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INTRODUCAO GERAL

A demanda energética mundial aumenta de forma significativa desde a
Revolucao Industrial, motivado pelo aumento populacional, custo de produgdo, a busca
pela eficiéncia, disponibilidade de recursos e questdes ambientais. A procura por fontes
renovaveis de energia em substituicdo as fontes ndo renovaveis sdo intensificados no
inicio do século 21, com destaque a energia hidrdulica, biomassa, solar, edlica,
geotérmica, maremotriz, osmotica salina e de hidrogénio.

O aproveitamento da biomassa vegetal oriunda da expansdo da atividade
agroindustrial e a geracdo de residuos urbanos de origem vegetal tornam-se uma das
mais promissoras fontes de energia, em particular, na produ¢do do etanol celul6sico,
evitando possivel poluicdo organica e a possibilidade de agregar valor a esse material.

Na pesquisa objetiva a prospeccdo de microrganismos produtores de celulases e
hemicelulases, além do uso de residuos agroindustriais como o bagaco de cana-de-
acucar e farelo de trigo na produ¢do dessas enzimas.

Atualmente, existe crescente busca na utilizagdo dos residuos agroindustriais,
devido a incessante demanda das atividades agricolas, pois o acimulo desses residuos
poderd gerar a deterioracdo do meio ambiente e perda de recursos, com contribui¢do
para o problema da reciclagem e conservag@o da biomassa. Diversos processos estdo em
desenvolvimento para a utilizacdo desses materiais, transformando-os em compostos
quimicos e produtos com alto valor agregado como etanol, enzimas, dcidos organicos,
aminoacidos e outros (Pandey et al., 2000; Pandey, 2003; Singhania et al., 2009). Esses
residuos agroindustriais podem ser uma alternativa as fontes de carbono comerciais para
a produc¢do de enzimas que contribuam na redugdo de problemas ambientais (Adsul et
al., 2004; Bon et al., 2008). Dessa forma, a prospeccdo de microrganismos com
potencial para a producdo dessas enzimas, utilizando residuos agroindustriais como
substrato, pode ser alternativa vidvel em um pais como o Brasil, com expressiva
producdo agricola e elevada Biodiversidade, o que aumenta a possibilidade de obtengao
de novas fontes microbianas produtoras de enzimas, contribuindo dessa forma para a

reducgdo do custo final da produgdo dessas enzimas (Buckeridge, 2008).
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Etanol celulésico: utilizacao de residuos agroindustriais e urbanos de
origem vegetal

RESUMO

A busca por alternativas energéticas que possa amenizar o uso dos combustiveis
derivados do petréleo sdao impulsionados pela sociedade contemporanea por razdes
ambientais, socioecondmicas e politicas. O etanol celulésico consiste no combustivel
liquido mais promissor para substituir os combustiveis fosseis, fortalecido pela
utilizacdo da logistica criada para a sua distribui¢do, a sua inser¢ao total ou parcial em
motores automotivos e balanco positivo de carbono. O uso de residuos agroindustriais e
residuos urbanos de origem vegetal, na obtencdo de etanol, permitem agregar valor a
esses compostos, além de utilizar energia organica desperdicada e ainda, amenizar
custos relacionados aos tratamentos para minimizar a poluicdo gerada, tornando-se o
processo eco-eficiente. A biomassa lignocelulésica € a matéria organica mais
abundante, sendo geralmente desperdicada na forma de compostos sélidos. Ainda que
ndo haja conflito entre direcionamento da terra para producdo de biocombustiveis ou
alimentos, o que podera ocorrer a longo prazo, se o volume de petréleo a ser substituido
for significativo. A situacdo poderd ser dramdtica no caso do etanol derivado do amido,
tais como milho, sorgo, mandioca, entre outros. Diante disso, é de grande valia o
incentivo para a consolidacdo do etanol celuldsico. O objetivo desse artigo consiste em
destacar o desperdicio agroindustrial e urbano da matéria organica vegetal, que podem

ser utilizados para a produgdo de etanol celuldsico.

Palavras-chave: Biocombustivel, Bioetanol, Subprodutos Agroindustriais, Preservacao

Ambiental, Eco-eficiéncia

INTRODUCAO

O crescimento populacional incentiva a busca por novos produtos, co-produtos e
subprodutos para suprir a necessidade humana, além de impulsionar a mudanca de rota

tecnologica e biotecnologica consolidadas, principalmente na area de producdo de



alimentos e energia. Na drea de energia, destacam-se as energias renovaveis, como: a
energia hidraulica, biomassa, solar, edlica, geotérmica, maremotriz, osmética salina e de
hidrogénio.

O interesse em fontes alternativas de energia a partir da biomassa vegetal em
substituicdo ao petréleo e seus derivados, tem sido influenciados pelo constante
aumento do preco do barril de petréleo nos dltimos anos, como evidenciado no inicio de
2011, motivado pelas incertezas sobre a situacdo politica de paises do Oriente Médio e
do norte da Africa, os quais causaram impacto sobre a cotacdo do barril de petréleo, que
atingiu valores acima de US$ 120,00 na bolsa de valores de Londres e da fragilizagao da
moeda americana (Valor online, 2011). Além da diminui¢do das reservas desse
combustivel fossil, a sua influéncia nas mudancas climdticas, principalmente das
emissOes de particulas de Gases do Efeito Estufa (GEEs) com o agravamento do
aquecimento global. As fontes renovaveis e limpas de energia sdo buscadas na tentativa
de mitigar os problemas ambientais e surgem como alternativas a producao de etanol e
etanol do amido de milho. Segundo Prasad et al. (2007) em alguns paises o aumento
acentuado na producdo do etanol a base de amido causard incerteza entre utilizar essa
matéria prima na producdo de biocombustivel ou na alimenta¢do, além da necessidade
da grande demanda de terras agricultdveis e insumos agricolas. Nesse contexto, o
governo chinés incentiva apenas o etanol a partir de substratos ndo alimenticios, como
as gramineas perenes, casca e palha de vegetais (Li e Chan-Halbrendt, 2009), além de
manter rigoroso controle na expansao territorial dos substratos alimenticios utilizados na
producio de etanol (Fang et al., 2010). Como alternativa aos biocombustiveis a base de
amido e de sacarose tem se a producdo de etanol a partir da biomassa vegetal (etanol
celuldsico) oriundo de residuos agroindustriais (Sun e Cheng, 2002; Prasad et al., 2007;
Abril, 2008; Abril e Abril, 2009) e residuos urbanos de origem vegetal (Qi et al., 2005;
Roig et al., 2006; Prasad et al., 2007; Rodriguez et al., 2008; Shi et al., 2009; Demirbas
etal.,2011), ambos em continua expansao no século 21.

O objetivo do presente artigo consiste em rever as fontes de biomassas vegetais
disponiveis e utilizadas na obtencdo de etanol celuldsico, as questdes ambientais,
socioecondmicas e politicas sobre o etanol celulésico, assim como o processo de pré-

tratamento, hidrélise enzimatica e fermentativa, atribuidos a diversos substratos.



BIOMASSA VEGETAL

A conversao de material lignocelulésico em agucares fermentesciveis para
producido de etanol consiste numa alternativa promissora para aumentar a sua producao
e atender a demanda mundial de biocombustiveis.

A biomassa de origem vegetal constitui a fonte mais abundante de matéria
organica na Terra, beneficiada por ser biodegradéavel e renovavel (Abril e Abril, 2009).
Oriunda de florestas, residuos agroindustriais, silvicultura e residuos urbanos (Billa et
al., 1993) com potencial na produgdo de etanol (Prasad et al., 2007) e grande eficiéncia
energética para substituir a gasolina (Abril e Abril, 2009). Os vegetais sdo constituidos
de células compostas por parede celular, integrada por uma mistura de polissacarideos,
proteinas, compostos fendlicos e sais minerais. Os polissacarideos representam cerca de
90 % do peso seco da parede celular e consistem em celulose, que compde de 20-40 %,
hemicelulose (15-25 %) e pectinas (30 %). Além da presenga nio polissacaridica da
lignina que proporciona rigidez a parede celular (Buckeridge et al., 2008).

A celulose € o constituinte principal dos vegetais (Della, 2005), sendo considerada
a matéria organica mais abundante. A celulose ¢ homopolissacarideo linear com 8.000-
12.000 unidades de glicose unidas entre si por ligacdes 1,4-beta-glicosidicas, que
resultam na perda de uma molécula de d4gua (Fengel e Wegener, 1989).

A hemicelulose € um heteropolissacarideo complexo composto por glicose,
galactose, manose, xilose, arabinose, 4cidos urdnicos e grupos acetila. De cadeia
ramificada, apresenta grau de polimerizagdo inferior a 200 unidades (Fengel e Wegener,
1989).

A pectina € um heteropolissacarideo complexo composto por ligacdes axiais de
unidades de acido a-1,4-D-galacturdnico composto por ramose, arabinose e galactose
(De Vries e Visser, 2001).

A lignina € um polimero fendlico que contribui para a rigidez estrutural dos
tecidos vegetais (Buckeridge et al., 2008), formada por macromolécula sintetizada por
via radicalar a partir de trés alcoois p-hidréxi-cinamilicos precursores: p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico (Fengel e Wegener, 1989).

As moléculas de glicose unem-se através de ligagdes glicosidicas formando

cadeias lineares (celulose) que interagem umas com as outras através de ligacdes de



hidrogénio, formando a estrutura denominada fibrila elementar, insolivel em 4gua e
com alto grau de cristalinidade. Quatro fibrilas elementares sdo agrupadas por uma
monocamada de hemicelulose, sendo posteriormente circundadas em uma matriz de
hemicelulose e lignina, essa intima associacdo denominada de microfibrila celuldsica
(Fengel e Wegener, 1989; Matulova et al., 2005; Wyman et al., 2005). Formando uma
estrutura de dificil separagao.

Material lignoceluldsico consiste num termo genérico para descrever os
constituintes principais dos vegetais, ou seja, a celulose, a hemicelulose e a lignina
(Klass, 1998), e estao representados na Figura 1, cuja composi¢do depende ndo apenas
do tipo de vegetal (Tabela 1), mas também das condicdes de crescimento (Barl et al.,
1991; Wiselogel et al., 1996) da parte da planta escolhida (Brown, 1999) e ainda difere
dos produtos com alto indice de acucar e amido (Galbe e Zacchi, 1993; Galbe et al.,

1997; Mcmillan, 1997; Abril e Abril, 2009).
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Tabela 1. Conteido de celulose, hemicelulose e lignina de algumas biomassas vegetais, residuos

agroindustriais e residuos urbanos de origem vegetal.

Biomassa Vegetal Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Bagaco de cana-de-agticar 33 30 29
Palha de trigo 30 24 18
Palha de sorgo 33 18 15
Palha de arroz 32 24 13
Palha de aveia 41 16 11
Espiga de milho 42 39 14
Caule do milho 35 15 19
Palha da cevada 40 20 15
Caule da alfafa 48,5 6,5 16,6
Casca de arroz 36 15 19
Eucalyptus grandis 38 13 37
Eucalyptus saligna 45 12 25
Pinnus sp. 44 26 29
Jornal 61 16 21
Papel processado 47 25 12
Madeira de angiosperma 40-50 24-40 18-25
Madeira de gimnosperma 45-50 25-35 20-30
Casca de nozes 25-30 25-30 30-40
Papel branco 85-99 0 0-15
Gramineas 25-40 35-50 19-25
Folhas 15-20 80-85 0
Linter da semente de algodao 80-90 0-15 0

Fontes: Kuhad e Singh, 1993; Shleser, 1994; Olsson e Hahn-Hégerdal, 1996; Cheung e Anderson,
1997; Boopathy, 1998; Dewes e Hunsche, 1998.

A producdo mundial de etanol se concentra em duas grandes poténcias, os Estados
Unidos, na obtencdo de etanol a partir do amido de milho e o Brasil a partir da sacarose
da cana-de-acucar (Hahn-Hégerdal, 2006), ambos baseiam-se na producdo de etanol a
partir de fontes alimenticias. Segundo Pimentel et al. (2009) cerca de 60 % dos seres
humanos no mundo sdo subnutridos, sendo critico destinar fontes alimenticias para a
producdo de biocombustiveis. O crescente investimento nessa darea, chegard um
momento insustentdvel entre produzir a matéria-prima para ser utilizada na obtencao de
etanol ou na produgdo de alimentos. Com esse gargalo na manutencdo e ampliacdo do
mercado de biocombustiveis uma das alternativas, a curto prazo, seria utilizar
integralmente esses vegetais e posteriormente utilizar apenas o0s materiais
lignoceluldsicos dos mesmos para a producdo de etanol. Dessa maneira, possibilita
mitigar a poluicdo ambiental e minimizar a utilizacdo de fonte alimenticia na producdo

de etanol (Demirbas et al., 2011). Atualmente, a China € o maior produtor de arroz e de



trigo do mundo, segundo na producdo de milho e inimeros outros vegetais gerando
aumento na quantidade de residuos agroindustriais, que podem causar problemas
ambientais, sendo uma alternativa a producao de etanol celuldsico, assim, aumentando a
oferta de combustivel liquido de fonte ndo alimenticia (Yang e Lu, 2007; Fang et al.,
2009). O governo chinés diante desse problema, ndo incentiva a produgdo de etanol a
partir de produtos alimenticios (Li e Chan-Halbrendt, 2009).

Novos caminhos estdo sendo tracados para viabilizar a producdo de etanol
celuldsico baseados em culturas como fonte de matéria prima, tais como o eucalipto e
leucena (Leucaena sp.); gramineas de rapido crescimento e alta produtividade, como o
capim-elefante (Pennisetum purpureum), utilizado como forrageira na América do Sul;
e o switchgrass (Panicum virgatum), espécie nativa na América do Norte, além do
capim alto, do género Miscanthus, com maior interesse na Europa (BNDES, 2008).
Embora, essa biomassa vegetal cultivada representa um avanco na producio de etanol
celul6sico, a utilizagdo de residuos agroindustriais e residuos urbanos de origem vegetal
sdo prioritdrios como substratos na producdo de etanol celuldsico (Austin e Gaywood,
1994; Koegel e Straub, 1996; Olsson e Hahn-Hégerdal, 1996; Bothast e Saha, 1997;
Sharma et al., 2002; Kadam e Mcmillan, 2003).

RAZOES SOCIO-AMBIENTAIS, ECONOMICAS E POLITICAS

A modifica¢do da matriz energética mundial possui interferéncia dos combustiveis
derivados da matéria organica animal, vegetal e microbiana em substitui¢io aos
combustiveis fosseis, por ser geralmente menos poluidor e renovédvel. A busca por
combustiveis mais baratos em paises emergentes despertou uma promissora atividade
econdmica, a produgdo de biocombustiveis, por disporem de grandes extensodes de terra,
disponibilidade de &4gua e condi¢des climdticas favordveis que proporcionam
desenvolvimento regional (geragdo de emprego e renda, de divisas e desconcentracio
populacional). Entretanto, ressalta-se a necessidade de estudos estratégicos de
zoneamentos agricolas para evitar desastres ambientais e socioecondmicos promovidos
por imensos desertos verdes, além do emprego dos biocombustiveis na substitui¢ao das
fontes de energias ndo renovdveis e ndo apenas na forma de adi¢do de energia.

As fontes renovaveis de energia sdo desejdveis por constituir de forma segura e

sustentdvel o suprimento de energia, além de proporcionar a diminuicao da emissdo de



GEEs (Sun e Cheng, 2002; Demibras, 2005). Sendo a produg¢do de etanol, utilizando-se
a biomassa lignoceluldsica € uma das mais importantes tecnologias para a producao
sustentdvel de combustiveis renovaveis (Wyman, 1996; Pitkanen et al., 2003; Schell et
al., 2004; Demibras, 2005) e ecologicamente vidvel (Buckeridge, 2008) minimizando o
impacto ambiental ocasionado pelos GEEs. Os seis principais GEEs sdo: diéxido de
carbono, metano, 6xido nitroso, hidrofluorcarbonos, perfluorcarbonos e o hexafluoreto
de enxofre (IPCC, 2005). O diéxido de carbono proveniente da queima dos
biocombustiveis € parcialmente reciclado no processo de fotossintese, durante a
formacdo da biomassa vegetal (Lin e Tanaka, 2006; Shreeve, 2006). O etanol possui
balanco de carbono positivo (Broder et al., 1992), ainda libera baixa quantidade de
6xidos nitroso e didxido de enxofre durante a combustdo (Claassen et al., 1999). O uso
de residuos urbanos de origem vegetal como substrato para obtencdo de etanol pode
proporcionar o aumento temporario de compostos organicos e de substancias toxicas no
ambiente (Cardona et al., 2004), entretanto, em quantidade reduzida quando comparado
aos combustiveis liquidos derivados do petroleo (Hill er al., 2009). De acordo com o
Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climdticas (2005) o problema relacionado
as mudangas climdticas decorre do aumento excessivo dos GEEs na atmosfera,
intensificado pelas atividades antrépicas, como o uso de combustiveis fésseis a partir do
periodo pré-industrial. Além disso, um volume expressivo de dioxido de carbono é
langado anualmente na atmosfera. Em 2002, cerca de 24 bilhdes de toneladas métricas
de diéxido de carbono foram lancados pela queima de combustiveis fosseis, em 2015,
essa quantidade deverd alcancar 33 bilhdes (Shreeve, 2006).

Os estudos realizados por Sukimaran er al. (2009) sobre biocombustivel,
demostram que o etanol apresenta potenciais compardveis as do petrdleo e atingem
precos competitivos, o que torna vidvel a sua comercializacdo. Ademais, os autores
ressaltam que o etanol tem uma taxa de octanagem maior que a gasolina e produz menor
emissdo de poluentes, sendo amplamente conhecido como aditivo e/ou um substituto
para a gasolina. Na década de 90 as autoridades do Vale de Tennessee, nos Estados
Unidos, desenvolveram uma tecnologia eficiente para a conversao de substancia oriunda
de residuos vegetais de origem vegetal em etanol (Lamberto et al., 1990), o material era
composto por 45 % de glicose € 9 % de hemicelulose (Wyman e Goodman, 1993;
Wyman, 1994; Prasad et al., 2007) e permitiu a producao de etanol celulésico. Segundo

Shi et al. (2009) a utilizacdo de residuos urbanos de origem vegetal na producdo de



etanol em substitui¢do aos combustiveis fosseis € uma estratégia promissora para suprir
as nossas necessidades de energia e diminuir a emissdo dos GEEs. A estimativa
realizada por Shi ef al. (2009) em relacdo ao desenvolvimento socioecondmico de 173
paises, permite a producdo global de 82.9 bilhdes de litros de etanol a partir de residuos
urbanos de origem vegetal, substituindo 5.36 % do consumo de gasolina.

A andlise realizada por Hill et al. (2009) comparou a eco-eficiéncia na produgao
de combustiveis liquidos, como a gasolina, etanol do amido de milho e etanol
celuldsico. Os resultados evidenciaram o etanol celulésico como o mais eco-eficiente e
apresentaram os seguintes valores na produgdo de 1 bilhdo de galdes de combustivel: na
gasolina de US$ 416 milhdes, etanol do amido de milho de US$ 614 milhdes e etanol
celulésico de US$ 208 milhdes. A Figura 2 apresenta o periodo necessario para zerar a
quantidade de diéxido de carbono liberado no processo de desmatamento, colheita e
producdo de alguns biocombustiveis, os resultados obtidos enfatizam a importincia de
produzir o etanol celuldsico, além da possibilidade de agregar valor as biomassas de

origem vegetal na produ¢do de biocombustivel sem a necessidade de expansdo de terras

agricultaveis.
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Figura 2. Conversdo da cobertura vegetal natural para producdo de biocombustiveis levando em
consideracdo o tempo de zerar as emissdes de diéxido de carbono liberado com desmatamento com a
utilizagdo do respectivo combustivel produzido.

Fontes: Fargione et al., 2008, apud FAO, 2009, p. 37.

As projecoes da Agéncia Internacional de Energia referente 8 demanda mundial
por biocombustiveis (2008), mostram crescimento, de forma acentuada nas préximas
décadas, com forte contribuicdo do setor de transporte rodovidrio até 2030 (IAE, 2008).

A expansdo no uso de biocombustiveis € influenciada, principalmente, pelos Protocolos



de Montreal (1987), Quioto (1997) e Copenhagen (2009), entretanto, a Conferéncia do
Clima (COP-16) realizada no México em 2010, traz incertezas para a segunda fase do
Protocolo de Quioto, que estabelece metas obrigatorias e voluntarias para a reducdo de
emissoes dos GEEs entre os paises industrializados. Porém, existe tendéncia de um
periodo sem metas obrigatdrias de preservacdo ambiental a partir de 2012. O aumento
no consumo de biocombustiveis € influenciado pelas metas voluntdrias e obrigatdrias
utilizadas por alguns paises (Tabela 2). Segundo a World Energy Assessment (2004) e
Goldemberg (2009) existe uma projecdo otimista no cendrio energético mundial até
2100, com aumento de fontes renovéveis e consequente diminuicdo de fontes nao-

renovaveis (Figura 3).

Tabela 2. Metas voluntarias e obrigatérias de alguns paises no uso de biocombustiveis.

Paises Metas Condicoes

Alemanha Adicdo de 6,75 % de etanol anidro na gasolina em 2010, Obrigatéria
aumento para 8 % em 2015 e 10 % em 2020.
Brasil Mistura de 20 a 25 % de etanol anidro na gasolina, 5 % de biodiesel Obrigatdria
no diesel em 2010, expansdo do uso de etanol hidratado.
Canada Adicgdo de 5 % de etanol anidro na gasolina em 2010 e Obrigatéria

adicdo de 2 % de biodiesel no biodiesel em 2012.

China O uso de 15 % de biocombustiveis no setor de transporte. Voluntaria
Franca . Voluntdria *
¢ Adigdo de 7 % de etanol anidro na gasolina em 2010 #, .
aumento para 10 % em 2015 °. Obrigatéria °
Italia Obrigatéria

Adicéo de 5,75 % de etanol anidro na gasolina em 2010 e
aumento para 10 % em 2010.

Unido Européia Uso de 10 % de biocombustiveis em 2010. Obrigatéria

Reino Unido Uso de 5 % de biocombustiveis em 2010. Obrigatéria

Fonte: FAO, 2008.
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Figura 3. Projec¢des futuras no cendrio energético mundial.

Fonte: WEA, 2004.

PRODUCAO DE ETANOL CELULOSICO

A diferenca entre a producao de etanol celulésico e de etanol obtido a partir do
caldo de cana-de-acucar se encontra, basicamente, na conversio dos compostos
poliméricos presentes na biomassa celuldsica em agucares fermentesciveis e na
fermentacdo de hexoses e pentoses. Nesse cendrio, a producdo de etanol no Brasil
podera ser impulsionada pela incorporacdo do etanol gerado a partir do bagago de cana-
de-acucar, a ser produzido na mesma usina com menor custo de producio que do etanol,
além de amenizar o periodo de entressafra da colheita da cana-de-agucar e aumentar a
disponibilidade de etanol sem a necessidade de expansdo de terras agricultaveis, dessa
forma, aplicando a eficiéncia econdmica e ecoldgica ao processo. Esse conceito se
fortalece com dados da colheita 2010/2011 de cana-de-acucar no Brasil, mesmo sendo
uma safra recorde de producdo de cana-de-aciicar, a quantidade fica abaixo da
quantidade necessdria para atender a producdo de etanol e acucar. Na safra de 2011 o
Brasil deve produzir 23% menos cana-de-acicar que a demanda industrial. Sdo

aproximadamente 632 milhdes de toneladas, enquanto a necessidade atual para atender
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a demanda interna e externa é de 775,6 milhdes de toneladas. E as projecdes para 2020
sd0 mais assustadoras. A oferta brasileira estard 41% menor do que a demanda, com
expectativa de producdo de 974 milhdes de toneladas de cana-de-aciicar ante uma
necessidade superior a 1,3 bilhdo de toneladas (DCI, 2011).

O etanol celulésico envolve as seguintes etapas de producdo: pré-tratamento fisico
e/ou quimico, tratamento biol6gico, fermentacdo e a destilagao (Zaldivar et al., 2001;
Martin et al., 2002; Sun e Cheng, 2002; Fujita et al., 2004; Yanase et al., 2005; Abril e
Abril, 2009).

Um dos processos para obter etanol a partir da celulose e hemicelulose € a
hidrélise enzimatica ou a hidrolise quimica de polissacarideos em dissacarideos e
monossacarideos para posterior fermentacdo. Entretanto, a recalcitrancia do material
lignoceluldsicos exige pré-tratamento para facilitar a acdo das enzimas (Adsul et al.,
2005; Bon et al., 2008). Muitos métodos foram estudados para o pré-tratamento da
biomassa vegetal, como: organosolv (Zhao et al., 2009a, 2009b), deslignificacao
bioldgica (Li et al., 2008), tratamento hidrotérmico (Yu et al., 2009), explosdo a vapor
(Chen e Liu, 2007; Chen et al., 2008), acidificacdo (Zhao et al., 2007; Cheng et al.,
2008), tratamento por micro-ondas e alcalino (Ma et al., 2009). Outros pré-tratamentos
da biomassa vegetal, empregados por alguns pesquisadores para obter etanol sdo

apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1. Pré-tratamentos realizados em materiais lignocelulésicos para obtengdo de etanol.

Métodos Processos Referéncias
Moagem Mais et al., 2002
Moagem Tassinari e Macy, 1977
Irradiagdo Kumakura et al., 1982
Irradiagdo Eskicioglu et al., 2007
Fisico Hidrotérmico Garrote et al., 1999
Hidrotérmico Boussarsar et al. 2009
Pirdlise Yu e Zhang, 2003
Pirdlise Jiang et al., 2010

Explosdo a vapor Ballesteros et al., 2006

Tucker et al., 2003
Alizadeh et al., 2005

Explosdo a vapor catalisada

Explosdo a vapor catalisada

Fisico-Quimico

Explosdo a vapor catalisada
Explosdo a vapor catalisada
Explosdo a vapor catalisada

Hidrotermal alcalino

Holtzapple et al., 1991
Soderstrom et al., 2003
Sassner et al., 2006
Yu et al., 2010

Diéxido de carbono

Diéxido de carbono

Zheng e Tsao, 1996
Kim e Hong, 2001

Quimico Acido Taherzadeh e Karimi, 2007a
Acido Taherzadeh e Karimi, 2007b
Acido Schell et al., 2003

Dioxido de cloro, nitrogénio e 4cido
Fan et al., 1982

sulfirico
Camassola e Dillon, 2009
Pan et al., 2005
Ahring et al., 1996
Biologico Microbiano Kurakake et al., 2007

Taniguchi et al., 2005
Roslan et al., 2011

A busca pela obtencdo de etanol a partir de compostos lignoceluldsicos teve
origem na Europa, em particular, na Alemanha e Russia, hd mais de 80 anos, pelo
processo de sacarificacdo a partir da hidrélise dcida (Bastos, 2007). Atualmente, a
obtencdo de etanol a partir de carboidratos de menor valor agregado é realidade em
alguns paises, motivado pela busca constante de substratos e microrganismos eficientes

na producdo de etanol celuldsico. Entretanto, as maiores expectativas para a
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viabilizagao do etanol celulésico, em médio prazo, estdo depositadas na possibilidade de

utilizar o metabolismo microbiano na degradagdo e sacarificacdo da parede celular

vegetal para minimizar a presen¢a de inibidores durante a fermentagdo alcodlica (Abril

e Abril, 2009) e maximizar a fermentacio alcodlica das hexoses e pentoses (Stambuk et

al., 2008). A Tabela 3 apresenta diferentes substratos, microrganismos, pré-tratamentos

e processos fermentativos referenciados por alguns pesquisadores para a producdo de

etanol celuldsico.

Tabela 3. Producdo de etanol a partir da biomassa vegetal por diferentes pré-tratamentos, processos

fermentativos e microrganismos.

Substratos Pré-tratamentos fisicos e quimicos Microrganismos Processos fermentativos  Etanol (g/g) Referéncias
Casca e palha de N . 5 B .. Jeihanipour e
algodio Digestdo alcalina Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 0,48 Taherzadeh, 2009
Palha de trigo Digestao acida, overliming Escherichia coli Batelada/HSF 0,21 Saha et al., 2005
Palha de trigo Digestdo 4cida Escherichia coli Batelada/HSF 0,24 Saha et al., 2005
Palha de trigo Digestao é4cida, overliming Escherichia coli Batelada/SFS 0,21 Saha et al., 2005
Palha de trigo Digestao 4cida Escherichia coli Batelada/SFS 0,17 Saha et al., 2005
Hastes do algodao Nio teve Saccharomyces cerevisiae Batelada/FES/HSF 0,004 Shi et al., 2009
Hastes do algodao Nao teve Saccharomyces cerevisiae Batelada/HSF 0,027 Shi et al., 2009
Casca de arroz Digestio alcalina Escherichia coli Batelada/HSF 021 Sah“‘zg(ﬁ""a’
Casca de arroz Digestio alcalina Escherichia coli Batelada/SFS 0,20 Sah“‘zg(ﬁ""a’
Palha de canola Digestao 4cida, hidrotermal Saccharomyces cerevisiae Batelada/HSF 0,21 Lu et al., 2009
Bagago d’e cana-de- Digestao dcida, explosdo a vapor Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 0,44 Carrasco et al.,
acucar 2010
Bagaco de cana-de- PP < Lo Carrasco et al.,
agticar Digestao dcida, explosdo a vapor Pichia stipitis Batelada/SFS 0,39 2010
Bagago de cana Digestao é4cida, vapor Pichia stipitis Batelada/SFS 0,35 Scordia et al.,
selvagem 2010
Palha de trigo Digestdo 4cida, explosdo a vapor Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 0,13 Linde et al., 2008
Sabugo de milho Digestao é4cida, vapor Saccharomyces cerevisiae Batelada/SCFS 0,39 Ohgrz%nogt al,
Palha de trigo Digestao é4cida, vapor Saccharomyces cerevisiae Batelada/SCFS 0,35 Olofszs((;;loer ak,
Algaroba Digestao dcida, vapor, deslignificado Pichia stipitis Batelada/HSF 0,39 Gupta et al., 2009
Algaroba Digestao 4cida, vapor, deslignificado  Saccharomyces cerevisiae Batelada/HSF 0,49 Gupta et al., 2009
Bagaco de cana-de- Moido Pichia stipitis Batelada/SFS 0,29 Buaban et al.,
agticar 2010
Bagaco de cana-de- Moido Pichia stipitis Batelada/HSF 0,27 Buaban et al.,
aguicar 2010
Palha de trigo Explosdo a vapor Kluyveromyces marxianus Batelada/SFS 0,27 Tomaséggjgo etal,
Palha de arroz Digestio 4cida, vapor Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 0,093 S”k”“‘z‘gg; etal,
Bagag‘;s;c:;‘““'de' Digestdo 4cida, explosdo a vapor  Saccharomyces cerevisiae Batelada/HSF 0,30 Santos et al., 2010
Bagago d,e cana-de- Digestio ac1de'1, e'xplosao a vapor, Saccharomyces cerevisiae Batelada/HSF 0,35 Santos et al., 2010
agucar deslignificado -

Palha de trigo Explosio a vapor Kluyveromyces marxianus Batelada/SFS 0,32 Balleslzeor(())j etal,
Bagaco do sorgo o ) ) . . Ballesteros et al.,
doce Explosio a vapor Kluyveromyces marxianus Batelada/SFS 0,31 2004

Residuo de = , Ballesteros et al.,
mostarda Explosio a vapor Kluyveromyces marxianus Batelada/SFS 0,35 2004
Sabugo de milho Digestdo 4cida, vapor Pichia stipitis Batelada/ HSF 0,44 Lee et al., 2010
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Abedinifar er al.,

Palha de arroz Digestao 4cida, vapor Mucor indicus Batelada/HSF 0,43 2009
Palha de arroz Digestdo dcida, vapor Rhizopus oryzae Batelada/HSF 0,41 Abedl;:)%; etal,
Palha de arroz Digestao dcida, vapor Saccharomyces cerevisiae Batelada/HSF 0,45 Abedl;:)%; etal,
Spruce Digestdo 4cida, explosdo a vapor Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 0,44 Beml;%%%et ak,
Spruce Digestao dcida, explosdo a vapor Saccharomyces cerevisiae Batelada alimentada/SFS 0,43 Berll];)(g:)et ak,
Bagaco d/e cana-de- Digestao amdfi, e?(Plosao a vapor, Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 032 Santos e Gouveia,
agucar deslignificado 2009
Bagaco d,e cana-de- Digestao 4cida, explosdo a vapor Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 0,29 Santos e Gouveia,
acucar 2009
Papelvzﬁiulado Digestao dcida Kluyveromyces marxianus Batelada/SFS 0,31 Kadar et al., 2004
Papelvzﬁiulado Digestao dcida Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 0,32 Kadar et al., 2004
Papel fino Digestdo 4cida Kluyveromyces marxianus Batelada/SFS 0,33 Kadér et al., 2004
Papel fino Digestao dcida Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 0,33 Kadar et al., 2004
Flcoecl‘l‘lllzi:" Digestio dcida Kluyveromyces marxianus Batelada/SFS 0,34 Kaddr ef al., 2004
Fléculos de Digestio dcida Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 0,31 Kaddr ef al., 2004
celulose
Espigas de milho Digestao é4cida, vapor Saccharomyces cerevisiae Batelada/SFS 0,53 Shen et al., 2008
Bagag(;;l;czcsna—de— Digestao dcida, vapor, eletrodialise Pachysolen tannophilus Batelada 0,53 Cheng et al., 2008
. st At Agbogbo e
Sabugo de milho Digestdo 4cida Pichia stipitis Batelada 0,44 Wenger, 2007
Residuo celuldsico Secagem Clostridium rhermocel{um e Batelada 036 Reddy et al., 2010
da banana C. thermosaccharolyticum
Residuo celuldsico Digestdo dcida Clostridium rhermocel{um e Batelada 0.40 Reddy et al., 2010
da banana C. thermosaccharolyticum
Residuo celulésico Digestio alcalina Clostridium [hermoce[{um e Batelada 0.42 Reddy ef al., 2010
da banana C. thermosaccharolyticum
Residuo celulésico Secagem Clostridium thermoce[lum e Batelada 0.33 Reddy ef al., 2010
da banana C. ethanolicus
Residuo celulésico Digestio dcida Clostridium thermoce[lum e Batelada 036 Reddy ef al., 2010
da banana C. ethanolicus
Residuo celuldsico Digestio alcalina Clostridium lhermocellum e Batelada 039 Reddy et al., 2010
da banana C. ethanolicus
Sabugo de milho Digestao dcida, Overliming Zymomonas mobilis Batelada 0,42 Mohaghegi et al.,

2004

HSF: Hidrolise separada da fermentacao

SFS: Sacarificacdo e fermentagdo simultinea

SCEFS: Sacarificac@o e co-fermentag@o simultanea

FES: Fermentagdo estado sélido

PERPECTIVAS E PRODUTOS A PARTIR DO ETANOL

A obtengdo de etanol em escala industrial a partir da biomassa vegetal propiciara

inimeras

vantagens a

N

sociedade e ao meio ambiente,

principalmente,

pelo

aproveitamento dos residuos organicos de origem vegetal, o que possibilitard aumento
da produc¢do de biocombustivel, utilizacdo eficaz das unidades de producdo (producio
de etanol a partir dos residuos na época de entressafra), aumento da vida util dos aterros
sanitdrios e diminui¢cdo da polui¢do organica, gerando beneficios eco-eficientes a regido.
No entanto, a producdo de etanol celulésico ainda ndo apresenta processo

biotecnolégico consolidado, principalmente, nas etapas de pré-tratamento, hidrolise

quimica e bioquimica, além do processo fermentativo da pentose (Hinman et al., 1989;
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Sun e Cheng, 2002; Negro et al., 2003; Kang et al., 2004; Palonen et al., 2004; Lin e
Tanaka, 2006; Camassola et al., 2007; Abril e Abril, 2009).

Além disso, uma das dificuldades encontradas no processo € a acdo da lignina
devido a sua capacidade de adsorver enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas
prejudicando a hidrdlise enzimética (Bon et al., 2008). Durante o processo de pré-
tratamento a deslignificacio do substrato por substincia alcalina € desejada para
minimizar a quantidade de lignina (Gouveia et al., 2009).

A modificagdo genética de plantas € um caminho para produzir vegetais
biodegraddveis a partir da reducao do teor de lignina que influéncia no pré-tratamento e
na hidrélise enzimatica (Buckeridge et al., 2008).

O processo de pré-tratamento fisico, quimico ou fisico-quimico da biomassa
vegetal libera compostos inibitdrios que prejudicam o processo fermentativo, como o
furfural, hidroximetilfurfural, compostos fendlicos e 4cido acético (Almeida et al.,
2007; Wikandari et al., 2010). Dependendo do processo utilizado, hd presenca de
vinhaga e excesso de dguas residuais.

As maiores expectativas para a viabilizagdo do etanol celuldsico estdo depositadas
na possibilidade de utilizar o metabolismo de microrganismos na degradacdo da parede
celular vegetal; uma vez degradado em dissacarideos e monossacarideos, a fermentacao
alcoolica serd possivel (Bon er al., 2008). A utilizacdo eficiente da xilose juntamente
com a hexose oferece a oportunidade de reduzir significativamente o custo de producdo
do etanol celuldsico (Olsson e Hahn-Hégerdal, 1996) e a busca por microrganismos
produtores de celulases, hemicelulases e ligninases, além do uso de substratos de baixos
custos poderdo influenciar na reducdo do preco das enzimas comerciais (Bon et al.,
2008; Gongalves et al., 2011 no prelo). A busca por microrganismos industrialmente
vidveis deverd ser oriunda da engenharia genética (Lau et al., 2010; Sanchez et al.,
2010; Young et al., 2010) ou da bioprospeccdo (Basso et al., 2008; Almeida et al.,
2009; Lotfi et al., 2010; Gongalves et al., 2011 no prelo) para uma fermentacio
eficiente do hidrolisado contendo hexoses e pentoses, e que também sejam resistentes a
alta concentracdo de agucares, presenca de compostos inibitérios gerados no processo
de hidrdlise e na prépria fermentacdo, como o etanol.

ApOs o pré-tratamento da biomassa vegetal, a fracdo rica em lignina, que €
separada da hemicelulose pode ser queimada para fornecer energia as biorrefinarias ou

convertida em gas de sintese (Fang et al., 2009; Goldemberg, 2009). A lignina, quando
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degradada em fracdes de massas menores, pode ser utilizada na fabricagdo de espuma
de poliuretana, resina fendlica e epdxi, como fonte de fenol e etileno (Lora e Glasser,
2002) e pode ser convertida em fibras de carbono (Kadla er al., 2002). Trabalhos
realizados por Freudenberg e Adam (1941), Gongalves (1995), Benar (1996), mostra
que a lignina pode ser utilizada na producdo de fenol, dcido acético, vanilina e na
producido de resinas fenol-formaldeido. De acordo com os procedimentos utilizados no
pré-tratamento e deslignificacdo a cinética de pirdlise da lignina poderé ser diferenciada
(Jiang et al., 2010) afetando o seu aproveitamento. O furfural pode ser hidrolisado em
acido maléico ou formar resinas com adi¢do de fenol ou uréia (Mckillip et al., 1989). O
hidroximetilfurfural clivados em &4cidos férmico e levulinico, esse ultimo empregado
como insumo na producdo de poliésteres (Schuchardt er al., 2001), o 4cido acético
utilizado como reagente quimico e no condimento alimentar na forma de vinagre. E a
vinhaga, quando presente, utilizada no processo de fertirrigacio do solo.

O uso da biomassa vegetal na produgdo de etanol permite intensificar a geragao de
muitos co-produtos, como o uso do vapor de etanol na producio de hidrogénio visando
a obtencdo de células combustiveis (Benito et al., 2003; Frusteri et al., 2004; Maia et
al., 2007); a producao de etileno, etilenoglicol, acetaldeido, acetatos, etilacetato, glicdis,
acrilatos, cloreto de etila, buteno, propileno e butadieno (Schucardt et al., 2001); a
producdo de eteno como resultado da desidratacdo do etanol, precursor de uma ampla
gama de residuos, como o polietileno, o polipropileno e o policloreto de vinila (BNDES,
2008). Esses co-produtos obtidos a partir do etanol estdo em plena expansdo no Brasil,
devido ao aumento da producdo de etanol para suprir as demandas futuras de consumo.
Estima-se que o acréscimo de 10 % de etanol em substitui¢cdo a outros insumos da
industria petroquimica e alcoolquimica necessitaria de 23 bilhdes de litros de etanol
(BNDES, 2008). Além disso, a intensificacdo do uso de etanol em substituicdo ao
metanol, no processo de producdo do biodiesel (Garcia et al., 2009); bem como, a
conversdao do etanol em etileno para a producdo de bioplastico (Brasken, 2008)
contribuem para o aumento na demanda de consumo de etanol.

E importante considerar que a producdo de etanol gera diéxido de carbono,
passivel de gaseificagdo podendo ser utilizado em diversos produtos industrializados
(BNDES, 2008); bem como, da fermentacdo alcodlica a biomassa microbiana pode ser

empregada como suplemento alimentar protéico (Fang et al., 2009; Silva et al., 2010).
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A destinac@o dos residuos agroindustriais e residuos urbanos de origem vegetal a
médio e longo para a producdo de biocombustiveis em substituicdo a gasolina, serdo
impulsionados pelo etanol celuldsico e o biometanol. Segundo Hasegawa et al. (2010) e
Kohse-Hoinghaus et al. (2010), ambos biocombustiveis possuem muitos beneficios,
principalmente relacionado a conversdo de carbono, mitigacao do didxido de carbono e

eficiéncia térmica.

CONSIDERACOES FINAIS

As modificacdes ambientais, influenciadas pela emissdo dos Gases do Efeito
Estufa e aquecimento global juntamente com as elevacOes de preco do barril de
petréleo, de seus derivados e aumento da demanda de consumo, motivaram o
desenvolvimento de inimeros processos tecnoldgicos e biotecnoldgicos para minimizar
a utilizacdo de combustiveis fosseis no final do século 20 e inicio do século 21. Dentre
essas inovagodes destacam-se os biocombustiveis, como o etanol, iniciado no Brasil em
1920 sendo mais efetivo a partir do Prodlcool, em 1975, e desde entdo participa
efetivamente na matriz energética brasileira, como uma das tecnologias mais limpas do
mundo. Porém, a expansdo populacional aliada a difusdo do setor agroindustrial em
busca do desenvolvimento sustentdvel possibilitou a producdo de etanol oriundo da
biomassa vegetal, além dos residuos agroindustriais e residuos urbanos de origem
vegetal, sendo fontes de baixo custo para producdo de etanol e torna-se um processo
eco-eficiente.

Algumas dificuldades ainda sdo encontradas no processo de produgdo de etanol
celuldsico, relacionadas ao pré-tratamento; ao custo elevado das enzimas para promover
a hidrdlise enzimética do substrato; a formagao de compostos inibitérios no hidrolisado;
a utiliza¢do de microrganismos eficientes e vidveis na fermentacdo da hexose e pentose;
a gaseificacdo do diéxido de carbono gerado durante essa fase; a retirada da lignina,
furfural e hidroximetilfurfural do processo enzimdtico e fermentativo e sua a adequada
utilizacdo, além do reuso da dgua durante o processo. Essas dificuldades se solucionadas
ou minimizadas poderdo proporcionar inimeras vantagens socio-ambientais, politicas e

econdmicas na produc¢do de etanol celuldsico.
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Bioprospeccao de microrganismos com potencial para a producao de

celulases e hemicelulases

RESUMO

Os residuos agroindustriais como o bagaco de cana-de-aglicar e outros materiais
lignoceluldsicos podem ser utilizados como matéria-prima para a obtencdo de diversos
produtos como etanol celuldsico, enzimas, alimentos e gomas. Existe interesse nas
enzimas de degradacdo da biomassa vegetal. Dentre elas, destacam-se as celulases e
hemicelulases, que apresentam potencial para hidrolisar os polissacarideos constituintes
da parede celular vegetal, sendo esses os carboidratos mais abundantes e renovaveis
encontrados na natureza. O objetivo da pesquisa foi prospectar microrganismos do meio
ambiente e selecionar os que apresentavam maior producdo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas. Amostras de diferentes regides foram colhidas e posterior ao
plaqueamento, obtidos 36 microrganismos isolados em meio de cultivo seletivo a base
de bagaco de cana-de-agtcar. Os microrganismos isolados foram replaqueados em meio
contendo carboximentilcelulose como principal fonte de carbono, onde, todos
apresentaram crescimento, confirmando o potencial de degradacdo de polimeros
constituintes da parede celular vegetal. A producdo enzimética foi avaliada pelo cultivo
dos microrganismos isolados em fermentag¢do estado sélido, utilizando duas fontes de
carbono distintas, bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo. Dentre as espécies
isoladas destacaram-se o Isolado 11 com producdo de 15,58 U/ml de B-glicosidase, 2,41
U/ml de xilanase, 2,13 U/ml de CMCase e o Isolado 96 com 6,77 U/ml de B-glicosidase,
1,68 U/ml de xilanase e 1,33 U/ml de CMCase cultivados em farelo de trigo, o Isolado
96 produziu 1,81 U/ml de xilanase cultivados em substrato de bagaco de cana-de-
acucar. Devido a expressiva producio de B-glicosidase pelo Isolado 11 se realizou sua
identificacdo taxondmica, obtendo como resultado Lichtheimia ramosa. Alteragdes na
temperatura e tempo de cultivo do processo fermentativo favoreceram a maior produgao
de B-glicosidase, obtendo 17,26 U/ml no cultivo em farelo de trigo a 35 °C por 120

horas.

Palavras-chave: bagaco de cana-de-agucar, farelo de trigo, B-glicosidase, Lichtheimia

ramosa
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INTRODUCAO

A biomassa vegetal € constituida por 75 a 80 % de polissacarideos (celulose e
hemicelulose) e 20 a 25 % de lignina. A celulose e a hemicelulose sd@o os principais
componentes da biomassa vegetal (Della, 2005). Esses polimeros estdo presentes
principalmente nos materiais agroindustriais, residuos urbanos de origem vegetal, e
madeiras (Szengyel, 2000). Toda biomassa vegetal € constituida de uma base seca, que
consiste quase que integralmente de lignocelulose, nome dado a um conjunto de trés
polimeros: celulose, hemicelulose e lignina (Klass, 1998). A celulose e hemicelulose,
encontradas nas paredes celulares das plantas sio componentes primarios da biomassa
vegetal na forma de carboidratos e, a lignina, polimero fendlico que contribui para a
rigidez estrutural dos tecidos das plantas (Buckeridge, 2008). A celulose ocorre ligada a
hemicelulose e essa, por sua vez, se liga a lignina (Matulova et al., 2005).

Uma das possibilidades da degradacdo dos materiais lignoceluliticos consiste no
uso de enzimas microbianas que apresentam potencial de hidrolisar a parede celular
vegetal, como a carboximetilcelulase, avicelase e B-glicosidase, enzimas que atuam
sobre a porcdo celuldsica (celulases). As xilanases, mananases, glucanases e
galactanases atuam sobre a por¢ao hemicelulésica (hemicelulases). As enzimas
oxidativas atuam sobre a lignina (ligninases), como a lignina peroxidase, manganés
peroxidase e lacase (Wood e Garcia-Campayo, 1990; Tuor et al., 1995). Devido a
recalcitrancia apresentada pela lignina, os polissacarideos presentes na parede celular da
biomassa vegetal nao sdo facilmente convertidos em agiicares monoméricos, o que faz
necessario o pré-tratamento fisico, quimico ou enzimatico (Adsul et al., 2004).

No complexo hemicelulolitico, destacam-se as [-1,4-endoxilanases, que
despolimerizam a xilana pela hidrélise randomica do esqueleto principal e as -
xilosidases, que quebram pequenos oligossacarideos liberando a xilose. No complexo
celulolitico destacam-se trés enzimas: endoglicanases, que clivam randomicamente o
polimero de celulose, alterando rapidamente o grau de polimerizacdo da celulose, as
celobiohidrolases, que hidrolisam o polimero nos terminais ndo redutores, liberando
celobiose e as celobiases (B-glicosidase) que sdo responsdveis pela clivagem de
pequenas cadeias de celooligossacarideos e celobiose a glicose, permitindo a esse
monossacarideo ser utilizado nas vias metabélicas dos microrganismos (Lee et al.,

1997; Buckeridge, 2008).
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As celulases e hemicelulases sdo enzimas comercializadas em grande volume
devido as suas inimeras aplicagdes nas industrias de detergente, tratamento de residuos
agroindustriais e na hidrélise de materiais lignoceluldsicos em agucares fermentesciveis
para a producdo de etanol celuldsico (Aristidou e Penttild, 2000; Bhat, 2000; Cao e Tan,
2002), producdo de racdo animal, extracdo e clarificacdo de suco de frutas e vegetais,
inddstria de papel e indistria téxtil (Ogel et al., 2001), sintese de oligdmeros (Heigtman
e Vasella, 1999) e liberacdo dos aromas do vinho (Spagna et al.,1998; Bhat, 2000),
aplicado na producdo de combustiveis gasosos e solventes (Kuhad e Singh, 1999).

O elevado preco, a baixa estabilidade das enzimas e a inibicdo pelo produto
formado s@o os maiores problemas para aplicacdo industrial dessas enzimas (Kang et
al., 2004). Atualmente, existe crescente busca na utilizagdo dos residuos agroindustriais,
devido a incessante demanda das atividades agricolas, que incrementam o acimulo de
residuos, o que pode gerar a deterioracdo do meio ambiente e perda de recursos, com
contribuicdo para o problema da reciclagem e conservacdo da biomassa. Diversos
processos estdo em desenvolvimento para a utilizagdo desses materiais, transformando-
0s em compostos quimicos e bioquimicos, como o etanol, enzimas, dcidos orginicos e
aminodcidos (Pandey, et al, 2000; Pandey, 2003; Singhania et al., 2009). Esses
residuos agroindustriais podem ser uma alternativa como fontes de carbono comerciais
para a producdo de enzimas que pode contribuir na redu¢do de problemas ambientais
(Adsul et al., 2004; Bon et al., 2008). Dessa forma, a prospec¢cdo de microrganismos
com potencial para a produgdo dessas enzimas, utilizando residuos agroindustriais como
substrato consiste numa alternativa promissora, principalmente num pais como o Brasil,
com expressiva produgdo agricola e elevada Biodiversidade.

O objetivo desse trabalho foi bioprospectar, em diferentes ambientes naturais,
microrganismos produtores de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas com o uso de

bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo como principal fonte de carbono.
MATERIAIS E METODOS
Substratos

Os substratos utilizados foram o bagago de cana-de-acucar, residuo da producao

de etanol, proveniente da Usina Sdo Fernando S.A. e o farelo de trigo oriundo da
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Farinheira Moinho Catarinense, ambas as empresas localizadas no municipio de
Dourados-MS.

Isolamento de microrganismos (screening)

As amostras de material organico coletadas na regido de Dourados-MS foram
diluidas em soluc¢do salina de cloreto de sédio (9 g/L) e inoculadas em placas de Petri
contendo meio a base de bagaco de cana-de-acticar. O meio foi autoclavado, plaqueado
e posteriormente procedeu-se a inoculacdo dos microrganismos, em duplicata, as placas
foram mantidas a temperatura de 30 °C e 45 °C, com verificagdo do crescimento
microbiano e retirada das colonias com morfotipos diferentes a cada 24 h, durante 7
dias. As colonias foram transferidas de acordo com as caracteristicas dos
microrganismos em meio PDA (potato dextrose agar) ou PCA (plate counter agar).

Manutenc¢ao dos microrganismos

Para a manutencdo das linhagens isoladas foram utilizados trés métodos de
conservagao de cultura: meio de cultivo PDA e PCA inclinados e imersos em o6leo
mineral, meio contendo leite desnatado e suspensdo microbiana liofilizada (CEFAR,
2008).

Plaqueamento dos isolados em meio de cultivo com carboximetilcelulose

Os microrganismos isolados em meio seletivo composto por bagagco de cana-de-
acucar foram testados quanto a sua capacidade de crescer em meio contendo
carboximetilcelulose como tnica fonte de carbono (Hankin e Anagnostakis, 1975). O
crescimento radial foi aferido, sendo analisado da seguinte forma: ausente: 0 cm;
crescimento 1: de 0,1 a 1,0 cm; crescimento 2: de 1,1 a 2,0 cm; crescimento 3: de 2,1 a
3,0 cm; crescimento 4: de 3,1 a 4,0 cm; crescimento 5: de 4,1 a 5,0 cm.

Fermentacao estado sélido para producio de enzima

Preparo do inéculo

Os microrganismos foram cultivados em frascos Erlenmeyer de 125 ml contendo
20 ml do meio 4gar inclinado, PDA (para fungos) e PCA (para bactéria), mantidos por
48 horas a 30 °C e 45 °C. Os microrganismos foram suspensos em 25 ml de solugdo
salina (0,1 % de sulfato de amonia, 0,1 % de sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1
% de nitrato de amoOnia) devidamente esterilizada. A inocula¢do dos microrganismos no
substrato se deu pela transferéncia de 10 ml dessa suspensdo microbiana para os frascos
Erlenmeyer contendo os meios fermentativos previamente preparados (Leite er al.,

2007).
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Processo fermentativo

Os substratos de farelo de trigo e bagagco de cana-de-acgucar foram lavados com
dgua destilada e posteriormente secos em estufa a 50 °C por 48 horas.

A fermentacdo se deu em frascos Erlenmeyer de 250 ml com 5 g de substrato
separado e umedecido com 5 ml de solucdo salina (descrita anteriormente). O material
foi autoclavado a 121 °C durante 20 minutos. Apds a inoculagdo dos microrganismos, a
fermentagdo ocorreu a 30 °C e 45 °C (de acordo com os microrganismos selecionados)
durante 120 horas.

Extracao enzimatica aquosa

Para a extra¢do da enzima foram adicionados 50 ml de dgua destilada nos frascos
Erlenmeyer fermentados, a cultura foi colocada em agitador orbital por 1 hora a 60 rpm.
Posteriormente filtrados em filtros sintéticos, obtendo assim o extrato enzimatico bruto,
para determinacao das atividades (Leite et al., 2007).

Atividade de B-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada com 50 uL do filtrado enzimatico,
250 uL de tampdo acetato 0,1 M, pH 5,0 e 250 uLL de 4-nitrofenol B-glicopiranosideo 4
UM, reagindo por 10 minutos a 50 °C. A reagdo enzimdtica foi paralisada com 2 ml de
carbonato de sodio 2 M. O produto formado foi quantificado por espectrofotometria, no
comprimento de onda de 410 nm (Leite er al, 2007). Uma unidade de atividade
enzimdtica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de
nitrofenol por minuto de reagao.

Atividade de xilanase e CMCase

A atividade de xilanse foi determinada com 0,1 ml do filtrado enzimatico, 0,9 ml
de tampao acetato 0,2 M, pH 5,0 e 0,5 % de xilana, reagindo por 10 minutos a 50 °C. A
reacdo enzimdtica foi paralisada em banho de gelo. A atividade de CMCase foi
determinada com 0,1 ml do filtrado enzimatico, 0,9 ml de tampao acetato 0,2 M, pH 5,0
e 1 % de CMC, reagindo por 10 minutos a uma temperatura de 50 °C, a reacdo
enzimadtica foi paralisada em banho de gelo.

As atividades de xilanase e CMCase foram medidas através da quantidade de

acucar redutor presente no final da reagdo enzimatica, quantificado pelo método de

DNS (Miller, 1959).
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Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 wmol dos respectivos produtos por minuto de reacao.

Identificacio do isolado 11

Devido a expressiva producdo enzimdtica, o fungo filamentoso previamente
enumerado foi encaminhado para especialistas em taxonomia microbiana. A
identificacdo do microrganismo foi realizada de acordo com a seguinte sequéncia
experimental: plaqueamento do microrganismo, extracdo do DNA, amplificacdo por
PCR, purificacdo da reacdo e sequenciamento de 3 colonias diferentes, efetuado pela
empresa Genotyping Biotecnologia, Botucatu-SP.

Determinacao da temperatura 6tima de crescimento

O isolado 11 foi analisado de acordo com crescimento radial (cm) em placa de
Petri com PDA entre 25 a 45 °C durante 6 dias (Aguiar Filho, 2009).

Determinaciao da temperatura 6tima para a producao de enzima

A temperatura 6tima para producao das enzimas foi obtida pelo cultivo do isolado
11 em diferentes temperaturas, entre 25 a 45 °C. Nessa etapa, o tempo de fermentagcao
foi fixado em 40 horas.

Producio enzimatica em funcao do tempo de fermentacao

O perfil de produ¢do enzimdtica do isolado 11 em funcdo do tempo de
fermentacgao foi obtido pela retirada de amostras de 24 em 24 horas, perfazendo um total
de 168 horas. Além das atividades enziméticas foi analisado a varia¢do do pH durante o
processo fermentativo. Para a avaliacdo dos parametros fermentativos foram utilizados

os substratos bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O nimero reduzido de microrganismos descritos na literatura com elevada
producdo de celulases e hemicelulases motivaram o isolamento e a selecdo de
microrganismos a partir de amostras ambientais. Neste trabalho foi desenvolvido um
meio de cultura seletivo constituido por bagaco de cana-de-agucar, tendo em vista que,
0s meios comerciais sdo onerosos € geralmente possuem baixa seletividade.

O meio de cultivo a base de bagaco de cana-de-agucar permitiu o isolamento de 36
microrganismos oriundos de 33 amostras (Figura 1 A). Os microrganismos foram

isolados de diferentes ambientes e cultivados nas temperaturas de 30 °C e 45 °C,
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numerados de acordo com as caracteristicas apresentadas, local de coleta e morfotipo.
De acordo com os morfotipos, os microrganismos foram separados em fungos
leveduriformes (8), fungos filamentosos (27) e bactéria (1), mostrados na Tabela 1. A
Tabela 2 mostra o crescimento dos microrganismos em meios com agar composto por
bagaco de cana-de-acicar (BCA) e por CMC. O crescimento de todos os
microrganismos em meio composto de CMC, confirma o potencial do meio de cultura
seletivo desenvolvido no presente trabalho como uma estratégia mais barata para o

isolamento de microrganismos celuloliticos e hemiceluloliticos (Figura 1 B e C).

Figura 1. A: Meio de cultura seletivo a base de bagaco de cana-de-actcar. B: Crescimento de
microrganismos em meio a base de bagaco de cana-de-aguicar. C: Crescimento de microrganismos em

meio CMC.
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Tabela 1. Selecdo de microrganismos em diferentes amostras e temperaturas.

Isolado Local de coleta Temperatura Microrganismo

3 Compostagem de folha 30 °C Fungo filamentoso
4 Solo horta 45 °C Fungo filamentoso
5 Cama de frango 30 °C Fungo filamentoso
6 Solo horta 45 °C Fungo filamentoso
7 Bagaco de cana-de-agucar 30 °C Bactéria

8 Bagaco de cana-de-acgucar 30 °C Fungo filamentoso
9 Vinhaga 30 °C Fungo leveduriforme
10 Bagaco de cana-de-agucar 30 °C Fungo filamentoso
11 Bagaco de cana-de-agicar 30 °C Fungo filamentoso
12 Compostagem de folha 30 °C Fungo filamentoso
14 Cama de frango 30 °C Fungo filamentoso
15 Compostagem de folha 30 °C Fungo filamentoso
20 Vinhaca 45 °C Fungo leveduriforme
23 Vinhaca 30°C Fungo leveduriforme
24 Cama de frango 30 °C Fungo filamentoso
50 Cama de frango 30 °C Fungo filamentoso
60 Vinhaca 45 °C Fungo leveduriforme
61 Vinhaca 45 °C Fungo leveduriforme
62 Vinhaca 45 °C Fungo leveduriforme
63 Vinhaca 45 °C Fungo leveduriforme
69 Erva mate 30 °C Fungo filamentoso
70 P6-de-serra 45 °C Fungo filamentoso
71 P6-de-serra 45 °C Fungo filamentoso
72 Po-de-serra 45 °C Fungo filamentoso
73 Bagaco de cana-de-acicar 45 °C Fungo filamentoso
86 Po6-de-serra 45 °C Fungo filamentoso
87 P6-de-serra 45 °C Fungo filamentoso
89 Erva mate 30 °C Fungo filamentoso
90 Vinhaca 45 °C Fungo leveduriforme
91 Erva mate 30°C Fungo filamentoso
94 Solo da Horta 30 °C Fungo filamentoso
95 P6-de-serra 30 °C Fungo filamentoso
96 P6-de-serra 45 °C Fungo filamentoso
97 P4-de-serra 30 °C Fungo filamentoso
98 Po6-de-serra 30 °C Fungo filamentoso
99 Erva mate 45 °C Fungo filamentoso

O crescimento radial dos microrganismos isolados em meio com bagaco de cana-
de-acicar e CMC corrobora com os resultados das atividades enzimaticas desses
microrganismos, onde os melhores crescimentos radiais estdo relacionados aos
microrganismos que se destacaram na produgdo de pelo menos uma das enzimas
testadas (Tabela 2 e 3). Os microrganismos que apresentaram maior producdo de B-

glicosidase foram os isolados 3, 4, 11, 15, 96 e 97, na producdo de xilanase foram os
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isolados 3, 4, 15, 96 e 97 e na produg¢do de CMCase foram os isolados 4, 96 e 97
(Tabela 3), esses microrganismos também foram os que apresentaram maior
crescimento radial (Tabela 2), o que confirma a seletividade do meio a base de bagago

de cana-de-agucar, utilizado nas etapas iniciais do isolamento microbiano.

Tabela 2. Crescimento radial (cm) de microrganismos lignoceluldsicos relacionados a producio

de enzimas em meio com bagaco de cana de acicar (BCA) e carboximetilcelulose (CMC).

Microrganismo Crescimento radial Microrganismo Crescimento radial
Isolado BCA CMC Isolado BCA CMC
3 4 1 62 1 1
4 4 3 63 1 1
5 2 2 69 1 2
6 2 1 70 2 2
7 2 2 71 2 2
8 1 2 72 1 2
9 1 1 73 2 2
10 3 2 86 3 2
11 5 2 87 1 1
12 3 2 89 1 2
14 2 2 90 1 1
15 4 3 91 1 1
20 2 2 94 2 3
23 2 2 95 3 3
24 2 2 96 4 4
50 2 2 97 5 4
60 1 1 98 4 4
61 2 1 99 2 1

Note: crescimento radial a partir do ponto central de inoculagdo (cm):
auséncia de crescimento = 0 cm; crescimento 1 = 0,1 a 1 cm; crescimento 2 =
1,1 a 2 cm; crescimento 3 = 2,1 a 3 cm; crescimento 4 = 3,1 a 4 cm;
crescimento 5 =4,1 a5 cm.
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Tabela 3. Atividade enzimatica de B-glicosidase, xilanase e CMCase em diferentes
microrganismos e substratos.

Microrganismos Farelo de trigo (U/ml) Bagaco de cana-de-actcar (U/ml)
Isolado B-glicosidase | xilanase | CMCase | p-glicosidase | xilanase | CMCase
3 6,24 1,01 0,89 0,18 0,51 0,64
4 5,96 1,40 1,40 0,06 0,62 0,58
5 0,05 0,81 0,92 0,01 0,97 0,57
6 1,74 0,17 0,67 0,05 0,63 0,51
7 0,01 0,54 0,54 0,02 0,47 0,50
8 0,02 0,56 0,47 0,01 0,53 0,45
9 0,01 0,44 0,58 0,01 0,44 0,44
10 0,09 0,48 0,48 0,01 0,61 0,52
11 15,58 2,41 2,13 0,28 0,48 0,46
12 4,54 0,78 0,90 0,04 0,68 0,46
14 0,10 1,10 0,94 0,03 0,71 0,55
15 5,55 1,35 1,03 0,02 0,48 0,54
20 0,02 0,52 0,53 0,01 0,46 0,45
23 0,02 0,61 0,57 0,01 0,53 0,44
24 0,04 1,59 0,52 0,01 0,83 0,53
50 0,04 1,23 0,44 0,02 1,16 0,44
60 0,02 0,50 0,56 0,01 0,46 0,45
61 0,01 0,54 0,56 0,01 0,48 0,41
62 0,01 0,53 0,55 0,01 0,50 0,51
63 0,01 0,56 0,57 0,01 0,49 0,48
69 0,06 0,67 0,45 0,02 0,54 0,44
70 0,02 2,31 0,93 0,01 1,20 0,77
71 1,68 1,07 0,96 0,01 0,44 0,92
72 0,04 1,50 1,61 0,02 0,88 1,65
73 0,09 0,46 0,53 0,01 0,48 0,70
86 3,95 1,34 1,11 0,03 0,63 0,66
87 0,02 1,40 0,53 0,01 1,37 0,51
89 0,30 0,62 0,91 0,03 0,48 0,51
920 0,01 0,54 0,50 0,01 0,52 0,45
91 0,05 1,22 0,47 0,03 0,65 0,48
94 0,08 0,68 0,74 0,02 0,57 0,55
95 0,08 0,96 0,65 0,02 0,57 0,61
96 6,77 1,68 1,33 0,04 1,81 0,65
97 2,76 2,68 0,74 0,01 1,06 0,65
98 0,28 0,58 0,68 0,04 0,49 0,62
99 0,02 1,11 0,55 0,01 0,66 0,52

A baixa atividade de B-glicosidase, xilanase e CMCase foram observadas no
cultivo em bagaco de cana-de-agicar quando comparado com a producdo apresentada
em farelo de trigo, os resultados seguintes sdo referentes ao cultivo em farelo de trigo

em estado solido de fermentacdo, o isolado 11 apresentou produgdo de 15,58 U/ml B-
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glicosidase, os isolados 96 (6,77 U/ml), 3 (6,24 U/ml), 4 (5,96 U/ml) e 15 (5,55 U/ml)
apresentaram as maiores concentragdes dessa enzima. A atividade enzimdtica de
xilanase se destacou nos isolados 97 (2,68 U/ml), 70 (2,31 U/ml) e 96 (1,68 U/ml). A
atividade enzimatica de CMCase foi maior no isolado 4 (1,4 U/ml) e o isolado 72 (1,61
U/ml).

As diferencas apresentadas entre o substrato de farelo de trigo em relacdo ao
substrato de bagaco de cana-de-acucar utilizados na producdo enzimatica em
fermentag¢do estado sélido foram também evidenciados por Palma-Fernandez (2002),
Leite et al. (2007) e Alves-Prado et al. (2009). Segundo Dias et al. (2003) o farelo de
trigo possui maior quantidade de macro e micronutrientes disponiveis comparado com
os demais residuos agroindustriais, como o bagaco de cana-de-agucar, palha de arroz,
palha de trigo e farelo de arroz. O farelo de trigo consiste de um meio complexo rico em
proteinas, carboidratos, minerais, lipideos e vitaminas, sendo de f4cil assimilagcdo pelos
microrganismos (Haque et al., 2002).

A utilizacdo de residuos agroindustriais, como o farelo de trigo e bagago de cana-
de-acuicar, no processo de fermentacdo em estado sélido para obtencdo de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas, pode ser uma alternativa para amenizar os problemas
ambientais que esses residuos ocasionam e ainda com a possibilidade de agregacdo de
valor (Pandey et al., 2000; Pandey, 2003; Singhania et al., 2009). Segundo Singhania et
al. (2009), a fermentacdo em estado s6lido € um processo simples que requer baixo
consumo de energia e de capital de investimento. Entretanto, fornece elevada
produtividade. Nesse trabalho foi evidenciada a eficdcia no processo de isolamento
microbiano e na producdo de enzimas, a partir do bagaco de cana-de-acucar e farelo de
trigo, além de possibilitar a redu¢@o do custo de producio e o impacto ambiental que os
residuos ambientais causam.

Embora tenha sido evidenciada a presenga de CMCase e xilanases nos extratos
enzimaticos dos microrganismos isolados, a produgdo dessas enzimas ndo foi expressiva

quando comparada com alguns microrganismos descritos na literatura (Tabela 4).
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Tabela 4. Microrganismos produtores de CMCase e xilanase.

Microrganismos produtores de CMCase

Microrganismo Substrato Producao U/ml Autor(es)
Isolado 04 Farelo de trigo 1,40 Este trabalho
Lichtheimia ramosa Farelo de trigo 2,13 Este trabalho
Isolado 96 Farelo de trigo 1,33 Este trabalho
Isolado 72 Farelo de trigo 1,61 Este trabalho
Isolado 72 Bagaco de cana-de-agticar 1,65 Este trabalho
Trichoderma harzianum Farelo de trigo 1,64 Ruegger e Tauk-Tornisielo, 2004
Pleurotus sajor-caju Bagaco de cana-de-agticar 0,08 Menezes et al., 2009
Chaetomium erraticum Farelo de trigo 0,04 Soni e Soni, 2010
Chaetomium erraticum Bagaco de cana-de-agtcar 1,25 Soni e Soni, 2010
Rhizopus oryzae Bagaco de cana-de-agticar 1,80 Karmakar e Ray, 2010
Lysinibacillus sp. Farelo de trigo 0,43 Alves-Prado et al., 2009
Lysinibacillus sp. Bagaco de cana-de-agticar 0,62 Alves-Prado et al., 2009
Trichoderma harzianum Bagaco de cana-de-agtcar 0,03 Mendoza, 2009
Streptomyces sp. Celulose cristalina 11,8 Alani et al., 2007
Neosartoryas spinosa Farelo de trigo 0,11 Alves-Prado et al., 2009
Neosartoryas spinosa Bagaco de cana-de-agticar 0,05 Alves-Prado et al., 2009

Microrganismos produtores de xilanase

Microrganismo Substrato Producao U/ml Autor(es)
Isolado 04 Farelo de trigo 1,40 Este trabalho
Lichtheimia ramosa Farelo de trigo 2,41 Este trabalho
Isolado 96 Farelo de trigo 1,68 Este trabalho
Isolado 70 Farelo de trigo 2,31 Este trabalho
Isolado 96 Bagaco de cana-de-agtcar 1,81 Este trabalho
Aspergillus ochraceus Farelo de trigo 20,43 Betini, 2006
Pleurotus tailandia Bagaco de cana-de-agtcar 0,11 Menezes et al., 2009
Pleurotus sajor-caju Bagaco de cana-de-agtcar 0,11 Menezes et al., 2009
Streptomyces flavogriseus Farelo de trigo 1,59 Johnson et al., 1988
Streptomyces C-248 Farelo de trigo 4,48 Johnson et al., 1988
Thermoascus aurantiacus Farelo de milho 130 Oliveira et al., 2010
Streptomyces C-254 Farelo de trigo 6,44 Johnson et al., 1998
Aspergillus sidowii Bagaco de cana-de-agticar 0,56 Gosh et al., 1993
Aspergillus sidowii Farelo de trigo 1,10 Gosh et al., 1993
Trichoderma harzianum Bagaco de cana-de-agticar 0,06 Mendoza, 2009
Lysinibacillus sp. Farelo de trigo 5,40 Alves-Prado et al., 2009
Lysinibacillus sp. Bagaco de cana-de-agtcar 1,60 Alves-Prado et al., 2009
Neosartoryas spinosa Farelo de trigo 2,10 Alves-Prado et al., 2009
Neosartoryas spinosa Bagaco de cana-de-agtcar 0,50 Alves-Prado et al., 2009

A Tabela 5 mostra os microrganismos produtores de B-glicosidase, o Lichtheimia
ramosa em substrato de farelo de trigo apresentou producdo de B-glicosidase de 15,58

U/ml. O que torna esse microrganismo um dos maiores produtores de B-glicosidase ja
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reportados na literatura. Leite ef al. (2008) cultivaram Aureobasidium pulluans durante
120 horas em farelo de trigo e obtiveram 1,3 U/ml de B-glicosidase, enquanto Wen
(2005) cultivou Trichoderma reesei em estrume bovino e obteve 0,09 U/ml de B-

glicosidase.

Tabela 5. Microrganismos produtores de -glicosidase.

Microrganismos produtores de f-glicosidase

Microrganismo Substrato Producio U/ml Autor(es)
Isolado 3 Farelo de trigo 6,24 Este trabalho
Isolado 4 Farelo de trigo 5,96 Este trabalho
Lichtheimia ramosa Farelo de trigo 15,58 Este trabalho
Isolado 96 Farelo de trigo 6,77 Este trabalho
Chaetomium globosum Fibras de palma deslignificadas 9,8 Umikalson et al., 1997.
Sporotrichum thermophile Residuos de grama 0,47 Latif et al., 1995.
Trichoderma reesei RUT C-30 Lactose 0,31 Santos et al., 2009.
Aspergillus Niger Farelo de trigo 2,84 Sukumaran et al., 2008.
Trichoderma reesei Farelo de trigo 0,22 Sukumaran et al., 2008.
Thermoascus aurantiacus Farelo de trigo 7,0 Leite et al., 2008.

A expressiva producdo de B-glicosidase apresentado pelo fungo L. ramosa
estimulou o estudo detalhado da influéncia da temperatura sobre o crescimento e
producdo enzimatica desse microrganismo. A Figura 2 ilustra diferentes cinéticas de
crescimento em temperaturas variando de 25 °C a 45 °C em 4gar PDA. Sendo a 35 °C
melhor temperatura para o crescimento, definida em funcdo do maior crescimento radial
(5 cm) a partir do centro de inoculagdo, no menor intervalo de tempo depois de
inoculado (40 horas). Os resultados obtidos confirmam a mesofilia do microrganismo
descrita pelos taxonomistas. Segundo Pitt e Hocking (2009) os microrganismos
pertencentes a classe dos Zygomycetes possuem significativa incorporacdo de biomassa

e rapida producdo de esporos permitindo eficiéncia na producao de bioprodutos.
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Figura 2. Cinética de crescimento radial de L. ramosa em diferentes temperaturas de cultivo em

agar PDA.

Embora o crescimento maximo do fungo L. ramosa ter sido obtido a 35 °C, a
temperatura 6tima para a producgdo de B-glicosidase em fermentacdo estado sélido pode
ndo ser a mesma de crescimento. Como reportado por Ryu e Mandels (1980) cultivando
T. reesei a temperatura 6tima de crescimento foi entre 32 °C e 35 °C, enquanto que a
temperatura 6tima para producgdo de celulases foi entre 25 °C e 28 °C.

Para avaliar o perfil de produ¢do de enzima em func¢do da temperatura e tempo de
cultivo, o microrganismo foi cultivado tanto em farelo de trigo como em bagaco de
cana-de-acucar, entretanto, ndo sdo apresentados os resultados obtidos em cultivo em
bagaco de cana-de-agtcar por apresentarem valores inexpressivos.

A avaliacdo do perfil de producdo de enzima em funcdo da temperatura, o
microrganismo foi cultivado, entre 25 °C a 45 °C, com tempo de fermentacao fixado em
120 horas.

A temperatura 6tima para a produgdo de B-glicosidase foi obtida a 35 °C com a
producdo de 16,27 U/ml (Figura 3). A maior produgdo de xilanase por L. ramosa foi
obtida a 35 °C, com producdo de 2,54 U/ml (Figura 3). Resultados obtidos por Da-Silva
et al. (2005), na producdo de xilanase pelo fungo Thermoascus aurantiacus foi de 64
U/ml em cultivo de farelo de trigo. A maior producao de CMCase pelo fungo L. ramosa

foi obtida na temperatura de 35 °C, com 2,36 U/ml (Figura 3). O fungo 7. aurantiacus
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produziu 30 U/ml e 3 U/ml de CMCase em cultivo de farelo de trigo (Da-Silva et al.,
2005).
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Figura 3. Cinéticas de producdo de B-glicosidase, xilanase e CMCase por L. ramosa em diferentes

temperaturas de cultivo em substrato de farelo de trigo.

A temperatura o6tima de crescimento do fungo L. ramosa foi semelhante a
temperatura 6tima de producao das enzimas (35 °C), no entanto, todas as enzimas foram
produzidas na ampla faixa de temperatura testada (25 °C a 45 °C), o que reflete a
adaptacdo desse microrganismo as alteragdes térmicas frequentemente evidenciadas em
condi¢des ambientais. Essa caracteristica microbiana é bastante desejdvel nos processos
de fermentacdo em estado solido, tendo em vista, a heterogeneidade do meio
fermentativo devido a dificuldade de transferéncia de calor metabdlico e a possibilidade
da existéncia de regides com diferentes temperaturas no mesmo meio fermentativo
(Pandey et al., 2000; Pandey, 2003).

Considerando a expressiva producdo de B-glicosidase pelo L. ramosa, 35 °C, essa
temperatura foi escolhida para o estudo da produ¢@o enzimatica em funcdo do tempo de
cultivo. Anélises semelhantes foram realizadas em relagdo a xilanase e CMCase. A
maior producdo de B-glicosidase foi evidenciada apds 120 horas de cultivo, sendo de
17,26 U/ml (Figura 4). Os microrganismos Aspergillus niger e T. reesei apresentaram
producdo de 2,84 e 0,22 U/ml de B-glicosidase, respectivamente, em farelo de trigo apds
96 horas de cultivo (Sukumaran et al., 2008). Os microrganismos A. pulluans e T.

aurantiacus obtiveram, apds 72 horas de cultivo em farelo de trigo, producdo de 1,0 e
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7,0 U/ml B-glicosidase, respectivamente (Leite et al., 2008). O que confirma a
expressiva producdo dessa enzima por L. ramosa nas condi¢des testadas.

A maior producdo de xilanase pelo fungo L. ramosa foi obtida apds 120 horas de
fermentacdo, apresentando o valor de 2,3 U/ml (Figura 4). Segundo Leite et al. (2007) o
microrganismo A. pulluans apresentou maior produc¢do de xilanase em 96 horas de
cultivo (5,0 U/ml) e T. aurantiacus em farelo de trigo em relacdo a outros substratos
testados (36 U/ml em 96 horas de fermentagdo), conforme Oliveira et al. ( 2010).

A producgdo de CMCase por L. ramosa foi obtida ap6s 120 horas de cultivo, cerca
de 2,16 U/ml (Figura 4). Sukumaran et al. (2008) obtiveram atividades de CMCase de
A. niger de 6,77 U/ml e T. reesei de 14,98 U/ml em farelo de trigo apds 96 horas de
cultivo.

Como pode ser evidenciado nos resultados descritos, apds a alteracdo de alguns
parametros fermentativos o microrganismo L. ramosa apresentou um pequeno aumento
na produgdo de xilanase e CMCase, no entanto, esta producdo € significativamente
baixa quando comparada com outros fungos descritos na literatura, confirmando os

dados preliminares descritos na Tabela 4.
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Figura 4. Atividade de B-glicosidase, xilanase e CMCase em fun¢ao do tempo de fermentagdo por

L. ramosa em substrato de farelo de trigo.

Em ambos os substratos foram observados o decréscimo continuo no valor do pH
durante o processo fermentativo, com pH inicial de 5,72 e final de 5,45 em substrato de
bagaco de cana-de-acucar e com pH inicial de 5,60 e final de 4,55 em substrato de

farelo de trigo (Figura 5). Segundo Raimbault (1998) a variacdo do pH € influenciada

48



pela presenca da atividade metabdlica do microrganismo, podendo aumentar ou

diminuir de acordo com o que € liberado ou consumido.
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Figura 5. Variacdo do pH durante o processo fermentativo por L. ramosa.

Poucas contribui¢des cientificas sdo encontradas na literatura, sobre a aplicacdo
biotecnoldgica do fungo L. ramosa principalmente relacionado a producdo de enzimas.
De acordo com Zhu et al. (1989) a espécie apresenta potencial para a producdo de a-
galactosidases. Os resultados obtidos nesse trabalho permitem ainda enfatizar a elevada
producdo de B-glicosidase pelo fungo L. ramosa, sendo essa a maior ji descrita na
literatura cientifica. Dessa forma, é possivel inferir que os estudos de isolamento e
cultivo de microrganismos permitem encontrar espécies com potencial para produgdo
enzimdtica ainda ndo descrita, isso justifica a continuidade de trabalhos de
bioprospeccdo microbiana, principalmente em regides pouco exploradas para essa
finalidade, como € o caso do Cerrado Sul Matogrossense, como também evidenciado
por Alves-Prado et al. (2009), na Regiao Norte de Mato Grosso do Sul, no isolamento e
selecdo de microrganismos produtores de xilanase, os autores obtiveram 50 linhagens
de bactérias e 15 linhagens de fungos filamentosos, com destaque do fungo
Neosartoryas spinosa P2D19 e da bactéria Lysinibacillus sp. P5B1, sendo o primeiro
microrganismo sem relato na literatura da sua producdo de xilanase e o segundo

microrganismo sendo uma espécie nova.
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CONCLUSAO

Os residuos agroindustriais além de inumeras aplicacOes biotecnoldgicas, se
apresentam como alternativa na formulacdo de meios seletivos para o isolamento de
microrganismos, sendo o meio elaborado eficiente na selecdo de microrganismos com
potencial de degradacdo de compostos lignoceluldsicos.

O farelo de trigo foi o melhor substrato para o cultivo do fungo Lichtheimia
ramosa visando a producdo de enzimas de degradacdo da parede celular vegetal, em
relacdo ao farelo de trigo.

Os resultados obtidos demostram a dificuldade de encontrar microrganismos com
expressiva producdo de celulases e hemicelulases, onde dos 36 microrganismos isolados
a partir de meio seletivo, apenas um microrganismos se destacou na producdo de uma
das enzimas testadas (-glicosidase).

O conhecimento da biodiversidade através da bioprospec¢do microbiana torna
possivel a obtencdo de novas alternativas para solucionar problemas nas dreas de
alimento, saude, meio ambiente e industria. As técnicas modernas de prospeccdo de
microrganismos como a gendmica, protedmica e metabolomica sdo relevantes,
entretanto as técnicas cldssicas como utilizadas nesse trabalho também sdao importantes

para a obten¢do de novas fontes produtoras de enzimas microbianas.
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CONCLUSAO GERAL

A utilizacdo da biomassa vegetal, na forma cultivada ou inserida em residuos
agroindustriais e urbanos permite a substituicdo de fontes energéticas nao renovaveis
por fontes renovdveis, como o etanol celulésico, com a vantagem de ser menos
poluente, podendo favorecer principalmente, paises emergentes como o Brasil, na
geracdo de energia de forma sustentdvel.

A consolida¢do em escala industrial da produ¢do do etanol celulésico apresenta
como principal gargalo do processo a hidrélise enzimdtica dos compostos
lignocelulésicos, devido ao alto custo das enzimas e dos inibidores gerados nesta etapa.
A contribuicdo do trabalho na produgdo do etanol celuldsico foi o isolamento e a
selecdo de microrganismos produtores de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas,
encontrados no ambiente natural e industrial, destacando-se o Isolado 11 identificado
como Lichtheimia ramosa, pela significativa produgao de B-glicosidase em substrato de
farelo de trigo, o que permite aumentar a eficiéncia dos extratos enzimdticos
(celobiohidrolases, endoglicanases, B-glicosidase e as hemicelulases) obtidos a partir do
cultivo de fungos Trichoderma reesei e Aspergillus sp. e melhorar a hidrélise
enzimadtica.

A producdo de B-glicosidase por L. ramosa em residuo agroindustrial representa
uma alternativa promissora para suplementar o extrato enzimdtico produzido pelo T.
reesei, sua producao requer baixo custo e fornece elevado rendimento em comparagao
aos microrganismos utilizados.

O estudo também contribuiu com métodos para auxiliar no isolamento de
microrganismos produtores de celulases e hemicelulases, durante a fase de screening
destacando-se o meio a base de bagaco de cana-de-aciicar, que proporcionou o
isolamento de 36 microrganismos e demonstrou significativo resultado quando
comparado ao dgar composto por carboximetilcelulose (CMC) como unica fonte de
carbono, 0 que permite sua utilizacdo como meio de isolamento de microrganismos

produtores de celulases e hemicelulases.



