farelo de arroz,
bagaco de mandioca, bagaco de cana-de-acucar, entre outros.?? A estrutura desses
materiais tem como seus principais componentes celulose, hemicelulose, lignina, amido,
pectina e proteinas, caracterizando-os como materiais extremamente heterogéneos,'” e
como geralmente sdo usados na forma bruta (grdos), disponibilizam um grande niumero
de substancias nutritivas adicionais ao meio de cultura,'” servindo tanto como fonte de

carbono e energia quanto de suporte para o crescimento microbiano.!”

A principal vantagem de usar esses substratos € que sdo residuos ricos em nutrientes
e podem ser faciimente reciclados. Nessa técnica de fermentacdo os substratos sdo
utilizados muito lentfamente e de forma constante, de modo que o mesmo substrato pode
ser usado por longos periodos de fermentacdo. Assim, essa técnica suporta a liberacdo
controlada de nutrientes, sendo mais adequada para a fermentacdo de fungos e micro-
organismos que exigem menos umidade. No entanto, ndo pode ser usada para organismaos

que exijam alta atividade de dgua, como as bactérias.?
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3.2 PRODUCAOQO DE XILANASES POR FUNGOS UTILIZANDO FARELO DE
TRIGO COMO SUBSTRATO

As xilanases microbianas representam os catalisadores preferidos pela indUstria
para a hidrélise da xilana em razdo da sua alta especificidade, baixa perda de substrato,
condicoes dereacdes brandas e tamanho do produto gerado.? Entre os micro-organismaos,
os fungos se destacam como produtores de hemicelulases como as glucanases e
xilanases.?® Contudo, o elevado custo de producdo € uma das principais barreiras para o
amplo leque de aplicacdes industriais de xilanases. Assim, o uso de residuos agroindustriais
como substratos para a producdo enzimdtica se torna uma ferramenta importante para

reduzir o custo de producdo.?

Nesse contexto, Amorim? avaliou a liquefacdo enzimdtica do FT como recurso
para a producdo de xilanase por Aspergillus niger A12 em FS, evidenciando que o uso do
FT liguefeito como substrato pode ser uma alternativa para a producdo de xilanase em FS,
visto que a atividade xilandsica especifica foi até cinco vezes maior do que aquela obtida

em cultivo com FT ndo liquefeito (31.7 contra 6.1 IU g').

Geralmente as xilanases sdo produzidas por FS, contudo, a FES tem se destacado
atualmente em decorréncia da sua alta faxa de conversdo de biomassa em energia, do
tratamento de residuos e de sua producdo de metabdlitos secunddrios.’® A fim de comparar
ambos os processos, Zanchetta® empregou a FS e a FES, com diferentes substratos, para
avaliar a producdo de xilanase fungica. Para Chaetomium sp. sp N13, o melhor resultado
foi obtido com a FES, com producdes de xilanase (1569,4 U g' em 240h de cultivo em
bagaco de cana e FT (1:1). J& Humicola grisea var. thermoidea produziu uma quantidade
de xilanase superior ao ser utilizada a FS, em que a maior producdo de xilanase (330,3 U
g') ocorreu em 240h de cultivo em bagaco de cana e FT (1:1). O terceiro fungo avaliado,
Thermomucor indicae-seudaticae N31, apresentou as maiores producoes de xilanase (13,5

U g') com 192h de cultivo em FT por FES.

Utilizando esse processo de fermentacdo, Bakker, Santos e Macedo'? relataram que
linhagem Aspergillus oryzae ATCC 9362 produziu xilanase j& nas primeiras 72h de cultivo em
FES com FT como substrato. O caldo enzimdtico obtido, que se mostrou estavel por 30 dias
e manteve sua atividade xilanolitica por seis meses, foi aplicado em uma farinha de trigo

padrdo e submetido as andlises de falling number e alveografia, ao ponto de reclassifica-
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la de uma farinha com padrdo de qualidade para o segmento de massas a uma farinha

destinada ao mercado de panificacdo.

A Tabela 2 reUne outros estudos nos quais o FT foi utilizado como substrato para
a producdo de xilanases fungicas. De acordo com a literatura cientifica analisada, a
producdo de xilanase é fortemente influenciada pelo substrato, processo fermentativo e

micro-organismo utilizado, além dos parémetros aplicados em cada processo.

Tabela 2 - Xilanases fungicas obtidas por fermentacdo com farelo de trigo

Fungo produtor Condigoes de cultivo Madxima atividade Referéncia

Aspergillus brasiliensis

A. fumigatus

Aspergillus nidulans
Aspergillus niger
A. niger

Asperqillus terreus

FES, 37 °C, 9 dias, pH 4,5 230U g’
FES, 45 °C, 24h, pH 4,5 574U g
FES, 37 °C, 9 dias, pH 7.5 1879U g’
FES, 40 °C, 4 dias, pH 6,0 300U g
FES, 30 °C, 6 dias, pH 5,0 771 1U gds”!

FS, 30 °C, 150 rpm, 120h, pH 8,0 65,5 U mL"'

Menezes, Rossi, Squina e Ayub?

Gomes, Santos, Fransciscon e
Baffi°

Menezes, Rossi, Squina e Ayub?
Kshirsagar, Chandak e Murarkar™
Kumar, Amit, Alok e Dharm¢

Sharma e Baja?
Pereira, Marques, Rodrigues,

Myceliophthora sp. FES, 45 °C, 96h, pH 5,0 931,11 U g-1 Oliveira, Boscolo e Silva, et al.®!
WCEEINOT g smecadenpnas  lmume  SIon SO NOEmen>
USRI mascampnso  luml e e Groem
Phomopsis stipata FES, 28 °C, 7 dias, pH 5,0 694,33 U g ,I;Arzﬁz,efi’errzrireoir,oelfiige& Silva,
Pichia stipitis FS. 50 °C, 9 dias, pH 6,0 5536 U g Ding, Li e Hu*

Silva, Hergesel, Campioni,
o -1
FS, 28 °C, 240h, 250 rpm, pH 4,5 52,39 U mL Carvalho, Oliva-Neto®

Nota: FES = fermentacdo em estado sdélido; FS = fermentacdo submersa; IU gds' = unidade de medida
internacional de atividade enzimdtica por grama de residuo sélido.

Trichoderma reesei

3.3 AELICACAO DA XILANASE PARA MELHORIA DA QUALIDADE DE
PAES

Em razdo da sua eficacia, a aplicacdo de enzimas xilanoliticas na panificacdo
vem crescendo ao longo das Ultimas décadas. Nas farinhas de trigo hd uma pequena
porcentagem de pentosanas, como as xilanas, que impedem o desenvolvimento do
gluten; assim, xilanases sdo de grande valor na panificacdo, pois, ao se utilizar a xilanase,
é possivel hidrolisd-la, proporcionando uma melhoria no volume do pdo e na estrutura

do miolo, com reducdo da viscosidade. Além disso, xilanases utilizadas em niveis 6timos
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desempenham um papel significativo no aumento da vida de prateleira do pdo e reduzem

o envelhecimento deste.?

McPhillips, Waters, Parlet, Walsh, Arendt e Murray® realizaram um trabalho pioneiro
de investigacdo a respeito da producdo de enzimas hidroliticas hemiceluldsicas por
Remersonia thermophila CBS 540.69, com posterior purificacdo de p-1,4-xilanase e
aplicacdo em panificacdo. Os resultados obtidos demonstraram uma melhora na
qualidade final dos pdes nos quesitos de volume especifico, maciez e vida de prateleira
quando comparados com o teste padrdo. Esses resultados podem estar relacionados ao
fato de a acdo enzimdtica ser 6tima na temperatura e no pH do teste de panificacdo (65
°C e pH 6,0); além disso, o estudo revelou que essa p-1,4-xilanase é puramente xilanolitica,
com alta eficiéncia catalitica sob as arabiloxilanas, resultando em uma producdo de xilo-

oligossacarideos solUveis em agua, os quais sdo benéficos para a panificacdo.

Ainda nesse contexto, Yegin, Altinel e Tuluk® obtiveram uma xilanase extremofilica
a partir da fermentacdo utilizando o FT como substrato e o Aureobasidium pullulans NRRL
Y-2311-1 como micro-organismo fermentador. A enzima resultante foi avaliada em testes
reoldgicos e de panificacdo, pelaprimeira vez, e comparada com duas xilanases comerciais
mundialmente utilizadas durante testes de panificacdo. A nova xilanase proporcionou
um aumento de 30% no volume especifico dos pdes em comparacdo com as enzimas

comerciais testadas, além de se demonstrar mais eficaz na diminuicdo da firmeza do miolo.

Elgharbi, Hmida-Sayari, Zaafouri e Bejar® realizaram a clonagem do cDNA da R-1,4-
endoxilanase de Aspergillus niger US368, o qual foi expresso em Pichia pastoris, acarretando
uma atividade xilandsica (41 U mL") trés vezes maior do que a encontrada em sua espécie
nativa. A xilanase obtida foi submetida a testes de panificacdo utilizando farinha de trigo
integral, proporcionando uma melhora significativa no volume dos pdes, mesmo utilizando

baixas dosagens (0,5,0,75e 1 U g').

J&d Cunha, Gama, Cintra, Bataus e Ulhoa® realizaram a clonagem molecular,
purificacdo e caracterizacdo de uma xilanase de Streptomyces sp. S27, a qual foi expressa
em Pichia pastoris, além de avaliarem sua aplicacdo em panificacdo em concentracoes
de 75, 150 e 300 U Kg' de farinha de trigo. Essa xilanase recombinante (r-XynS27) produzida
por Pichia pastoris demonstrou caracteristicas interessantes para uso no processo de
panificacdo, como alta estabilidade em pH 5,0-7,0, termoestabilidade a 50-60 °C e

alta toler@ncia a inibicdo da xilose. Todos os tratamentos enzimdticos mostraram um
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aumento significativo no volume especifico dos pdes. Firmeza, crocéncia e rigidez foram
significativamente menores em comparacdo com o controle, o que resultou em pdes mais

MAcios.

4 CONCLUSAO

A utilizacdo de residuos agroindustriais como substrato para a obtencdo de produtos
de alto valor agregado € uma excelente alternativa sustentdvel para a producdo de
enzimas. Os trabalhos analisados mostram que a escolha do substrato e o tipo de processo
dliado ¢ identificacdo dos melhores par@metros fermentativos sdo objetos de grande
estudo quando se deseja obter enzimas com eficiéncia catalitica cada vez maior. O FT
mostrou ser um substrato potencial para a fermentacdo fungica gerando a xilanase, um
produto biotecnolégico natural, o qual permite a producdo de alimentos mais seguros e

com rétulos mais limpos, aplicdvel na indUstria de panificacdo.
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