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RESUMO

A producao de etanol lignocelulésico estd emergindo como uma das
tecnologias mais importantes para o desenvolvimento sustentdvel. Para a
utilizacdo desta biomassa € preciso contornar as barreiras fisicas e quimicas
causadas pela associacdo coesa dos principais componentes da biomassa, os
quais dificultam a hidrolise da celulose e hemicelulose a aglcares
fermentesciveis. O pré-tratamento altera a estrutura lignoceluldsica para facilitar
a acdo das enzimas e a hidrolise enzimatica disponibliza os agucares para o
precesso de fermentacdo. Um dos fatores limitantes para a ampliagdo desta
tecnologia € o alto custo das enzimas envolvidas neste processo. Este trabalho
teve como principal objetivo o isolamento de leveduras celuloliticas do solo e a
producdo do extrato enzimatico para avaliagdo da capacidade hidrolitica das
enzimas sobre substrato lignoceluldsico. Foram avaliadas leveduras isoladas do
solo do cerrado e da regido amazdnica produtoras de celulase e as melhores
selecionadas para a producao do extrato enzimatico. Posteriormente avaliou-se a
sacarificagdo enzimatica do bagag¢o de cana-de-aglicar pré-tratado com H,SO,
diluido. Dentre as leveduras isoladas, 103 do cerrado mineiro ¢ 20 da regido
Amazonica, 17,47% e 55%, respectivamente, foram produtoras de celulase. Os
isolados selecionados para quantificagdo enzimatica apresentaram atividade de
B-glicosidase superior as atividades de endo e exoglucanase. O extrato
enzimatico utilizado promoveu a conversao da celulose de aproximadamente
16%, apos 72 horas de hidrdlise enzimatica. Os resultados aqui apresentados
ressaltam a importancia em isolar estirpes microbianas, produtoras de enzimas
de interesse biotecnologico, tendo em vista sua grande area de aplicacdo na
produgdo de biocombustivel.

Palavras-chave: Leveduras. Celulase. Pré-tratamento. Hidrdlise enzimatica.



ABSTRACT

The production of lignocellulosic ethanol is emerging being an
important technology for the sustainable development. For the utilization of the
lignocellulosic material is necessary change in the physical and chemical
barriers of the cohesive association of the main components of biomass, that
difficult the hydrolysis of cellulose and hemicellulose to fermentable sugars. The
pretreatment changes the lignocellulosic structure in order to facilitate the
enzyme activity and therefore generate sugars for the fermentation process. One
of the factors that limited the enlargement of this technology is the high cost of
the microbial enzymes involved in this process. The objectives of this work were
the isolation of cellulolytic yeast from soil and evaluate the hydrolytic capacity
of microbial enzymes in the lignocellulosic substrate. Cellulolytic yeasts were
isolated from soil of Brazilian savannah and Amazon region. The enzymatic
saccharification of sugar cane bagasse pretreated with diluted sulfuric acid
(H,S0,) was also evaluated. A total of 123 yeast was isolated, 103 from Cerrado
and 20 from Amazonia region, and 17.47% and 55% were cellulose producer,
respectively. The better isolate was selected to enzyme quantification and
presented B-glycosidase activity higher than endo and exoglucanase activities.
The enzymatic extract was efficient to convert 16% of cellulose approximately
after 72 hours of incubation. The results showed the importance of isolating
indigenous microbial strains able to produce enzymes of biotechnology interest,
such as biofuel production.

Keywords: Yeast. Cellulose. Pretreatment. Enzymatic hydrolyze.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Um dos maiores desafios para a sociedade do século XXI ¢ atender a
crescente demanda de energia para transporte, aquecimento € processos
industriais, além de fornecer matéria-prima para a industria de forma
sustentavel.

A utiliza¢do de combustiveis renovaveis tem despertado interesse cada
vez maior em todo o mundo. Além de reduzir a dependéncia externa de petroleo
e 0s gastos com energia, o uso de tais combustiveis resulta em uma diminui¢ao
significativa das emissdes de gases toxicos para a atmosfera. Esse ultimo aspecto
constitui um apelo cada vez maior para a utilizagdo de fontes renovaveis de
energia, como os chamados "biocombustiveis".

A producéo de etanol foi introduzida em escala industrial no Brasil e nos
Estados Unidos ¢ ja ¢ comercializado a pregos competitivos. Além disso,
tecnologias como a dos carros biocombustiveis tendem a aumentar ainda mais a
sua utilizacao.

A importéncia do etanol na matriz energética do Brasil é crescente ¢
impulsionada pelo fato de representar uma forma renovavel e menos poluente do
que o petréleo. O Brasil vem, desde 1975, com o inicio do ProAlcool,
desenvolvendo tecnologias nos diversos segmentos da industria sucroalcooleira,
com ganhos expressivos em rendimento e eficiéncia. De todas as opgdes
disponiveis, o etanol da cana-de-acticar (bioetanol) ¢ o maior sucesso comercial
dos combustiveis de biomassa em produgdo atualmente.

O bioetanol ¢ produzido quase que exclusivamente de matérias-primas
agucaradas, como cana-de-agucar, beterraba agucareira, sorgo sacarino e

melagos ou matérias amilaceas e feculentas, como grdos amilaceos, raizes e
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tubérculos, utilizando, geralmente, a levedura Saccharomyces cerevisiae para
realizar a fermentacdo.

Atualmente, ha um grande interesse na utilizacdo de recursos
renovaveis. Por este motivo, estdo sendo cada vez mais estudados métodos que
utilizam residuos agricolas para a obtengdo de produtos com grande valor
agregado. Os excedentes da industria de cana-de-aglicar, como o bagaco ¢ a
palha, que ndo sdo queimados para a obtencdo de energia, constituem um
problema ambiental e, a0 mesmo tempo, uma fonte renovavel de recursos. O
biocombustivel produzido de material lignocelulésico, também chamado de
bioetanol de segunda geragdo, pode apresentar vantagens energéticas,
econémicas ¢ ambientais, ¢ vem sendo estudado como fonte de agucares
fermentaveis para a producgdo de etanol, devido a sua grande disponibilidade e
baixo custo.

Um dos grandes desafios para a produgdo de etanol a partir de biomassa
lignocelulésica é contornar as barreiras fisicas e quimicas causadas pela
associacdo coesa dos principais componentes da biomassa (celulose,
hemicelulose e lignina), os quais dificultam a hidrélise da celulose e
hemicelulose a agucares fermentesciveis.

Em geral, para o bom aproveitamento da biomassa lignoceluldsica, sdo
necessarias as seguintes etapas: pré-tratamento, hidrélise, fermentacdo e
separagdo/purifica¢do de produtos.

Diversas estratégias de pré-tratamento tém sido empregadas para a
conversdo da biomassa lignocelulosica e podem ser fisicas, quimicas ou
bioldgicas ou, ainda, uma combinacdo deles. O objetivo do pré-tratamento ¢
alterar a estrutura lignoceluldsica, para facilitar a acdo subsequente das enzimas.
Cada pré-tratamento tem um efeito na fracdo de celulose, hemicelulose e lignina.

A hidrolise utilizando enzimas adequadas representa mais um método

eficaz para liberar os actcares a partir de materiais celulosicos. Um fator
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limitante para a ampliacdo desta tecnologia ¢ o alto custo das enzimas
envolvidas no processo, o que torna a busca por novas fontes de biomoléculas
capazes de contribuir para a producdo de bioetanol a partir de residuos
agroindustriais algo de grande interesse. Nesse contexto, ¢ importante ressaltar a
necessidade em isolar estirpes microbianas, produtoras de enzimas de interesse
biotecnologico, tendo em vista sua grande area de aplicagdo na producdo de
biocombustivel.

Este trabalho foi realizado com os principais objetivos de: promover o
isolamento de leveduras do solo produtoras de enzimas celuloliticas; selecionar
os melhores isolados para a producdo do extrato enzimdtico e avaliar a

capacidade hidrolitica das enzimas sobre substrato lignocelulésico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O mundo enfrenta o progressivo esgotamento de sua energia,
principalmente com base nos recursos ndo-renovaveis de combustiveis. A
utilizagdo intensiva de combustiveis fosseis tem levado ao aumento na geragdo
de gases poluentes liberados na atmosfera, o que tem causado mudangas no
clima global (SANCHEZ; CARDONA, 2008).

A preocupacao maior para a seguranga do abastecimento de petroleo e o
impacto negativo dos combustiveis fosseis no ambiente tém pressionado a
sociedade para encontrar alternativas de combustiveis renovaveis (HAHN-
HAGERDAL et al., 2006).

Os biocombustiveis, definidos como qualquer combustivel de origem
bioldgica, desde que ndo seja combustivel fossil, especialmente o etanol e o
biodiesel, surgem como alternativa com capacidade de competir no mercado com
combustiveis derivados do petroleo (CARDONA; SANCHEZ, 2006). Um esforco
global para desenvolver fontes de energia sustentaveis tem sido feito, a fim de
preservar os recursos naturais e diminuir os efeitos das emissdes de CO,
(MATSUOKA; FERRO; ARRUDA, 2009).

O etanol é, ainda, um dos mais importantes produtos originarios da
industria biotecnologica. Dois tergos da produgdo mundial de etanol combustivel
estdo localizados no Brasil e nos Estados Unidos. A expectativa deste mercado ¢é a
de que ocorra crescimento substancial na producdo de etanol para um futuro
proximo. Existem fortes incentivos econdmicos para incrementar os processos de
producao de etanol (NISSEN et al., 2000).

De acordo com Kadam (2002), o etanol pode ser produzido de duas
formas: mediante a fermenta¢do direta de mostos agucarados ou mediante a

hidrélise e a fermentacdo de amido ou material celuldsico contido na biomassa.
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2.1 Processo para producao de bioetanol

No Brasil, as industrias de aglcar e de alcool estiveram sempre
intimamente ligadas, desde o tempo do descobrimento. Deduz-se que a produgao
de alcool iniciou-se na capitania de Sdo Vicente, onde foi montado o primeiro
engenho de agucar do pais, em 1532. Por meio dele, transformava-se o melago
residual da fabricacdo do agucar em cachaga e, diretamente da garapa
fermentada, produzia-se aguardente. Por séculos as bebidas destiladas foram o
unico alcool produzido (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

O grande investimento do Brasil na tecnologia de produgdo de etanol
ocorreu na década de 1970, quando o pais se viu obrigado a buscar substitutos
para os combustiveis derivados de petrdleo, devido a crise energética mundial da
época. Hoje, o Brasil é o pais com maior ou mais avancada tecnologia de
processo fermentativo alcodlico do mundo e tem mercado garantido, devido a
adi¢do do alcool anidro a gasolina e ao desenvolvimento do motor
multicombustivel MATSUOKA; FERRO; ARRUDA, 2009).

A obtengdo do alcool por meio de fermentagdo ocorre em trés etapas
fundamentais: o preparo do substrato, a fermentagdo e a destilagdo. A primeira
fase é o tratamento da matéria-prima para a extracdo dos aglcares
fermentesciveis e ¢é distinto para os diferentes materiais utilizados. A
fermentagdo ¢ a etapa de transformacdo dos agucares em etanol e dioxido de
carbono. Enfim, a destilagdo consiste em duas operagdes: a primeira refere-se a
retirada de uma mistura hidroalcoolica impura do fermentado e a segunda, na
purificagdo dessa mistura (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

A cana-de-agucar ¢ a matéria-prima de maior importancia econdomica
para a producdo de etanol (ZANIN et al., 2000). No Brasil, este processo
industrial de produgdo de alcool combustivel emprega o caldo da cana ou

melaco (subproduto da fabricagdo do agucar), como substratos misturados em
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diferentes propor¢des, em batelada alimentada ou sistema continuo, ambos com

reutilizagdo de células de leveduras (WHEALS et al., 1999).

2.2 Microrganismos fermentadores

A fermentagao industrial é normalmente realizada pelos microrganismos
mesofilicos, como bactérias dos acidos latico e acético, fungos e diferentes cepas
de leveduras. Embora algumas bactérias temofilicas tenham sido relatadas por
serem uteis na fermentagdo do etanol (em especial Zymomonas mobilis), a
levedura Saccharomyces cerevisiae é amplamente utilizada em processos para
producgdo de alcool combustivel (ABDEL-BANAT et al.,2010). S. cerevisiae ¢ o
microrganismo mais utilizado para fermentacao e produ¢do industrial de etanol.
E capaz de fermentar glicose, manose, frutose e galactose, em anaerobiose e
condi¢des acidas de pH (WALKER, 1998); (VAN MARIS et al., 20006).

A levedura S. cerevisiae ¢é conhecida ha milhares de anos e ¢
rotineiramente utilizada em muitos processos biotecnologicos tradicionais,
incluindo  panificagdo e produgdo de varias bebidas alcoodlicas.
Consequentemente, tem sido extensivamente estudada e, assim, ¢ considerada
um sistema modelo para analises do metabolismo, em biologia molecular e
estudos genéticos dos organismos eucariotos (BADOTTI et al., 2008).

A importancia industrial das leveduras vem se estendendo além da
fermentagdo tradicional. Atualmente, os produtos da biotecnologia a partir das
leveduras afetam muitos setores comerciais importantes, como as industrias de
alimentos, bebidas, biocombustiveis, produtos quimicos, enzimas para
aplicagdes industriais, produtos farmacéuticos e agricolas. Prevé-se que a
producdo tradicional de alcool etilico, por industrias cervejeiras, vinicolas,
industrias de bebidas destiladas e de combustiveis, continuara a fornecer a maior

quantidade de produtos fermentados do mundo. Esta suposi¢do estd baseada no
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fato de que a levedura S. cerevisiae é responsavel pela produgdo dos principais
produtos de fermentacdo (PRETORIUS; TOIT; RENSBURG, 2003).

Uma das limitagdes de utilizar somente S. cerevisiae na produgdo de
bioetanol a partir de material lignoceluldsico é que ela ndo apresenta habilidade
para utilizar pentoses como xilose e arabinose (CARDONA; QUINTERO; PAZ,
2010). Porém, se a xilose for convertida a xilulose por meio da enzima xilose
isomerase, S. cerevisiae pode fermentar a xilulose a etanol. Outra maneira de
utilizar xilose por S. cerevisiae é pelo desenvolvimento de linhagens
recombinantes com genes que codifiquem as vias enzimaticas para utilizagdo da
xilose (MATSUSHIKA et al., 2009).

Certas leveduras, como Pichia stipitis, P. segobiensis, Candida tenuis,
C. shehatee e Pacchysolen tannophilus, sdo capazes de fermentar xilose a etanol,
devido a dupla especificidade das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase
(TOIVOLA et al., 1984). As taxas de etanol, no entanto, sdo mais baixas,
quando comparadas as da fermentacdo de glicose por S cerevisiae (BON;
GIRIO; PEREIRA JUNIOR, 2008)

Dentre as leveduras que fermentam xilose, P. stipitis configura-se como
a mais promissora para aplicacdo industrial, uma vez que fermenta xilose a
etanol com elevado rendimento (CHO et al., 2010).

Além de S. cerevisiae, a levedura termotolerante Kluyveromyces
marxianus também tem sido estudada para a produgdo de etanol em processos de
sacarificagdo e fermentagdo simultineos, devido a sua capacidade de crescer e
fermentar glicose com bom rendimento de etanol a temperaturas de 40°C
(TOMAS-PEJO et al., 2009).

Jamai et al. (2007) utilizaram a levedura C. tropicalis livre e imobilizada
para a producdo de etanol a partir do amido, relatando que apenas o pré-
tratamento do amido com a-amilase foi suficiente para obter a fermentagdo

completa por C. tropicalis.
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Entre as bactérias produtoras de etanol, merece destaque a espécie
Zymomonas mobilis, por apresentar atributos tecnoldgicos que potencializam o
seu emprego na fermentacdo alcodlica em escala industrial e possuir habilidades
promissoras de transformar agucares em etanol e gas carbonico, em condic¢des
comparaveis aquelas exigidas pelas leveduras (SPRENGER, 1996).

Segundo Bai, Anderson e Moo-Young (2008), a bactéria Z. mobilis tem
sido intensamente estudada, devido as suas caracteristicas de alto rendimento de
etanol e menor produgdo de biomassa. Embora S. cerevisiae e Z. mobilis
fermentem glicose a etanol rapida e eficientemente, elas ndo podem fermentar
outros acgucares, como xilose e arabinose a etanol (SAHA, 2003). Muitas
pesquisas tém sido desenvolvidas visando obter novas estirpes microbianas que
sejam capazes de fermentar uma ampla variedade de substratos e também, por
meio da engenharia genética, desenvolver microrganismos que possam ser

utilizados em processos inovadores para a produgdo de etanol.

2.3 Bioquimica da fermentacao

A fermentacdo alcoolica € um processo anaerobico que ocorre com a
transformacdo de agucares em etanol e CO, e envolve 12 reacdes em sequéncia
ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica. Este processo &
realizado, principalmente, por leveduras, no citoplasma, com o objetivo de
produzir energia, a qual serd empregada na realizagdo de suas atividades
fisiologicas e, ainda, para seu crescimento ¢ reproducdo, sendo o etanol tdo
somente um subproduto desse processo (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

Segundo Badotti et al. (2008), quando as leveduras crescem em
anaerobiose ou em altas concentra¢des de acgucar, a fermentacdo ¢ favorecida,
pois o carbono excedente ndo direcionado para a respiragdo ¢ metabolizado pela

enzima piruvato descarboxilase. Ja na presenca de oxigénio, com baixa
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concentracdo de aglicar, ou quando a captagdo de agucar pelas células € lenta, o
complexo da enzima piruvato desidrogenase direciona o fluxo glicolitico para a
respiragao.

A fermentagdo alcodlica € um processo de grande importancia, realizado
por varios microrganismos, pelo qual se obtém todo o alcool industrial e ampla
variedade de bebidas alcoolicas, destiladas ou ndo (LIMA, BASSO; AMORIM,
2001). E composta por rea¢des exotérmicas que liberam 23 a 24k cal por mol de
glicose fermentado (REED; NAGODAWITHANA 1991).

O processo da fermentagdo alcodlica caracteriza-se como uma via
catabolica, na qual ha a degradacdo de moléculas de agticar (glicose ou frutose),
no interior da célula dos microrganismos (leveduras ou bactérias), até a
formagdo de etanol e CO,. A glicolise € a via central do catabolismo da glicose,
sendo o piruvato o produto final dessse processo, o qual pode seguir diferentes
vias metabolicas: fermentagdo alcoodlica, fermentagdo lactea e respiragdo por
meio do ciclo de Krebs e cadeia respiratoria. Na fermentacdo alcodlica, o
piruvato ¢ descarboxilado formando acetaldeido que, posteriormente, é reduzido
a etanol (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Os microrganismos utilizam o agucar para obter energia para suas
fungdes vitais. Dessa forma, a biossintese do alcool ¢ uma consequéncia, € ndo
uma finalidade, da fermentagdo. Ao metabolizar anaerobicamente o agucar, ha
formagdo de energia (trifosfato de adenosina, ATP), que serd empregada na
realizacdo de varios trabalhos fisiologicos, tais como absorgdo, excrecdo e
outros, além daqueles de biossintese, necessarios a manuntencao da vida (LIMA;

BASSO; AMORIM, 2001).
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2.4 Matérias-primas para a producao de etanol

O bioetanol pode ser produzido a partir de matérias-primas contendo
aglcares fermentaveis como cana-de-aglicar e beterraba, que sdo ricos em
sacarose. Além disso, o etanol também pode ser produzido a partir de alguns
polissacarideos que sdo hidrolisados para a obtengdo de agucares simples que
podem ser convertidos a alcool etilico, como graos amilaceos, raizes e
tubérculos. Outra fonte para a produg¢do de alcool ¢ a partir da biomassa
lignocelulosica (complexo de varios polissacarideos), incluindo palhas, madeiras
e residuos agricolas, que ¢ a matéria-prima mais promissora, considerando a sua
grande disponibilidade e baixo custo (CARDONA; SANCHEZ, 2007).

O processo fermentativo ¢ o mais viavel, economicamente, para a
producdo de etanol, devido, principalmente, a grande variedade de matérias-
primas naturais ricas em agucares (sacarose, glicose, frutose e lactose),
amilaceas (graos de milho, mandioca, trigo, cevada, batata) e lignoceluldsicas
(residuos agroindustriais e florestais) que podem, direta ou indiretamente, servir
de substrato para a fermentagdo alcodlica (BON; GIRIO; PEREIRA JUNIOR,
2008).

A produgdo de bioetanol de cana-de-agucar pode se basear na
fermentagdo tanto de caldo da cana direto quanto de misturas de caldo e melago,
como ¢ mais frequentemente utilizado em regides tropicais e paises subtropicais.
Em paises europeus, melago de beterraba ¢ outra fonte de acucares fermentaveis.
Além dessas culturas, o sorgo sacarino tem sido frequentemente proposto como
potencial fonte de matéria-prima (CARDONA; SANCHEZ, 2007).

Segundo Goldemberg (2008), de todas as opg¢des disponiveis, o etanol
da cana-de-agucar ¢ o maior sucesso comercial dos combustiveis de biomassa
em producdo, atualmente. Este biocombustivel tem balango energético positivo e

tem sido beneficiado pelo apoio de politicas governamentais em varios paises,
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inclusive no Brasil que, atualmente, abastece aproximadamente 40% do
combustivel para veiculos de passeio (um ter¢o da sua demanda total de energia
para transporte) com etanol da cana-de-agtcar.

O sorgo sacarino tem sido motivo de investigacdo como fonte
complementar de matéria-prima para a produgdo de etanol. Os seus colmos
podem ser processados na mesma instalacdo destinada & produgdo de etanol de
cana-de-acucar, oferecendo também uma quantidade de residuo fibroso
(bagaco). Pode, portanto, ser uma cultura complementar a cana-de-agticar para a
producdo de etanol (TEIXEIRA; JARDINE; BEISMAN, 1997).

A producdo mundial de etanol ndo se restringe a utilizagdo de matérias-
primas agucaradas, como a cana-de-agicar. Outras fontes de biomassa sdo
aproveitadas em diversos paises.

A maior parte do etanol produzido atualmente nos Estados Unidos
utiliza o milho como matéria-prima e é responsavel por 98% da producdo desse
biocombustivel. Este pais lidera a produg¢do de milho em todo o mundo e
responde por quase metade do volume produzido. O amido é o principal
carboidrato armazenado no milho, compreendendo 70%-72% do peso seco dos
graos (BOTHAST; SCHLICHER, 2005).

Ao contrario do que ocorre com o uso do caldo de cana-de-actcar, a
produgdo de etanol do amido envolve uma etapa de pré-tratamento deste
material a agucares fermentaveis.

O processo de produgdo de alcool de milho é similar ao processo
fermentativo de caldo de cana-de-agucar. As principais diferencas estdo no
preparo da matéria-prima ¢ no sistema de fermenta¢do. No caso da cana, o
agucar para fermentagao esta no seu colmo, sendo necessaria apenas a extragao.
No caso da producdo de etanol a partir de materiais amildceos, ¢ preciso
converter o amido em agucares simples para depois fermenta-lo, o que ¢ feito

por meio da cocgdo e hidrolise enzimadtica, pela combinagdo de duas enzimas a-
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amilase e glicoamilase, antes de ser fermentado pela levedura (SANCHEZ;

CARDONA, 2008).

2.5 Substratos alternativos para producao de etanol

Toda a produ¢ao mundial de biocombustiveis se baseia, hoje, nas
chamadas tecnologias de primeira geragdo, o que significa producao de etanol a
partir de carboidratos, principalmente sacarose ou amido (cana, sorgo, milho,
trigo, mandioca) e biodiesel de 6leos vegetais ou gordura animal (soja, mamona,
dendg, 6leo de fritura e sebo).

Estdo em desenvolvimento varias tecnologias que utilizam os materiais
lignocelulosicos, oriundos de residuos de cultura, como matérias-primas (bagago
de cana-de-agticar, palha de milho, palha de trigo, palha de arroz, casca de arroz)
e, além disso, madeira, pinheiros, abetos, residuos de celulose (papel de jornal,
papel de escritorio), gramineas, capim-elefante, entre outros, que sdo mais
baratos, mais abundantes e podem ser produzidos nas mais variadas condigdes
de solo e clima (CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).

A biomassa lignocelulodsica ¢ considerada como matéria-prima do futuro
para a producdo de etanol, devido ao seu baixo custo e grande disponibilidade
(CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010). Por ser considerada fonte renovavel de
etanol e outros produtos utilizados em diversas industrias farmac€uticas e
quimicas, tem sido objeto de varios estudos (SUN; CHENG, 2002).

Os materiais lignocelulosicos s3o constituidos por uma mistura de
carboidratos polimerizados (celulose e hemicelulose) e lignina. A composigao
exata varia de espécie para espécie com relagdo aos constituintes e as proporgoes
entre eles (MOSIER et al., 2005).

A aplicagdo de residuos agroindustriais em bioprocessos, além de

fornecer substratos alternativos para a produgdo de etanol, também contribui
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para diminuir os problemas de polui¢do. Com as inovagdes biotecnologicas,
principalmente na aras de tecnologia enzimatica e de fermentagdes, muitos
caminhos t€m sido abertos para a sua utilizagdo (PANDEY et al., 2000)

Hoje, o custo de producdo de etanol a partir de substratos
lignocelulodsicos € ainda muito elevado, que ¢ a principal razdo para que o etanol
a partir desta matéria-prima nao esteja sendo utilizado em escala industrial
(CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).

Para a produgdo de etanol a partir de biomassa ligninoceluldsica,
segundo Carrasco et al. (2010), é necessario, primeiramente, disponibilizar seus
agucares para que possam ser fermentados e a hidrolise enzimatica é necessaria
para a conversao de polissacarideos da lignocelulose a agucares fermentesciveis.
Entretanto, para uma hidrélise enzimatica eficiente, é necessario, primeiramente,
submeter o material lignocelulosico a um pré-tratamento, para disponibilizar a
celulose ao ataque enzimatico. Os processos de pré-tratamentos de materiais
lignocelulésicos podem ser térmicos, quimicos, fisicos, bioldgicos ou uma
combinagdo de todos esses, o que dependera do grau de separagdo requerido e
do fim proposto (SUN; CHENG, 2002).

As enzimas celulases e hemicelulases, juntamente com pré-tratamento
adequado, disponibilizam a maior parte dos aglicares para fermentagdo. Alguns
especialistas asseguram que esta na obtengdo de enzimas, capazes de reduzir os
custos de produgdo de etanol celuldsico, a chave do sucesso do mercado mundial
de biocombustiveis nos proximos anos (TENGERDY; SZAKACS, 2003).

Neste contexto, tem aumentado progressivamente a pesquisa sobre
microrganismos produtores de celulase para a hidrolise enzimatica da celulose
em glicose, servindo como uma importante alternativa para os métodos

convencionais empregados na industria (LYND et al., 2002).
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2.6 Composicao da parede celular vegetal

A parede celular dos vegetais consiste em celulose, hemicelulose e

pectinas, além da lignina (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005) (Figura 1).

ellulose

Lignin

Cellulose Bundles

Figura 1 Representacdo esquematica da parede celular vegetal (YU; LOU; WO,
2008)

Celulose: a celulose € o constituinte principal dos vegetais, consistindo
na matéria organica mais abundante do mundo. A estrutura basica desse material
consiste de um polimero linear com 8.000-12.000 unidades de glicose, unidas
entre si por ligagdes B-D(1-4)glicosidicas. Nos vegetais, a molécula de celulose
¢ arranjada em fibrilas, consistindo de varias moléculas de celulose paralelas
unidas por pontes de hidrogénio, as quais ocorrem ligadas a lignina e a
hemicelulose (JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007).

A celulose ¢ quimicamente simples, constituindo-se apenas de glicose,
mas, em particular sua forma cristalina muito rigida, ¢ um dos materiais mais
resistentes encontrados na natureza (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005). As

moléculas paralelas de celulose sdo ligadas entre si devido a pontes de
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hidrogénio, sendo divididas em duas regides: regido cristalina, que torna a
celulose insolivel e mais resistente a agdo enzimatica, a tracdo e a agentes
quimicos. A regido amorfa, mais facilmente hidrolisavel, pode ser facilmente
hidratada e é mais acessivel as enzimas (LYND et al., 2002).

Hemicelulose: presente na lamela média das células vegetais, trata-se de
um polimero composto por uma variedade de monossacarideos, principalmente
D-xilose, e por outras subunidades, com D-manose, D-glicose, L-arabinose, D-
galactose, acido glicordnico e acido galacturénico (POLIZELI et al., 2005).

Além de variar conforme os diferentes grupos de plantas, a composi¢ao
da hemicelulose varia conforme os tipos de célula. A variedade de ligacdes e de
ramificagdes, assim como a presenca de diferentes unidades monoméricas,
contribui para a complexidade da estrutura hemiceluldsica e suas diferentes
conformacdes (BON; GIRIO; PEREIRA JUNIOR, 2008).

A hemicelulose ¢é ligada fortemente a celulose por grupos de pontes de
hidrogénio e também por meio de ligagdes covalentes e ndo covalentes com
lignina, celulose e outros polimeros essenciais a parede da célula (RAVEN,
2001). Diferentemente da celulose, a estrutura hemicelulésica ndo contém
regides cristilinas e ¢é, portanto, mais suscetivel a hidrolise quimica sob
condi¢des mais brandas (BON; GIRIO; PEREIRA JUNIOR, 2008).

As hemiceluloses, ao contrario da celulose, sdo quimicamente muito
variaveis e sua hidrolise leva a formacdo de uma variedade de pentoses, hexoses
e 4cidos (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005).

Substincias pécticas: genericamente denominada pectina, trata-se de
um polissacarideo ramificado, sendo constituido, principalmente, de polimeros
de acido galacturdnico, ramnose, arabinose e galactose. E um dos principais
componentes da parede celular das plantas, encontrando-se na lamela média

(JAYANI; SHIVALIKA; GUPTA, 2005).
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A pectina ¢ menos proeminente do que a celulose e a hemicelulose na
biomassa, no entanto, alguns residuos agricolas, como casca de citricos, sdo
extremamente ricos em pectina (VAN MARIS et al., 2006).

Devido ao carater hidrofilico da pectina, o que confere a parede celular
propriedades plasticas e flexiveis, a d4gua € capaz de penetrar através da parede
celular, favorecendo a formagao de géis (RAVEN, 2001).

Lignina: a lignina corresponde a fracdo ndo polissacaridica mais
abundante presente nos materiais lignocelulésicos. Juntamente com a
hemicelulose e a pectina, preenche os espacos entre as fibras de celulose, além
de atuar como material ligante entre os componentes da parede celular.
Apresenta estrutura ndo uniforme, altamente complexa, com massa molecular
extremamente elevada. E formada pela polimerizagio de trés diferentes
mondmeros: alcool cumarico, alcool coniferilico e alcool sinapilico, que se
caracterizam por possuirem um anel aromatico com diferentes substituintes
(BON; GIRIO; PEREIRA JUNIOR, 2008).

Em geral, plantas herbaceas, como gramineas, possuem menor teor de
lignina, enquanto as madeiras possuem maior teor, como as madeiras de
coniferas (JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007).

A medida que ocorre o envelhecimento da planta, a quantidade de
lignina tende a aumentar (RAVEN, 2001). Dependendo da sua severidade, os
pré-tratamentos utilizados nos materiais lignocelulésicos podem modificar a
lignina quimicamente, tornando este material impréprio ou de dificil manejo
para o uso como combustivel ¢ como insumo para a industria quimica (BON;

GIRIO; PEREIRA JUNIOR, 2008).
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2.7 Pré-tratamento da biomassa lignocelulésica

O pré-tratamento é uma das operagdes unitarias fundamentais para o
sucesso da conversdao de materiais lignocelulosicos em etanol. Isso ¢ devido a
estreita associacdo que existe entre os trés principais componentes da parede
celular vegetal (celulose, hemicelulose e lignina), que impde dificuldades para a
recuperacgdo dos agucares constituintes na forma de monémeros (SUN; CHENG,
2002).

Dessa forma, o pré-tratamento tem por finalidade alterar ou remover a
hemicelulose e ou a lignina, aumentar a area superficial e diminuir o grau de
polimerizagdo e a cristalinidade da celulose, o que acarreta aumento na
digestibilidade enzimatica e, consequentemente, no rendimento em agucares
fermentesciveis (MOSIER et al., 2005) (Figura 2)

Ao longo dos anos diferentes tecnologias tém sido desenvolvidas para o
pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos (JORGENSEN, KRISTENSEN;
FELBY, 2007). Diferentes materias lignoceluldsicos possuem diferentes
propriedades fisico-quimicas, sendo necessaria a adog¢do de adequadas
tecnologias baseadas nas diferentes propriedades de cada matéria-prima. Além
disso, a escolha de certos pré-tratamentos tem um grande impacto em todas as
etapas subsequentes (ALVIRA et al., 2010).

Em geral, os diversos pré-tratamentos podem ser classificados em:
fisicos (moagem, aquecimento, irradiacdo), os quais ndo alteram quimicamente
os componentes da biomassa; quimicos (ozonolise, hidrolise acida, hidrolise
alcalina, deslignificagdo oxidativa, processo orfanosolv); fisicos-quimicos
(explosdo com vapor, explosdo com amonia, explosdo com CQO,) e bioldgicos
(tratamento com fungos da podridio branca). Cada processo apresenta

caracteristicas que afetam, de forma positiva ou negativa, as etapas
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subsequentes. Além disso, as diferentes severidades respondem por um maior ou
menor grau de degradagdo da biomassa (SUN; CHENG, 2002).

Em geral, a fase liquida apos o pré-tratamento sera constituida por
aclcares (xilose, glicose e arabinose), produtos da decomposi¢do das
hemiceluloses (como acido acético gerado a partir da hidrolise de grupos acetil
ligado aos agucares) e ou da decomposi¢do dos monossacarideos liberados
(como furfural, produto da desidratacdo de pentoses e hidrometilfurfural,
produto de desidratagdo de hexoses) (GAMEZ et al., 2006)

Os produtos da degradacdo formados durante o pré-tratamento podem
ser considerados potenciais inibidores da fermenta¢do, de acordo com sua
estrutura (KLINKE; THOMSEN; AHRING, 2004).

O 4cido acético forma-se quando os radicais acetila da hemicelulose sao
hidrolisados (OLSSON; HAHA-HAGERDAL, 1996). Entre 0s compostos nio
fermenteciveis, o acido acético tem sido o acido organico mais dominante. Em
pH 6timo para a fermentagao (5,5+6,0), o acido acético se encontra na forma néo
dissociada. Quando a forma ndo dissociada do acido acético se difunde para o
citoplasma da célula, o pH intracelular diminui, resultanto no colapso do
gradiente de protons através da membrana e o comprometimento do transporte
de nutrientes (SREENATH; JEFFRIES, 2000). Dessa forma, o nivel de acido
acético no hidrolisado ¢ um fator importante para a producao de etanol a partir

da biomassa lignocelulosica (CHO et al.,2010).
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Figura 2 Esquema dos principais objetivos dos pré-tratamentos na conversdo da
biomassa em combustivel (KUMAR et al.,2009)

2.8 Mecanismos de hidroélise enzimatica

2.8.1 Degradacio enzimatica da celulose

Para realizar a degradacdo da celulose, os microrganismos produzem

uma mistura complexa de enzimas denominada de celulases. As celulases atuam

em conjunto para a hidrolise da celulose cristalina a seu componente

monomeérico, a glicose (POTHRAJ; BALAJI; EYINI, 2006).

As celulases sdo classificadas, por suas diferentes formas de acdo, em:

a) endoglucanases: endol,4-D-glicana gliconohidrolase (EC 3.2.1.4),

sdo também conhecidas como endo-B-1,4 glicanases e carboximetil

celulases. Catalisam a hidrolise interna de ligagdes f-1,4-D-

glisosidicas da celulose aleatoriamente, gerando oligossacarideos de

varios tamanhos e, consequentemente, novas cadeias terminais.

Atuam somente na por¢cdo amorfa da celulose, ¢ sua atividade

diminui conforme o encurtamento da cadeia de celulose (LYND et

al., 2002);
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b) exoglucanases ou celobiohidrolase (CBHs): atua de maneira
progressiva, em porgdes redutoras ¢ ndo redutoras das cadeias de
celulose, podendo liberar tanto glicose quanto celobiose como
produtos principais. Sdo capazes de atuar sobre a celulose
microscristalina, encurtando cadeias do polissacarideo (LYND et
al., 2002). Sdo conhecidos dois tipos de celobiohidrolases: as CBHs
I e CBHs 11, as quais se diferenciam pelo local em que se adsorvem
na molécula de celulose. As CBH I e II iniciam a hidrdlise da
molécula de celulose a partir de terminais redutores ¢ nao redutores,
respectivamente (ZANG et al, 2006). As celobiohidrolases
apresentam em sua estrutura uma regido responsavel pela ligagdo da
molécula ao substrato (CBD- cellulose binding domain) e sofrem
inibicdo pelo seu produto de hidrolise, a celobiose (AWAFO;
CHAHAL; SIMPSON, 1998);

c) P-glicosidases: completando a degradagdo da celulose a glicose, as
denominadas B-D-glicosideo glicohidrolases (E.C. 3.2.1.21) sédo
necessarias para hidrolisar oligossacarideos de cadeia curta e

celobioses soluveis em glicose (LYND et al., 2002) (Figura 3);

Glucose @
@

Exoglucanase

Cellobiohydrolase \
(CBH)
* = ®

Figura 3 Mecanismo de hidrolise da celulose por acdo das celulases
(SUKUMARAN, 2009)
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Celulossomos: em bactérias anaerobias, ocorre a presenga de
celulosomos, termo introduzido primeiramente a partir do estudo da bactéria
anaerobica Clostridium thermocellum (DESVAUX, 2005). Os celulossomos sdo
definidos com um complexo multienzimatico que possui celulases que atuam de
modo agrupado. Os microrganismos que secretam os celulossomos sobre o
substrato sdo tipicamente encontrados em ambientes anaerdbicos, como trato
digestivo de ruminantes (LYND et al., 2002). A presenga de celulossomos em
bactérias garante a adesdo direta e especifica no substrato de interesse,
permitindo melhor eficiéncia na competicdo por nutrientes com outros
microrganismos presentes na mesma biota e a proximidade entre a célula e a

celulose (DESVAUX, 2005).

2.8.2 Degradacio enzimatica da hemicelulose

A caracteristicca heteropolissacaridica das hemiceluloses torna
complexo o mecanismo de ataque enzimatico e sua hidrélise completa requer a
atuagdo de vérias enzimas de forma cooperativa (BON, GIRIO & PEREIRA
JUNIOR, 2008).

Para degradagdo total de xilanas em geral sdo necessarias diversas
enzimas acessorias. Endo-1,4-B-D-xilanases (EC 3.2.1.8) sdo enzimas que
clivam aleatoriamente o esqueleto de arabinoxilana, produzindo, principalmente,
oligossacarideo de xilose. E uma das principais enzimas envolvidas na
degradacdo deste polimero. B-1,4-xilosidades (EC 3.2.1.37) catalisam a hidrolise
de xilooligossacarideos e xilobiose a partir de terminais nao redutores, liberando
xilose (SAHA, 2003).

Para a completa hidrolise da macromolécula, ¢ ainda necessaria a acao
das seguintes enzimas desramificadoras dos grupos laterais ligados a cadeia

principal de xilana: o-glicuronosidase (EC 3.2.1.39), B-arabinosidase (EC
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3.2.1.55) e acetil xilana esterease (EC 3.1.1.72) (BON; GIRIO; PEREIRA
JUNIOR, 2008).

2.8.3 Degradacio enzimatica da lignina

A biodegradag@o da lignina ¢ um processo oxidadivo que envolve um
complexo sistema enzimatico extracelular de baixa especificidade, produzido
por fungos que colonizam madeiras. As principais enzimas envolvidas sdo
lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase. Essas enzimas apresentam
grande potencial de utilizagio na industria (BON; GIRIO; PEREIRA JUNIOR,
2008).

2.9 Microrganismos celuloliticos

A pesquisa basica e aplicada sobre celulases microbianas ndo s6 gerou
conhecimento cientifico significativo, mas também revelou seu enorme
potencial na biotecnologia. Atualmente, as celulases sdo amplamente utilizadas
em diversos segmentos da industria ¢ a demanda por estas enzimas tém sido a
forca motriz para as intensas investiga¢des, principalmente com microrganismos
produtores de celulase (BHAT, 2000).

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que
produzem celulases; apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros
celuloliticos, isto €, sdo capazes de degradar a celulose natural. Em condigdes
laboratoriais, algoddo e papel de filtro, dentre outros, sdo usados como
substratos indutores para a produg¢do de exo-glicosidases e para medir a
atividade do complexo celulolitico total (RUEGGER; TORNISIELO, 2004).

Enzimas celuloliticas sdo produzidas por uma variedade de bactérias e

fungos, aerobios e anaerdbios, mesofilos e termofilos. No entanto, relativamente
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poucos fungos e bactérias produzem altos niveis de celulase extracelular capaz
de solubilizar a celulose cristalina extensivamente (BHAT; BHAT, 1997).

Muitos desses microrganismos sdo capazes de fazer a bioconversdo
desses substratos lignocelulosicos em compostos de facil assimilagdo para o seu
metabolismo. As enzimas hidroliticas t€m papel fundamental nessa
bioconversao e agem conjunta e sinergisticamente na forma¢ao de um complexo
com varias enzimas, destacando-se celobiohidrolases, endoglucanases, beta-
glucosidases e xilanases (VALASKOVA; BALDRIAN, 2006).

Espécies de Pleurotus sdo relatadas como sendo eficientes colonizadores
e degradadores de lignoceluloses. Estes fungos realizam a degradacao
enzimatica da por¢ao lignocelulésica dos substratos pela elaboragdo das enzimas
como celulases, B-glicosidase, xilanases, lacases, manganés-peroxidases e
lignina peroxidases que estdo envolvidas na degradagdo de ligninoceluloses
(PALMIERI et al., 2000).

Espécies de Acremonium foram estudadas para a produgdo de celulase e
hemicelulase. O fungo Acremonium cellulolyticus produz celobiohidrolase, -
glicosidade, endoglucanase e xilanase (IKEDA et al., 2007).

Além dos fungos, muitas bactérias t€m sido investigadas em relagdo a
produgdo de celulase. Entre procariotos, as actinobactérias constituem uma parte
importante da comunidade microbiana responsavel pela degradagao e reciclagem
de biopolimeros naturais como a celulose (SEMEDO, 2000). Streptomyces sio
actinobactérias gram-positivas encontradas principalmente no solo, sdo
produtores de uma grande variedade de antibidticos e também sdo capazes de
degradar muitas macromoléculas, como proteinas, celulose, amido, lipideos e
quitina. Para a degradacdo de celulose, hemicelulose e lignina abundantes na
biomassa vegetal, diferentes cepas de Streptomyces sp. tém sido estudadas e

consideradas boas produtoras de celulase (JANG; CHEN, 2003)
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A vantagem das enzimas de origem bacteriana é que elas, geralmente,
sdo termoestaveis. A B-glicosidase da bactéria termofilica Caldicellusiruptor
saccharolyticus  demonstrou  ampla  especificidade  ao  substrato
celooligossacarideo, hidrolisando-o completamente a glicose, no periodo de 16
horas, a 70°C e permaneceu estavel por 250 horas, a 60°C. Devido a sua
termostabilidade, a B-glicosidase desta bactéria pode ser utilizada efetivamente
na degradagdo de materiais celulésicos (HONG, 2009).

Dentre as bactérias, existe a presenga de microrganismos
decompositores da celulose tanto aerdbios como anaerobios. Considerando as
bactérias anaerobias sdo descritos como produtores de celulases o género
Cellulomonas, espécies de Bacillus, como Bacillus subtilis, B. polymixa, B.
brevis, B. licheniformis e¢ B. cereus. Entre as bactérias anaerdbias estdo os
géneros Acetivibrio, Clostridium e Ruminococcus, capazes de formar
celulossomos (LYND et al., 2002).

Embora em muitos trabalhos haja relatos, principalmente, da eficiente
degradagdo da celulose a partir de fungos filamentosos como Trichoderma
reesei, T. viride, T. lignorum, Chrysosporium pruinosum, C. lignorum e
Fusarium solani, poucas pesquisas tém sido realizadas na identificagdo de
leveduras produtoras de celulase (THONGEKKAEW et al., 2008). Algumas
leveduras, com as do género Trichosporium sp., sdo produtoras de xilanase e
celulase (STEVENS; PAYNE, 1977).

Com o objetivo de tornar os processos de bioconversdo mais eficientes,
varios pesquisadores tém empregado estratégias para melhorar a produgdo ¢ a
eficiéncia de celulases. Para tanto, os genes de interesse podem ser inseridos por
transformacdo genética em determinados organismos. Assim, podem ser criados
microrganismos designados para atividades especificas, os quais, muitas vezes,
ndo ocorrem na natureza ¢ podem ser aplicados em determinados processos

industriais (LIMA; RODRIGUES, 2007).
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Diversos microrganismos, incluindo fungos e bactérias, sdo capazes de
produzir enzimas celulases (TSAO et al., 2000). Dessa forma, a triagem de
novos microrganismos celuloliticos é de grande interesse para a biotecnologia de

biocombustives.
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CAPITULO 2

Utiliza¢do de celulases de leveduras para producio de bioetanol de segunda

geracio

RESUMO

A producdo de etanol combustivel a partir da biomassa lignocelulosica
esta emergindo como uma das tecnologias mais importantes para o
desenvolvimento sustentavel. O presente trabalho foi realizado com o objetivo
de isolar e identificar leveduras do solo produtoras de enzimas celuloliticas,
selecionar os melhores isolados para a produgdo do extrato enzimatico e avaliar
a sacarificagdo enzimatica da celulose presente no bagago de cana-de-agucar
pré-tratado com H,SO,. Realizou-se, primeiramente, a coleta das amostras de
solo do cerrado e da regido amzodnica para o isolamento das leveduras e, em
seguida, a triagem de leveduras produtoras de celulase em meio sélido contendo
CMC (carboximetilcelulose) como unica fonte de carbono. Realizou-se a
identificacdo molecular dos isolados e foram selecionados os cinco melhores
para a quantificagdo enzimatica de endoglucanase, exoglucanase e -glicosidase.
Os isolados com as maiores atividades celuloliticas foram selecionados para a
producdo de enzima em meio liquido. O bagaco de cana-de-agucar in natura foi
pré-tratado com 2% H,SO,, durante 30 minutos, a 150°C e, em seguida, o
residuo fibroso obtido foi submetido a hidrélise enzimatica, por 72 horas. Dentre
as leveduras isoladas, 103 do cerrado mineiro e 20 da regido amazdnica, 17,47%
e 55%, respectivamente, foram produtoras de celulase, tendo a espécie
Cryptococcus laurentii sido prevalente. Todos os isolados selecionados para
quantificagdo enzimatica apresentaram alta atividade de B-glicosidase, superior
as atividades de endo e exoglucanse. O extrato enzimatico utilizado promoveu a
conversao de aproximadamente 16% da celulose, apds 72 horas de hidrdlise
enzimatica, tendo 2,26% sido encontrado na forma de glicose, o que leva a
conclusdo de que o microrganismo C. laurentii ¢ um bom produtor de f-
glicosidase.

Palavras-chave: Leveduras. Celulase. Pré-tratamento. Hidrdlise enzimatica.
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ABSTRACT

Bioethanol from lignocellulosic biomass is emerging as one of the most
important technologies for sustainable development. This study aimed to isolate
celullase producing yeasts from cerrado (Brazilian savannah) and to evaluate the
hydrolytic activities of these cellulolytic enzymes over acidic pre-treated
sugarcane bagasse. Cellulolytic activities of yeasts previously isolated from
Amazon region were also evaluated. A total of 103 yeast isolates were obtained
from cerrado and 20 from Amazon. Five of these 123 isolates showed higher
cellulolytic activity (enzymatic index, EI > 3.0) and were later evaluated for
endoglucanase, exoglucanase and B-glucosidase activities. Among these, the
best cellulase producer was selected to obtain an enzyme extract. The crushed
sugarcane bagasse was pre-treated with 2% H,SO, for 30 minutes at 150 ° C.
After pre-treating, the fibrous residue was subjected to enzymatic hydrolysis for
72 hours under a load of enzymes equivalent to 42.22 U/mg of exoglucanase,
71.64 U/mg of endoglucanase and 369.24 U/mg of B- glucosidase. The bagasse
was also characterized, by scanning electron microscopy, for morphological
changes caused by pre-treatment. Among the 103 cerrado isolated yeasts 17.47%
were able to secrete cellulose while 55% of the 20 isolates from the Amazon
region showed cellulolytic activity. All five isolates selected for enzyme
measurement showed high activity of B-glucosidase. Pretreatment with 2%
H,SO, accounted for 43% of cellulose and 32.34% of hemicellulose
solubilization. After 72 h of hydrolysis of pre-treated sugarcane bagasse by
exoglucanase, endoglucanase and - glucosidase, approximately 16% of
cellulose was degraded, being 2.26% found as glucose.

Keywords: Yeast. Celullase. Pretreatment. Enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

A producdo de etanol combustivel a partir da biomassa lignocelulosica
estd emergindo como uma das tecnologias mais importantes para o
desenvolvimento sustentavel. Nos ultimos anos, crescente aten¢do tem sido
dedicada a conversdo de certas biomassa em etanol combustivel. O etanol é uma
alternativa para reduzir as emissoes de gases do efeito estufa do setor de
transportes ¢ tem sido amplamente reconhecido como substituto e ou aditivo a
gasolina (SUKUMARAN, 2009). Em funcdo do inevitavel esgotamento da
oferta de energia do mundo, ha um interesse crescente por fontes alternativas de
energia (LIN; TANAKA, 2006).

A atual producdo de bioetanol ocorre pela fermentacdo de sacarose e
amido, oriundos, por exemplo, de cana-de-agucar, milho e mandioca, mas existe
um debate consideravel sobre sua sustentabilidade. Neste contexto, o bioetanol
produzido a partir da biomassa lignoceluldsica é uma alternativa interessante,
pois as matérias-primas ndo competem com as culturas alimentares, além de
serem mais baratas do que as culturas agricolas convencionais (ALVIRA et al.,
2010)

Os materiais lignocelulésicos representam a fracdo mais expressiva da
biomassa vegetal. Sdo constituidos por trés fragdes principais que, juntas,
perfazem mais de 90% da massa seca total. Sdo elas: celulose, hemicelulose e
lignina (PANDEY et al., 2000).

A celulose é o constituinte mais abundante da biomassa vegetal,
representando cerca de 30% a 50% do tecido vegetal e conferindo-lhe rigidez.
(PANDEY et al., 2000). Dado seu carater renovavel, a celulose constitui uma
matéria-prima potencial para a produgdo de biocombustivel, produtos quimicos,
energia e outros materiais de interesse na industria (POTHIRAJ; BALAJI;
EYINI, 2006).
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Os monossacarideos contidos nas fragdes celuldsica (glicose) e
hemiceluldsica (xilose, arabinose, manose e galactose) representam os substratos
que podem ser utilizados para a producdo de etanol por via fermentativa.
Entretanto, a intima associacdo entre as trés fra¢des principais (celulose,
hemicelulose e lignina) ¢ tal que impde dificuldades para a recuperagdao dos
agucares constituintes na forma de monémeros (SUN; CHENG, 2002).

Muitos materiais lignoceluldsicos tém sido testados para a produgao de
bioetanol. Em geral, as matérias-primas potenciais para produgao de etanol sdo:
residuos de cultura (bagaco de cana-de-acucar, palha de milho, palha de trigo,
palha de arroz, casca de arroz), madeira, pinheiros, abetos, residuos de celulose
(papel de jornal, papel de escritorio), gramineas e capim-elefante, entre outros.
Nos paises tropicais, em especial no Brasil, um dos principais materiais
lignocelulosicos encontrados em grandes quantidades ¢ o bagaco de cana-de-
acucar ou sugarcane bagasse (SCB), o residuo fibroso obtido apds a extragdo do
caldo da cana no processo de produgdo de agucar (CARDONA; QUINTERO;
PAZ, 2010). Cerca de 50% desse residuo ¢ utilizado em usina de destilaria como
fonte de energia e o restante ficara estocado. Portanto, em virtude da importancia
do bagaco como residuo industrial, existe um grande interesse no
desenvolvimento de métodos para o aproveitamento do bagago para a produgao
de combustiveis e outros produtos de interesse econdmico (PANDEY et al.,
2000).

Para a producdo de etanol a partir da biomassa lignoceluldsica sdo
necessarias as seguintes etapas: pré-tratamento, hidrolise, fermentagdo e
separacao/purificagdo de produtos. O conceito geral envolve pré-tratar a matéria
para, entdo, submeté-la a hidrolise enzimatica. A tarefa de hidrolisar em
monossacarideos fermentesciveis é ainda tecnicamente dificil, devido a baixa

digestibilidade da celulose por muitos fatores fisicos-quimicos e estruturais.
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Devido a essas caracteristicas estruturais, o pré-tratamento ¢ um passo essencial
para a obtengdo de aglicares fermentesciveis na etapa de hidrolise.

O objetivo do pré-tratamento é quebrar a estrutura da lignina, romper a
estrutura cristalina de celulose para melhorar a acessibilidade das enzimas
durante a etapa de hidrdlise enzimatica (MOSIER et al.,2005).

A hidrolise utilizando enzimas adequadas representa mais um método
eficaz para liberar os aglicares a partir de materiais celulosicos. No processo
enzimatico, a hidrolise da celulose ¢ catalisada por enzimas especificas
denominadas de enzimas celuloliticas ou celulases (TALEBNIA;
KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010). As enzimas celuloliticas podem ser
produzidas por fungos, como Trichoderma reesei e Aspergillus niger ou
bactérias como Clostridium cellulovorans. A maioria das pesquisas para
producdo comercial de celulases tem se concentrado sobre fungos, pois a
maioria das bactérias produtoras ¢ anaerobia, com uma taxa de crescimento
muito baixa (TALEBNIA; KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010).

O primeiro passo para o desenvolvimento de um processo industrial para
a producdo de uma enzima ¢ isolar as cepas potenciais. Isolamento e selecdo de
microrganismos produtores de celulases sdo de imensa importancia, tendo em
vista a procura de novas enzimas e a melhoria de suas aplicagdes
biotecnologicas (KASANA et al.,2008). Diante disso, o presente trabalho foi
realizado com os objetivos de isolar leveduras do solo produtoras de enzimas
celuloliticas, selecionar os melhores isolados para a producdo do extrato
enzimatico e avaliar a capacidade hidrolitica do extrato enzimatico sobre o

bagaco de cana pré-tratado com H,SO, diluido.
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2 MATERIAL E METODOS

Um esquema das etapas realizadas para o desenvolvimento do trabalho

esta apresentado na Figura 1.

1 ETAPA
Coleta das amostras de solos do cerrado e da Amaz6nia

J

2 ETAPA
Isolamento das leveduras

J

3 ETAPA
Triagem de leveduras produtoras de celulase

J

4 ETAPA
Determinacéo da atividade enzimatica

J

5 ETAPA
Avaliacdo em substrato lignocelulolitico

Figura 1 Esquema das etapas realizadas para o desenvolvimento do trabalho
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2.1 Amostragem

A amostragem de solo foi realizada na estag@o chuvosa, no cerrado de
Minas Gerais, em areas dos municipios de Arcos, Passos ¢ Luminarias.

Arcos: localizada na zona do Alto Sao Francisco, regido centro-oeste de
Minas Gerais (20°17'29" S 45°32"23" W).

Luminarias: situa-se no Sul de Minas e tem a posi¢do geografica
determinada pelas coordenadas 21°31'26"S e 44°54'11"W.

Passos: encontra-se na regido sul do estado de Minas Gerais, nas
coordenadas 20°43'08"S de latitude e 46°36'35" W de longitude.

Foram coletadas 5 amostras compostas (A, B, C, D e E) por area de
estudo, totalizando 15 amostras compostas. Cada amostra composta foi
constituida por 12 subamostras simples, coletadas a profundidade de 0-20 cm.
Para cada ponto de amostragem, as subamostras foram coletadas em dois
circulos concéntricos com raio de 3 e 6 m do centro (Figura 2).

As amostras de solo foram extraidas com o auxilio de um trado
previamente lavado com alcool e flambado, acondicionadas em sacos plasticos
estéreis e transportadas ao laboratério e conservadas em camara fria até o inicio

do experimento (MOREIRA et al., 2009).
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Figura 2 Esquema do ponto de amostragem: uma amostra composta de solo (12
subamostras) foi coletada ao redor do ponto de amostragem
(MOREIRA et al.,, 2009). Representa, além dos esquemas de
amostragem, um mapa com a localizagcdo aproximada das cidades

Para a amostragem de solo da regido amazdnica, as coletas foram
realizadas entre as coordenadas 4°21°e 4°26° sul e 69°36° ¢ 70°1’ oeste, tendo
uma area de, aproximadamente, 54.000 m’, regido do Alto Solimdes, oeste do
estado do Amazonas, no municipio Benjamin Constant (COELHO et al.,2005).
As amostras foram coletadas, em fevereiro de 2008, pelos pesquisadores do
projeto BiosBrasil. O esquema amostral seguiu a metodologia proposta por

Fidalgo et al. (2005)
2.2 Isolamento de leveduras
As leveduras foram isoladas pela técnica de enriquecimento das

amostras de solo. Para isso, 10 g da amostra foram suspensos em 90 mL de meio

yeast extract peptone glucose (YEPG) liquido (glicose 2%, peptona 1%, extrato
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de levedura 0,5%, m/v) e incubados, a 28°C, em agitador rotativo (130 rpm),
durante 2 a 7 dias.

A partir das amostras enriquecidas, aliquotas foram obtidas para realizar
diluigdes decimais seriadas em 900 pL de agua peptonada (peptona 0,1%), até a
obtencdo da diluicdo 10°~.

Para a obten¢@o de colonias cultivaveis, foi realizado plaqueamento por
espalhamento em superficie, com auxilo de al¢a de Drigalski, em meio de
cultura agar YEPG (pH 3,5, para inibi¢do do crescimento bacteriano), sendo as
placas incubadas a 28°C, por um periodo de 24 a 72 horas. O nimero de
isolados selecionados para a purificagdo foi determinado pela raiz quadrada do
numero total de isolados contados, conforme mencionado em Bacteriological
Manual for Foods (FOOD DRUGS ADMINISTRATION, 1998). As coldnias
dos diferentes morfotipos foram caracterizadas quanto ao tamanho, a forma, a
elevacdo, a cor, a textura e ao bordo (DIAS; SCHWAN, 2010).

As colonias obtidas foram posteriomente purificadas em meio agar
YEPG (pH 3,5) e repicadas rotineiramente para obten¢do de colonias isoladas.
Apoés o crescimento, foram preparadas laminas a fresco, para A certificacdo da
pureza dos isolados.

Os isolados obtidos foram preservados a -86°C, em criotubos contendo

YEPG liquido, acrescido de glicerol na concentragdo final de 20%.

2.3 Atividade enzimatica qualitativa

Para selecionar cepas potenciais produtoras de celulases, foi realizada
analise qualitativa pelo método proposto por Kasana et al. (2008).

Foram avaliadas leveduras isoladas das regides de cerrado, nas cidades
de Passos, Arcos ¢ Lumindarias, MG e leveduras previamente isoladas na regiao

amazonica, municipio de Benjamin Constant, AM, nas vegetacdes denominadas
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Floresta 6, Floresta 57 e Capoeira Nova 19 A. As leveduras isoladas sdo
pertencentes a colegdo de Microrganismos do Laboratério de Fisiologiae
Genética de Microrganismos do DBI/UFLA.

A determinacdo da producdo e¢ da atividade da enzima celulase foi
realizada em meio agar carboximetilcelulose (CMC) contendo (em % m/v) 2%
de CMC, 0,2% de NaNO;, 0,1 % de K,HPO,, 0,05% de MgSOs, 0,05%, 0,02%
de peptona e 1,5% de agar. Aproximadamente 10’cel/mL foram inoculadas pela
técnica de plaqueamento por microgota. As placas foram incubadas por 48
horas, a 28°C e a revelagao foi realizada adicionando-se solu¢ao aquosa de iodo
(KI 0,67%, iodo 0,33% m/v) na superficie, deixando-a em contato por 3-5
minutos. A hidrolise da carboximetilcelulose foi evidenciada pela formagao de
um halo de coloracio clara ao redor da colonia.

A atividade enzimatica qualitativa foi estratificada por meio da relagdo
entre o diametro médio do halo de degradagdo e o didmetro médio da colonia,
expressa como indice enzimatico de atividade (IE). Foram consideradas fortes

produtoras de celulases as leveduras cujo IE foi igual ou superior a 3.

2.4 Atividade enzimatica quantitativa

Foram selecionados cinco isolados de levedura que apresentaram
maiores indices enzimaticos (IE>3), a partir do teste qualitativo. Para o teste de
quantificagdo enzimatica, os isolados foram cultivados em meios de cultura
especificos (descritos a seguir) e os diferentes extratos enzimaticos foram
caracterizados quanto as atividades de exoglucanase, endoglucanase e [-

glicosidase e aos teores de proteinas totais.
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2.4.1 Atividade de exo 3-1,4 glucanase (EC 3.2.1.91)

Os isolados foram incubados em Erlenmeyer contendo 50 mL de meio
CMC liquido modificado (NaNO; 0,2%, K,HPO,4 0,1%, MgSO, 0,05%, KCI
0,05%, CMC 0,2%, peptona 0,02%, glicose 0,01%, m/v), substituindo-se a CMC
pelo indutor Avicel®. Os frascos foram mantidos sob agitagdo, a 150 rpm, a
28°C, durante 48 horas.

Para a separagdo do extrato bruto, fez-se a centrifugacdo a 6.000 rpm,
por 10 minutos, a temperatura de 10°C. Os sobrenadantes foram armazenados
em freezer para posterior determinagdo da atividade enzimatica.

A atividade de exoglucanase foi mensurada por método
espectrofotométrico  indireto, utilizando-se  hidrazida do acido p-
hidroxibenzoico 1% m/v (PAHBAH) para a dosagem de glicose liberada pela
acdo da enzima (LEVER, 1972). Para a reagao, foram utilizados 50 uL da fonte
enzimatica e 450 uL de Avicel® 1% (m/v), em tampao acetato de sodio 0,05 M
(pH 5,0), como substrato. Ap6s 30 minutos de incubacao a 50°C, a reagdo foi
paralisada com adi¢do de 1,5 mL PAHBAH 1%. Em seguida, a mistura foi
aquecida a 100°C, por 5 minutos e, logo apos, resfriada em gelo.

A leitura da absorbancia foi realizada a 410 nm contra branco (1,5 mL de
PAHBAH + 0,5 mL de tampao acetato de sodio 0,05 M). Para cada amostra
foram realizadas 3 repeti¢des. As leituras das amostras foram subtraidas do
controle (mistura sem incubacdo prévia) e os resultados plotados em curva
padrao de glicose. A atividade enzimatica (U/ml) foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 ug de glicose por minuto. A atividade
especifica (U/mg) foi obtida pela razdo entre U/mL e a quantidade de proteinas

(em mg/mL) determinada (BRADFORD, 1976) no extrato enzimatico
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2.4.2 Atividade de endo B-1,4 glucanase (EC 3.2.1.4)

Para a determinagdo da atividade de endo [-1,4 glucanase foi realizado o
cultivo dos isolados em meio CMC liquido, como descrito no item anterior,
tendo como indutor carboximetilcelulose.

Para a reacdo, foram utilizados 50 pL. da fonte enzimatica e 450 pL de
CMC 1% (m/v) em tampdo acetato de sédio 0,05 M (pH 5,0). A mistura foi
incubada, a 50°C, por 30 minutos ¢ a reagdo foi paralisada com adigdo de 1,5 mL
de PAHBAH 1% (m/v). Em seguida, a mistura foi aquecida a 100°C, por 5
minutos e, logo apds, resfriada em gelo.

A leitura da absorbancia foi realizada a 410 nm contra branco (1,5 mL de
PAHBAH + 0,5 mL de tampdo acetato de sodio 0,05M). As leituras das
amostras foram subtraidas do controle (mistura sem incubagdo prévia) ¢ os
resultados plotados em curva padrao de glicose, representando a produgdo em
atividade especifica. A atividade enzimatica (U/ml) de endo B-1,4 glucanase foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar um pg de glicose
por minuto. A atividade especifica (U/mg) foi obtida pela razdo entre U/mL ¢ a
quantidade de proteinas (em mg/mL) determinada (BRADFORD, 1976) no

extrato enzimatico.

2.4.3 Atividade de pB-glicosidase (EC 3.2.1.21)

Para a quantificagdo da atividade [B-glicosidase, foi utilizado como
indutor a celobiose, nas mesmas condi¢des descritas no item 2.4.1

A atividade de B-glicosidase foi determinada pela reagdo que consistiu
de 300 pL de p-nitrofenil glucopiranosidio como substrato e 200 pL da fonte
enzimatica. A mistura da reacdo foi incubada, a 50°C, por 30 minutos, sendo

paralisada pela adi¢do de 1 mL de Na,CO; 1M. Os resultados da atividade foram
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obtidos subtraindo-se os valores das absorbancias das amostras e controle
obtidas em leitura a 405 nm e plotando-se em curva padrdao de p-nitrofenol. A
atividade enzimatica (U/ml) de B-glicosidase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar um ug de p-nitrofenol por minuto. A atividade
especifica (U/mg) foi obtida pela razdo entre U/mL e a quantidade de proteinas

(em mg/mL) determinada (BRADFORD, 1976) no extrato enzimatico.

2.4.5 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas foi obtida segundo o método de Bradford,
(1976) que consistiu em reagdo com 100 ulL de amostra e 1.000 pL. de reagente
de Bradford concentrado, adicionado sob agitagdo. Apos 5 minutos procedeu-se
a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. O aparelho foi calibrado com 100 uL
de agua ou tampdo e 1000 pL do reagente concentrado de Bradford. A
concentracdo de proteinas foi expressa mg de proteina/mL e obtida pela

plotagem em curva padrao de albumina de soro bovino (BSA).

2.5 Analise estatistica

Os dados de indice enzimatico, bem como para comparagdao do
melhor isolado produtor das enzimas endoglucanase, exoglucanase e [-
glicosidase, foram submetidos a analise de varidncia (ANAVA), seguida
de teste de Skott Knott, a 5% de significancia. Todas as analises foram
realizadas utilizando-se o programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
1999).
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2.6 Identificacao molecular de leveduras produtoras de celulase

O sequenciamento da regido ITS foi empregado para a identificagdo das
leveduras, utilizando metodologia descrita por Ramos et al. (2010). A regido ITS
foi amplificada utilizando-se 0s primers ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'). A reacdo de PCR foi realizada nas
seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 94°C, por 3 minutos, seguida por 35
ciclos de 94°C, por 1 minuto; 52°C, por 45 segundos ¢ 72°C, por 1 minuto. Uma
extensdo final a 72°C foi realizada por 7 minutos. Os produtos amplificados
foram enviados para Macrogen (Coreia do Sul) para sequenciamento. As
sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias conhecidas no banco de
dados do GenBank, usando a ferramenta BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

2.7 Avaliacdo da capacidade hidrolitica das enzimas sobre substrato

lignocelulolitico

2.7.1 Bagaco de cana-de-acuicar

O bagaco, apos secagem a atmosfera ambiente, foi moido em moinho de
facas e, posteriormente, peneirado (20 mesh). Em seguida, foi determinado o
teor de umidade, por meio da balanga determinadora de umidade (Marte-1D50).

A amostra do bagaco in natura foi caracterizada quanto a sua
composi¢do quimica, teor de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas, de acordo
com a metodologia descrita por Van Soest (1967), no Departamento de Ciéncias

de Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Lavras.
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2.7.2 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-agticar com H,SO, diluido

O pré-tratamento do bagago de cana-de-agucar foi realizado no
Laboratorio de Fermentagdo IV, no Departamento de Bioquimica da Escola de
Engenharia de Lorena (EEL-USP).

Utilizou-se reator de aco inoxidavel (marca Parr, modelo 4848) com
capacidade de 2 L, nas seguintes condi¢des: 15% de teor de solidos (bagago)
(m/v), 500 mL da solugdo de H,SO,; (2,0% m/v), durante 30 minutos, a
temperatura de 150°C.

Apds o tempo reacional, foi realizada filtragdo a vacuo em filtro de
porcelana, obtendo-se uma fragdo liquida e uma massa residual de solidos
(residuo fibroso). As fragdes obtidas foram armazenadas a 4°C, para posterior
caracterizacao.

O residuo fibroso, ap6s varias lavagens com agua, foi seco em estufa, a
65°C, até massa constante. A composi¢do quimica deste material foi
determinada conforme descrito no item 2.7.1, no Departamento de Ciéncias de

Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Lavras.

2.7.3 Hidrdlise enzimatica de bagaco de cana-de-agticar

O residuo fibroso obtido no item anterior foi submetido a hidrélise
enzimatica. Para isso, apds a avaliagdo quantitativa, produziu-se o extrato
enzimatico do melhor isolado produtor das celulases (B-glicosidase, exo e
endoglucanases), nas mesmas condi¢des descritas no item 2.4.

Os ensaios de hidrolise enzimatica do bagago pré-tratado foram
realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL, em triplicata. A mistura reacional
foi composta de 75 mL de tampado acetato de sodio (0,05M, pH 5.,0), 2% da

biomassa pré-tratada, autoclavados por 15 minutos, a 121°C, e 75ml do coquetel
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de enzimas produzida para a hidrolise enzimatica do bagago de cana (composto
de 35mL de exoglucanase, 25mL de endoglucanase ¢ 15mL de B-glicosidase,
equivalente a carga enzimatica de 42,22 U/mg de exoglucanase, 71,64 U/mg
endoglucanase e 369,24 U/mg B-glicosidase). Do mesmo modo, o substrato sem
coquetel enzimatico foi realizado como controle, completando-se o volume com
tampao acetato de sddio (0,05M, pH 5,0).

A hidrolise foi realizada a 45°C, sob agitacdo mecanica, a 150 rpm, por
72 horas. Nos tempos 0, 24, 48 e¢ 72 horas de hidrélise enzimdtica foram
retiradas aliquotas de 2 mL, as quais foram congeladas, para posteriores analises
cromatograficas.

O residuo fibroso remanescente foi caracterizado quanto ao teor de

celulose, hemicelulose e lignina, como descrito no item 2.7.1.

2.7.4 Analises cromatograficas

A fragdo liquida obtida apds o pré-tratamento com H,SO, foi submetida
a analises cromatograficas para a determinacgdo das concentragdes de celobiose,
glicose, xilose, arabinose, acido acético e furfural.

As amostras retiradas a cada 24 horas da hidrélise enzimatica também
foram submetidas a analises cromatograficas para a determinagdo dos mesmos
compostos.

As analises de glicose e acido acético foram realizadas em
cromatografo de fase liquida Shimadzu, modelo LC-10Ai, equipado com
detectores de indice de refracdo, modelo RID-10A, e de ultravioleta, modelo
SPD-10Ai. A coluna utilizada foi de troca catidonica (poliestireno divinil-
benzeno), modelo Shim-pack SCR-101 de 30 cm de comprimento ¢ 7,9 mm de
didmetro. As concentragdes de furfural foram analisadas pela cromatografia

gasosa (CG) Shimadzu, modelo 17 A, equipado com detector de chama
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ionizda (FID). As analises foram realizadas segundo a metodologia de Duarte
et al. (2009).

Para a determinacdo das concentracdes de celobiose, xilose e arabinose,
foram utilizadas as seguintes condi¢des: coluna NH, — SPHERISORH Sum (4,6
x 150mm), temperatura 37°C, solucdo de acetonitrila/agua (80:20), fluxo

ImL/min e volume da amostra injetada 20 pL.

2.7.5 Caracterizacdo estrutural do bagaco de cana-de-acicar, por

microscopia eletronica de varredura

Para a caracterizacdo estrutural foi feita microscopia eletronica de
varredura das amostras de bagago de cana-de-agucar in natura, pré-tratado com
H,SO, e apo6s a hidrolise enzimatica (72 horas), utilizando o microscopio
eletronico de varredura LEO, modelo EVO 40. As amostras foram montadas em
suporte de aluminio “stubs” e, em seguida, submetidas ao recobrimento metalico

com ouro (metalizador Bal-Tec SCD 050).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento de leveduras

A populagdo de leveduras foi avaliada apods enriquecimento das
amostras de solo em meio YEPG, a 28°C, por 48 horas. A densidade
leveduriforme (UFC/g de solo) variou de 8,90 UFC/g (pontos A ¢ D de Arcos) a
3,34 UFC/g (ponto B de Passos), encontrada apds o enriquecimento e ¢
apresentada no Grafico 1.

Foram obtidos 103 isolados de leveduras, tendo todos eles apresentado

as mesmas caracteristicas morfologicas.
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Pontos de Coleta

Grafico 1 Densidade microbiana em Log de Unidades Formadoras de Colonia/g
de solo. Os pontos A, B, C, D ¢ E referem-se as cinco amostras
compostas coletadas para as regides de Passos, Arcos e Luminarias
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Por se tratar de amostras procedentes do meio ambiente, nenhum
resultado ¢ inesperado quanto ao tamanho populacional e a diversidade de
microrganismos. A populagdo leveduriforme presente no solo é variada e ¢
influenciada por varios fatores, como longevidade de espécies, junto com a
habilidade de competirem com outros organismos do solo, composi¢ao do solo,
estacdo do ano, clima, temperatura, exposicdo ao sol e umidade, entre outros.
Esses resultados podem estar relacionados com estes fatores, uma vez que
podem ser encontradas de poucas células até milhares de células por grama de
solo em diferentes amostras provenientes de um mesmo ambiente (DIAS;
SCHWAN, 2010).

E comumente conhecido que as leveduras ocorrem em ampla variedade
de tipos de solo e uma vasta diversidade de areas geograficas que vao desde as
zonas articas até os tropicos. Inimeras espécies sdo habitantes tipicas, exercendo
uma contribuigdo significativa para biodiversidade. Muitas diferentes leveduras
ascomicetos e basidiomicetos ja foram encontradas no solo (BOTHA, 2006).

Morais et al. (1995) sugeriram que atividades antropogénicas em
fragmentos florestais diminuem a riqueza de espécies de leveduras nas areas
perturbadas. No entanto, por se tratar de regides conservadas do cerrado mineiro,
o baixo numero de morfotipos de leveduras pode estar relacionado com
caracteristicas intrinsecas desta regido. Na maioria dos casos, a populacdo
leveduriforme e a composicdo de espécies estdo distribuidas de forma desigual

no solo (BOTHA, 2011).
3.2 Atividade enzimatica qualitativa
Para a selecdo de leveduras produtoras de celulase, foram avaliadas as

103 leveduras isoladas das regides de cerrado, nas cidades de Passos, Arcos e

Luminarias, MG, e 20 leveduras isoladas na regido amazdnica, municipio de
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Benjamin Constant, AM, nas vegetacdes denominadas Floresta 6, Floresta 57 ¢
Capoeira Nova 19 A.

Dos 103 isolados nas regides de cerrado mineiro, 18 foram positivas, ou
seja, 17,47% apresentaram halo de degradagdo ao redor da colonia,
evidenciando a producdo de celulase (Grafico 1). Dentre as produtoras,
destacaram-se as leveduras isoladas no ponto E da cidade de Passos. As
leveduras isoladas nos demais pontos de Passos e nas regides de Arcos e
Luminarias ndo apresentaram atividade celulolitica considerada satisfatéria (IE >
3) para serem avaliadas nos testes quantitativos (Tabela 1).

Em relacdo aos isolados da regido amazonica (Tabela 2), das 20
linhagens de leveduras avaliadas, 11 foram produtoras de celulase,
correspondendo a 55% do total de isolados. Destes, 55%, a maioria das
leveduras isoladas da Capoeira Nova 19 A, apresentaram atividade celulolitica

satisfatoria (IE>3).

Figura 3 Placas com agar CMC inundadas com iodo de Gram
Halo ao redor das colonias de leveduras produtoras de celulase
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Dentre os isolados com atividade celuloliticas das regides de cerrado
mineiro estudadas, 94% apresentaram indice enzimatico >2,0. Verificou-se
IE>3,0 para os isolados UFLA CES PA-E 523 e PA-E 526, sendo considerados
bons produtores de celulase. Na regido amazonica, todos os isolados com
atividade celulolitica apresentaram IE>2,0 e, destes, 63,6% tiveram IE>3,0.

Apesar de ndo apresentarem diferenca estatistica entre os indices
enzimaticos, tanto dos isolados do cerrado quanto da regido amazonica, foram
selecionadas para o teste de producao de celulase em meio liquido as leveduras

que apresentaram o maior dado numérico de indice enzimatico (TABELA 3).
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Tabela 1 Resultado qualitativo do teste para a producdo enzimatica de celulase,
leveduras isoladas do solo do cerrado mineiro. Os melhores produtores
estdo marcados em negrito

Local de coleta Isolado Indice enzimatico (média)
UFLA CES 519 2,25
UFLA CES 520 2,00?
UFLA CES 521 2,11*
UFLA CES 522 2,37%
UFLA CES 523 3,16°
UFLA CES 524 2,85
UFLA CES 525 2,71%
UFLA CES 526 3,16°
Passos UFLA CES 546 2,57*
UFLA CES 547 2,67°
UFLA CES 548 1,89%
UFLA CES 549 2,437
UFLA CES 550 2,57%
UFLA CES 551 2,57
UFLA CES 552 2,29
UFLA CES 553 2,57%
UFLA CES 554 2,83%
UFLA CES 555 2,252

Indice enzimético (IE) = @ halo/ @ Colénia
"Letras iguais na linha ndo diferem entre si, pelo teste Skott-Knott, a 5% de
probabilidade
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Tabela 2 Resultado qualitativo do teste para a produgdo enzimatica de celulase,
leveduras isoladas do solo da regido amazodnica. Os melhores
produtores estdo marcados em negrito

Local de coleta Isolado Indice enzimatico (média)

UFLA AMS 95.1B 3,30°

UFLA AMS 95.5B 3,00

UFLA AMS 96.2 3,00

UFLA AMS 98.1 A 3,50 °

UFLA AMS 98.2 A 2,85%

CapoeiraNova19 A UFLA AMS 99.1 A 3,00
UFLA AMS 99.2 A 3,30°

UFLA AMS 102.1 2,71%

UFLA AMS 103.2 3,147

UFLA AMS 106.2 2,85

UFLA AMS 106.8 2,85%

indice enzimatico (IE) = @ halo/ @ Colénia
"Letras iguais na linha ndo diferem entre si, pelo teste Skott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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3.3 Identificacao molecular de leveduras produtoras de celulase

A maioria dos isolados que apresentaram resultados positivos para
producdo de celulase, em meio so6lido, foi identificada como Cryptococcus
laurentii, a partir do sequenciamento da regido ITS e posterior compara¢do no
GenBank, utilizando a ferramenta BLAST. As sequéncias exibiram uma
similaridade superior a 98% (Tabela 3). Os isolados que apresentaram
similaridade inferior a 95% ou que ndo foram identificados foram novamente

sequenciados para a confirmagdo das espécies.



68

Tabela 3 Espécie de levedura produtoras de celulase, isoladas do solo do cerrado
mineiro ¢ da regido amazodnica, identificadas por sequenciamento de

DNA
Regido Isolado v Espécie
similaridade
Cerrado  UFLA CES 519 98% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 520 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 521 92% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 522 80% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 524 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 526 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 547 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 548 90% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 549 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 550 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 551 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 552 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 553 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 554 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA CES 555 99% Cryptococcus laurrentii
Amazdnia UFLA AMS 95.1B 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA AMS 96.2 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA AMS 98.1 A 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA AMS 98.2 A 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA AMS 99.1 A 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA AMS 99.2 A 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA AMS 102.1 99% Cryptococcus laurrentii
UFLA AMS 103.2 90% Cryptococcus laurrentii

UFLA AMS 106.2 99% Cryptococcus laurrentii
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O género Cryptococcus ¢ caracterizado por células redondas ou ovais
envoltas por uma capsula (BEHAM, 1955). As espécies deste género sdao
basidiometos anamorficos (WALKER, 1998); (VAN STADEN et al., 2007) ).
As células sdo globosas ou subglobosas, com brotamento polar ou multilateral;
hifas e pseudo-hifas podem estar presentes (HALL; WATSON, 2002). Por
possuirem uma capsula, as espécies do género Cryptococcus sdo capazes de
sobreviver em diversos habitats ¢ podem ser encontradas nos mais variados tipos
de solos (BOTHA, 2006).

O isolamento de espécie Cryptococcus laurentti ja foi anteriomente
relatado por Vital et al. (2002), em solos amazodnicos, em solos agricolas e de
floresta temperada (SLAVIKOVA; VADKERTIOVA, 2003); (SLAVIKOVA;
VADKERTIOVA, 2000), caracterizando-a como tipicas do ambiente. No
presente trabalho, foi encontrada a levedura Cryptococcus laurentti a partir de
solos do cerrado mineiro e da regido amazonica.

Segundo Pavlova et al. (2001), alguns isolados de Cryptococcus sao
psicrofilicos, criotolerantes, com temperatura 6tima de crescimento de 15°C. No
entanto, alguns isolados podem crescem a temperatura de 37°C, o que revela a
capacidade adaptativa destas leveduras a diversos ambientes.

As leveduras basidiomicetos possuem consideravel importancia
econdmica, agricola ¢ médica e as estimativas indicam que o numero de
leveduras conhecidas representa cerca de 1% das espécies que vivem na
natureza. Ha um crescente interesse em descobrir estas espécies para exploragdo
econémica ¢ ha necessidade de compreender a sua biodiversidade e fungdes

ecologicas (FELL et al., 2000).
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3.4 Atividade enzimatica

As leveduras selecionadas foram cultivadas em meio liquido, por 48
horas, com os respectivos indutores carboximetilcelulose, celulose
microcristalina e celobiose, para verificar a capacidade de produgao das enzimas
endoglucanase, exoglucanase e -glicosidase, respectivamente.

No Grafico 2 ¢ apresentado o resultado da atividade enzimatica de
endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase. Todas as leveduras selecionadas
na triagem em placa (IE>3) foram capazes de produzir enzimas celuloliticas nos
diferentes meios de indugdo, sendo a atividade de B-glucosidase superior a de
exo e endoglucanase.

Nao houve diferenca na producdo de endo e exoglucanase, para os cinco
isolados avaliados (UFLA CES 523, UFLA CES 526, UFLA AMS 95.1B,
UFLA AMS 98.1A ¢ UFLA AMS 99.2A). No entanto, para a enzima [-
glicosidase, alguns isolados apresentaram diferengas na atividade enzimadtica,
tendo o isolado UFLA AMS 95.1 B se destacado como melhor produtor (24,61
U.mg™).
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Grafico 2 Atividade enzimatica especifica de endoglucanase, exoglucanase ¢ 3-
glicosidase (U/mg) das leveduras selecionadas para a producdo de
celulase em meio liquido, por 48 horas. As letras iguais ndo diferem
entre si, pelo teste de Skott-Knott, a 5% de probabilidade. As barras
indicam o desvio padrao das médias

Essa atividade de B-glicosidase (24,61 U.mg™") pode ser devido ao fato
de a maioria das espécies de leveduras que ocorrem em solos possuir amplo
espectro de habilidade metabdlica, permitindo a utilizagdo de varios produtos
resultantes da degradagdo de plantas e outros microrganismos. Além disso,
quase todas as leveduras do solo podem crescer em presenga de celobiose como
fonte de carbono, produzida durante a quebra da celulose (SLAVIKOVA
KOSIKOVA; MIKULASOVA, 2002). Dessa forma, mesmo que as p-
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glicosidases ndo atuem diretamente sobre a celulose, elas convertem a celobiose
e celo-oligossacarideo, produzidos pelas endo e exoglucanase, a glicose (JOB;
SUKUMARAN; JAYACHANDRAN, 2010).

Embora em muitos trabalhos haja relatos, principalmente, da eficiente
degradagdo da celulose por fungos filamentosos, como Trichoderma reesei,
Trichoderma viride, Trichoderma lignorum, Chrysosporium pruinosum,
Chrysosporium lignorum e Fusarium solani, poucas pesquisas tém sido
realizadas na identificacdo de leveduras produtoras de celulase
(THONGEKKAEW et al.,2008). Dessa forma, as comparagdes neste estudo sao
dificeis, devido a diferenca nas diversas condi¢des utilizadas nos experimentos.

Hatano et al. (1991), estudando 127 cepas isoladas do solo, selecionaram
8 cepas de leveduras com altas habilidades para utilizar a carboximetilcelulose
(CMC). No entanto, as leveduras isoladas no presente trabalho ndo exibiram
altas atividades de endoglucanase quando foi utilizado carboximetilcelulose
como indutor.

Espécies de Cryptococcus laurentii, segundo Botha (2006), sdo capazes
de assimilar aerobicamente carboidratos como a celobiose, o que justifica as
maiores atividades de B-glicosidase encontradas neste trabalho na presenca do
indutor celobiose. No estudo realizado por Thongekkaew et al. (2008), os
autores relatam a purificagdio e a caracterizagdo de endoglucanase
(caroboximetilcelulase) da levedura Cryptococcus sp S-2. Este microrganismo
libera carboximetilcelulase em meio de cultura na presenga do indutor CMC, em
72 horas de cultivo, sob agitacdo de 120 rpm. A carboximetilcelulase purificada
de Cryptococcus sp, S-2 exibiu maxima atividade (4,93 U/mg proteina ) em pH
3,5, a 40°-50°C. Essa enzima se manteve estavel na faixa de pH 5,5-7,5 e
temperatura de até 90°C. Desse modo, esta enzima torna-se adequada para uso

em sacarificacdo da celulose em pH baixo ¢ ampla faixa de temperatura.
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Diversos microrganismos, incluindo fungos, bactérias e protozoarios,
sdo capazes de produzir enzimas celulases. Os fungos filamentosos do género
Aspergillus e Trichoderma sao os mais conhecidos microrganismos celuloliticos.
O fungo Trichoderma reesei ¢ um excelente produtor de endoglucanase e
exoglucanase, mas ha baixo contetido de B-glicosidase no extrato bruto, o que ¢
apontado como uma desvantagem para a completa hidrdlise da celulose. Por
outro lado, as cepas de Aspergillus niger tém sido estudadas devido a sua
capacidade de produzir elevados niveis de B-glicosidase, embora a produgdo da
enzima endoglucanase seja deficiente (TSAO et al., 2000).

Em escala comercial, a conversdo da biomassa celuldsica requer o uso
de celulases que torna o processo dispendioso. Assim, a producdo de celulase a
partir de microrganismos tem sido amplamente estudada. Portanto, a triagem e a
caracterizacdo de novos isolados s3o essenciais para tornar o processo de
producdo de enzima possivel (SOHAIL et al.,2009).

De modo geral, as atividades enzimaticas aqui reveladas ainda sdo
reduzidas em comparagdo com outros microrganismos ja estudados com maior
detalhamento. No entanto, estes resultados mostram que esses isolados de

leveduras sdo promissores para produzirem enzimas de interesse biotecnologico.

3.5 Avaliacdo da capacidade hidrolitica das enzimas sobre substrato

lignocelulolitico
3.5.1 Composicao quimica e pré-tratamento do bagaco de cana-de-aciicar
Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados da caracterizacdo quimica

do bagago de cana-de-agucar in natura e apos o pré-tratamento com H,SO4. A

composicao do bagago de cana-de-agtcar in natura consistiu de 51,44% de
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celulose e 30,42% de hemicelulose e, ap6s o pré-tratamento, foi de 29,42%

celulose e 20,58% de hemicelulose (g/100 g matéria seca-MS).

Tabela 4 Composi¢do quimica do bagaco de cana-de-agucar in natura e pré-
tratado com H,SO, (g/100 g MS)

Bagaco pré-tratado

% na massa

Componentes  Bagaco in natura residual solida apés

com H,SO, P
pré-tratamento
Celulose 51,44+0,40 29,42+0,75 57
Hemicelulose 30,42+0,70 20,58+0,20 68
Lignina 11,30+0,30 8,04+0,10 71
Cinzas 3,20%0,26 0,88+0,01 28

Os dados apresentados sdo médias das analises realizadas em triplicata

Em geral, as fibras do baga¢o de cana-de-aglicar (in natura) sio
compostas principalmente de celulose (30~50%), hemicelulose (20~30%),
lignina (~20%) e cinzas (2,4%) (PANDEY et al., 2000).

Apbs o pré-tratamento com 2% de H,SO4, al50°C, por 30 minutos,
aproximadamente 43% do conteudo de celulose do bagago de cana foi liberado
na fragdo liquida, 11,08/100 g MS de glicose (Tabela 5). O restante da celulose
(57%) presente no residuo fibroso foi submetido a hidrélise enzimatica por 72
horas.

Em relagdo a hemicelulose, 32,34% foram liberados na fracdo liquida
apos o pré-tratamento do bagagco de cana, tendo 36,83 g/100 g MS sido
encontrado na forma de xilose. Nao foram detectados arabinose e furfural apos o
pré-tratamento. No entanto, houve a formagdo de 15,08 g/100 g MS de acido
acético, produto da decomposicdo das hemiceluloses (Tabela 5). Os rendimentos
de glicose e xilose em diferentes pré-tratamentos fornecem indicagdo da
eficiéncia da conversdo da celulose e hemicelulose aos monossacaridos
correspondentes (MARTIN et al., 2002). Durante a degradagdo da estrutura
lignocelulosica, além dos agucares fermenteciveis, grande quantidade de

compostos inibitorios podem ser liberados. Os principais compostos inibitorios
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que influenciam negativamente as etapas subsequentes do processo sdo acido

acético, furfural e hidroximetilfurfural (OLSSON; HAHA-HAGERDAL, 1996).

Tabela 5 Produgdo de glicose, xilose e acido acético, apos o pré-tratamento com
H,S0,, a 150°C, por 30 minutos, g/100 g matéria seca (MS)

Glicose Xilose Acido acético

11,08 36,83 15,08

Martin et al. (2002) realizaram um pré-tratamento com o mesmo
catalisador e residuo utilizado neste trabalho (acido sulfurico e bagago de cana),
porém, em condicdes diferentes: 1% de acido sulfurico, a 205°C, por 10
minutos. Apos o pré-tratamento, obteve-se, na fragdo liquida, maior producao de
glicose (22,6 g/100g de bagaco seco) e menor rendimento de xilose (3,6 g/100g)
e arabinose (0,4 g/100g). No entanto, foram encontradas elevadas concentragdes
de compostos inibitérios da fermentacdo, como furfural, hidroximetilfurfural
(HMF) e acido acético. Neste estudo, apds o pré-tratamento com 2% H,SOy, a
150°C, por 30 minutos, foram encontrados glicose, xilose e acido acético e ndo
foi detectado furfural, um importante composto inibitorio da fermentagdo. Saha
et al. (2005) ndo detectaram furfurais no hidrolisado da palha de trigo pré-
tratado a 140° e 160°C, porém, a 180°C, foram produzidos 11 e¢ 32 mg de
furfural/g de matéria seca, nas concentragdes de acido sulfurico de 0,25% e
0,50% (v/v), respectivamente. Também ndo foi detectado hidroximetilfurfural
nos hidrolisados. Porém, o acido acético foi encontrado em todos os hidrolisados
e sua concentragdo aumentou significativamente com a elevagdo da temperatura.

O efeito do pré-tratamento ¢ dependente da composi¢do da biomassa e
das condi¢des operacionais. Todos os pré-tratamentos tém suas vantagens e
desvantagens e pequisas futuras sdo necessdrias para a sua otimizacdo. A
estratégia para lidar com inibidores da fermentacdo ¢ uma questdo-chave para

converter residuos lignocelulésicos em etanol (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009)
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3.5.2 Hidrolise enzimatica

Apbés o pré-tratamento, o residuo fibroso, contendo 29,42 g de
celulose/100g de MS, 20,58 g de hemicelulose/100g de MS e 8,04 g de
lignina/100g de MS, foi submetido a hidrélise enzimatica, por 72 horas.

O extrato enzimatico utilizado para hidrolisar o residuo fibroso do
bagaco de cana-de-acglicar foi preparado a partir da levedura Cryptococcus
laurenti, previamente isolada da regido amazoénica. A carga enzimatica utilizada
na hidrolise foi de 42,22 U/mg de exoglucanase, 71,64 U/mg endoglucanase e
369,24 U/mg B-glicosidase.

A conversdo da celulose ap6és 72 horas de hidrolise foi de
aproximadamente 16%. No Grafico 3 observa-se o tempo de hidrdlise utilizando
o preparado enzimatico obtido a partir da levedura Cryptococcus laurentii, que
resultou na formacdo de 0,147 g/L de glicose correspodente a 2,26%. Os
rendimentos de sacarificacdo enzimatica neste estudo foram menores quando
comparados com os resultados obtidos por Martin et al. (2002) que obtiveram
uma maior producdo de glicose (35,9 g/100g de bagaco seco) apos pré-
tratamento com 1% de H,SO, e hidrdlise enzimatica com enzimas comerciais
(Celluclast 2L ¢ Novozym 188), correspondendo a mais de 80% do rendimento
teorico.

Como ndo foi detectada celobiose no hidrolisado, a quantidade de
glicose encontrada pode ser justificada pela baixa atividade das enzimas
endoglucanase ¢ exoglucanase (as quais liberaram pouca celobiose). Em
contrapartida, a atividade de B-glicosidase foi eficaz na conversao da celobiose a
glicose. Santos et al. (2010) avaliaram diferentes cargas enzimaticas de enzimas
obtidas a partir de Trichoderma reesei e B-glicosidase de Aspergillus sp. para
hidrolisar bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com H,SO, Estes autores

encontraram que os menores valores de conversao da celulose estdo associados a
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baixa carga enzimatica. Esses resultados demonstram a importancia da carga
enzimatica na sacarificacdo da celulose contida em materiais lignocelulésicos.
Nem todas as enzimas comerciais encontradas no mercado apresentam
uma atividade excelente das trés enzimas do complexo celulolitico, sendo
necessario complementar a carga enzimatica utilizando um coquetel de enzimas

para a degradacdo completa da biomassa lignocelulosica.
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Grafico 3 Quantidade de glicose liberada durante a hidrélise enzimatica, por 72
horas, do bagago de cana pré-tratado, utilizando extrato enzimatico
preparado a partir da levedura Cryptococcus laurenti. As barras
indicam desvio padrao da média

Em geral, a carga enzimatica de 10-30 FPU/g celulose ¢ frequentemente
utilizada em estudos laboratoriais, pois resulta em uma eficiente hidrolise
enzimatica com a producdo de glicose em um tempo razoavel de 48-72 horas
(TALEBNIA; KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010).

A eficiéncia com que a celulose € hidrolisada depende de alguns fatores

que envolvem o sistema enzimatico e também as caracteristicas do substrato. A
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presenca de hemicelulose (68%) e lignina (71%) apds o pré-tratamento utilizado
neste trabalho pode ser mais um dos motivos pelos quais a conversdao enzimatica
da celulose tenha sido baixa. Assim, a hidrolise enzimatica de materiais
lignocelulosicos ¢ uma reagdo complicada devido a estruturas heterogéneas e
propriedades das matérias-primas (HSU et al., 2010).

Alguns trabalhos comprovaram que a hemicelulose e lignina contida no
material lignocelulésico forma uma barreira fisica influenciando negativamente
na hidrolise enzimatica (VARNAI; SIIKA-AHO; VIIKARI, 2010); (HSU et al.,
2010). Ohgren et al. (2007) deslignificaram a palha de milho apds o pré-
tratamento a vapor e utilizaram xilanase na hidrélise da hemicelulose para
aumentar a acessibilidade das celulases. Sob estas condic¢des, o rendimento total
da glicose apds a hidrolise enzimatica com celulases comerciais Celluclast 1.5L
e Novozyme 188 ficou em torno de 87%. Dessa forma, neste trabalho, o
processo de deslignificagdo e suplementacdo dos extratos celulasicos com
xilanases durante a hidrolise enzimatica poderia ter aumentado a conversao da

celulose em agucares.

3.5.3 Caracterizacio estrutural do bagaco de cana-de-agicar, por

microscopia eletronica de varredura

Com o auxilio da microscopia eletronica de varredura, foi possivel
identificar as caracteristicas morfologicas das amostras de bagaco de cana-de-
agucar in natura (Figura 4A), pré-tratado (Figura 4B) e apds a hidrolise
enzimatica (Figura 4C).

Como pode ser observado, o bagago de cana in natura apresentou
estrutura fibrosa, totalmente recoberta por células de parénquima. O pré-
tratamento com H,SO4 ndo destruiu a estrutura fibrosa do bagago, porém,

diminuiu o aspecto compacto, ou seja, promoveu fragmentacdo da estrutura
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morfologica do material lignoceluldsico. Em contrapartida, apos a hidrolise
enzimatica conduzida por 72 horas, ndo foram visualizadas modifica¢des
evidentes no bagaco de cana, em comparagdo ao pré-tratamento com H,SOy,
justificando a baixa quantidade de glicose liberada nesta etapa.

Os processos de pré-tratamentos sdo empregados para alterar a
caracteristica estrutural da biomassa lignocelulésica (celulose, hemicelulose e
lignina). O principal objetivo do pré-tratamento acido ¢ solubilizar a fracdo
hemiceluldsica, proporcionando alteragdes na estrutura da lignina e aumento da
area superficial da celulose para disponibilizar os sitios de agdo para as enzimas
(ALVIRA et al., 2010).

De acordo com a literatura, pode-se obter um material ainda mais
modificado quando sdo utilizados pré-tratamentos que visam a remogao da
lignina, que podem diminuir a barreira fisica encontrada pelas enzimas,
aumentando a area de superficie de contato para a melhoria da hidrolise

enzimatica (JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007).
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Figura 4 Eletromicrografias de varredura do bagago de cana-de-agtcar in natura
(A), apos pré-tratamento com 2% H,SO4 (B) e apos hidrdlise
enzimatica por 72 horas (C). As barras A, B e C equivalem a 30um,
20pm e 20um, respectivamente
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4 CONCLUSOES

Apds o plaqueamento das 15 amostras de solo das regides de Passos,
Arcos e Lumindrias, foram obtidos 103 isolados de leveduras, tendo todos
apresentado as mesmas caracteristicas morfolédgicas;

Em relagdo a atividade celulolitica, das 103 linhagens de leveduras
isoladas nas regides de cerrado, 18 foram positivas, ou seja, 17,47%
apresentaram halo de degradagdo ao redor da coldnia, evidenciando a producao
de celulase.

Das 20 linhagens de leveduras avaliadas da regido amazonica, 11 foram
produtoras de celulase, correspondendo a 55% do total de isolados.

Dentre os 18 isolados com atividade celuloliticas da regido do cerrado,
15 (83%) apresentaram IE entre 2,0 e 3,0, e 2 (11%) apresentaram 1E>3,0. Na
regido amazonica, todos os 11 isolados com atividade celulolitica apresentaram
IE>2,0 € 63,6 % tiveram 1E>3,0.

As leveduras produtoras de celulase foram identificadas como
Cryptococcus laurentti.

Todos os isolados apresentaram atividade [-glicosidase superior as
atividade de endo e exoglucanase, com destaque para o isolado UFLA 95.1B.

Apés o pré-tratamento com 2% de H,SO,4, al50°C, por 30 minutos,
aproximadamente 43% do conteido de celulose e 32,34% da hemicelulose
presente no bagago de cana-de-agucar foram liberados.

A concentracdo de glicose apds 72 horas de hidroélise enzimatica foi de
0,147 g/L, que corresponde a 16% de conversdo da celulose, o que nos leva a
concluir que o microrganismo Cryptococcus laurenit é um bom produtor de -

glicosidase.
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Foi possivel visualizar, por microscopia eletronica de varredura, que o
pré-tratamento aplicado ao bagaco de cana-de-aglicar alterou a estrutura

morfologica do bagago.
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5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Otimizar a produgio de enzimas.

Aumentar a carga enzimatica para a melhoria da hidrolise do bagago de
cana-de-actcar.

Apo6s hidrdlise enzimatica, realizar a fermentagdo alcoolica e avaliar

cinética de fermentacao.
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