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RESUMO 
 
 A produção de etanol, assim como outros processos baseados na utilização 

de matérias-primas renováveis, ganhou destaque nas últimas décadas. Neste 

cenário, os resíduos agroindustriais tornam-se promissores à produção de etanol de 

segunda geração. Entretanto, nos resíduos lignocelulósicos a celulose encontra-se 

bastante protegida, sendo a degradação da fibra vegetal o maior empecilho à 

produção em escala industrial do etanol de segunda geração. Com o intuito de 

viabilizar o pré- tratamento enzimático, o estudo de micro-organismos que compõem 

o jardim de fungos das formigas cortadeiras, como os gêneros Aureobasidium e 

Meyerozyma, é uma fonte promissora, uma vez que estes são naturalmente 

adaptados à degradação da matéria vegetal. Sendo assim, o presente trabalho 

objetivou ampliar o conhecimento da diversidade funcional e capacidade metabólica 

destes micro-organismos, a fim de obter linhagens com potencial para a produção de 

biocombustível. A metodologia utilizada baseou-se no cultivo das linhagens em 

diferentes resíduos da agroindústria com posterior quantificação dos açúcares 

redutores (monossacarídeos fermentescíveis) liberados, assim como a quantificação 

da produção de enzimas hidrolíticas, tais como amilases, endoglucanases, 

pectinases e xilanases. Os experimentos foram realizados em quintuplicata tendo 

como controle o resíduo lignocelulósico sem inóculo. Ainda, a capacidade do gênero 

Meyerozyma em fermentar pentoses e produzir etanol foi averiguada. Através destes 

métodos foi observado que três linhagens pertencentes à espécie Meyerozyma 

caribbica, podem ser úteis em processos industriais. Com relação ao gênero 

Aureobasidium, o seu frequente isolamento associado às formigas cortadeiras e a 

produção enzimática revelada no presente estudo, indicaram seu potencial na 

degradação de resíduos vegetais. Entre as linhagens testadas, as mais promissoras 

em processos biotecnológicos são três isolados da espécie Aureobasidium 

leucospermi e um isolado de Aureobasidium pullulans, as quais conseguiram 

aumentar significativamente (p<0,05) a concentração de monossacarídeos no meio 

de cultivo. Os maiores valores em Unidades de enzima. mL-1 foram obtidos na 

atividade pectinolítica. Isto indica que essas leveduras representam uma fonte 

potencial desta enzima. 

 

Palavras-chave: Açúcares redutores. Bioetanol. Enzimas hidrolíticas.  
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1 INTRODUÇÃO 
 
 A demanda por combustíveis automotores é crescente, o que faz aumentar o 

interesse por fontes produtoras alternativas. Ainda, o crescente problema das 

emissões de CO2 e as preocupações com a segurança energética reforçam a 

procura por fontes energéticas não petrolíferas (ALVIRA et al., 2010). Neste 

contexto, o etanol ocupa o primeiro lugar dentre as fontes energéticas renováveis e o 

Brasil possui posição de destaque mundial na produção desse biocombustível 

(CANILHA et al., 2009), sendo também o país com maior potencial de expansão da 

produtividade devido ao clima privilegiado e a disponibilidade de solo para o plantio 

em larga escala de matéria-prima (BARROS et al., 2014).   

 O etanol lignocelulósico, produzido a partir de resíduos agroindustriais, 

conhecido também como etanol de segunda geração, revela-se uma alternativa 

promissora para incrementar a produção de biocombustíveis. O bioetanol apresenta 

vantagens energéticas, econômicas e ambientais (ALVIRA et al., 2010), isto porque 

os resíduos da agroindustria, tais como bagaço de cana-de-açúcar, sabugo de milho, 

casca de arroz e casca de café, são fontes abundantes de material lignocelulósico e 

possuem um baixo custo, além de não competirem pelo uso da terra com culturas 

alimentares (BARROS et al., 2014).  

 A conversão de matérias-primas lignocelulósicas, como resíduos agrícolas, à 

etanol, oferece inúmeros benefícios, mas o seu desenvolvimento é dificultado por 

obstáculos econômicos e técnicos (ALVIRA et al., 2010). O pré-tratamento do 

substrato, constitui o principal entrave a produção em larga escala, sendo 

responsável por 60-70% do custo de produção do etanol de segunda geração 

(BARROS et al., 2014). Segundo Bornscheuer et al. (2014), algumas estimativas 

sugerem que o custo de produção do etanol lignocelulósico é cerca de US $ 0,5 por 

litro, sendo quase duas vezes maior que o custo de produção do etanol de primeira 

geração. 

 O alto custo do pré-tratamento se deve à natureza altamente resistente da 

biomassa vegetal. Em geral, os resíduos lignocelulósicos, são compostos por 

celulose (33-51%), hemicelulose (19-34%) e lignina (21-32%), sendo o restante de 

sua composição representado por cinzas (0-2%) e extrativos (1-5%) (ALMEIDA, 

2007; BORNSCHEUER et al., 2014). A celulose e a hemicelulose são componentes 

propensos à hidrólise química e enzimática mas o problema maior reside na lignina 
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(SOARES, 2012) cuja natureza recalcitrante dificulta o metabolismo enzimático e, 

consequentemente, a obtenção de monossacarídeos fermentescíveis a partir das 

enzimas atualmente disponíveis. Desta maneira, o custo da conversão de celulose 

em glicose livre e posteriormente em biocombustível torna o processo desvantajoso 

(CORTEZ, 2010). 

 Portanto, estudos nesse campo são necessários visando vencer essas 

dificuldades, uma vez que a hidrólise enzimática aplicada à conversão da celulose 

em monossacarídeos é uma etapa crucial na produção do etanol de segunda 

geração (CORRÊA et al., 2014). Há um interesse geral na obtenção de enzimas 

hidrolíticas específicas e estáveis, capazes de degradar eficientemente a fibra 

vegetal.  

 Com o intuito de viabilizar o pré-tratamento enzimático, o estudo dos micro-

organismos naturalmente adaptados ao uso da celulose, como os fungos associados 

às formigas cortadeiras, mostra-se promissor para a obtenção de linhagens com 

potencial para degradar polímeros vegetais (MENDES et al., 2012), possibilitando a 

produção em escala industrial do etanol de segunda geração.  

No presente trabalho foram prospectadas leveduras pertencentes aos 

gêneros Meyerozyma e Aureobasidium depositadas na Central de Recursos 

Microbianos da UNESP, Rio Claro. De acordo com Mendes et al. (2012), já foi 

constatada a produção de enzimas hidrolíticas como celulases e pectinases por 

Meyerozyma guilliermondii, bem como de celulases por linhagens de Meyerozyma 

caribbica e de Aureobasidium isolados de ninhos das formigas cortadeiras Atta 

texana e Acromyrmex. Além disso, segundo Leathers, (2003) o gênero 

Aureobasidium apresenta-se como uma fonte promissora de enzimas xilanolíticas.  

Ainda, segundo Kurtzman et al. (2011), o gênero Meyerozyma é capaz de 

fermentar açúcares como glicose, sacarose e rafinose, sendo esta característica 

também explorada no presente trabalho. Além disso, foi averiguada a produção de 

etanol a partir de determinadas pentoses. 

 

2 OBJETIVO  

 

 Ampliar o conhecimento da diversidade funcional e capacidade metabólica de 

micro-organismos pertencentes ao gênero Meyerozyma e Aureobasidium, os quais 
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compõem o jardim de fungos das formigas cortadeiras, objetivando a obtenção de 

linhagens com potencial para a produção de biocombustível. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Micro-organismos utilizados 
 
 Os micro-organismos são provenientes da Central de Recursos Microbianos 

da UNESP (http://www.rc.unesp.br/estirpes/php) e foram previamente selecionados 

como produtores de polissacaridases vegetais (MELO et al., 2012; ARCURI et al., 

2012). 

 

3.2 Meio para indução de enzimas lignocelulolíticas e condições de cultivo das 
leveduras 
 

 Os resíduos agroindustriais in natura, bagaço de cana-de-açúcar, sabugo de 

milho, casca de arroz e casca de café, foram previamente lavados, secos a 

temperatura ambiente e triturados por cisalhamento em peneira de 0,4 mm. 

(CHANDEL et al., 2013). 

 As leveduras (48 linhagens; 40 Meyerozyma e oito Aureobasidium) foram 

inicialmente semeadas em meio YNB 0,67%, e então foi preparada uma suspensão 

celular de 106 células. mL-1 (adaptado de SANHUEZA et al., 2007). As células foram 

semeadas em 2,5 g do resíduo lignocelulósico com adição de 25 mL de meio mínimo 

mineral adaptado de Hou-Rui et al. (2009).  As 48 linhagens foram inicialmente 

semeadas em meio contendo bagaço de cana-de-açúcar; posteriormente, apenas as 

linhagens que apresentaram melhor desempenho, aumentando a concentração de 

açúcares redutores ou a concentração de sólidos solúveis totais (grau BRIX) foram 

testadas nos demais resíduos.  

 A incubação foi realizada de maneira estática, no escuro, a 25 ºC, por 96 

horas. Após este período, obteve-se o extrato enzimático (adaptado de 

RODRIGUES, 2009). Os ensaios foram realizados em quintuplicata tendo meio 

mineral mais resíduo lignocelulósico sem inóculo como controle. 
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3.3 Determinação do crescimento e viabilidade celular 
 
 O controle da viabilidade celular foi realizado por contagem das células em 

câmara de Neubauer utilizando o corante azul de metileno (ANTONINI, 2004).  

 

3.4 Análise de açúcares redutores  
 
 Os açúcares redutores (AR) foram quantificados para determinar a quantidade 

de açúcar liberado na degradação de polímeros complexos como celulose, xilana, 

pectina e amido.  A quantificação foi realizada utilizando-se o reagente ácido 3,5-

dinitro-salicílico (MILLER, 1959). Em tubos de ensaio foram colocados 0,1 mL das 

amostras e 0,1 mL de DNS. A solução foi colocada em banho fervente por 10 

minutos e ao término foi adicionado 1,0 mL de água destilada gelada. A leitura da 

absorbância foi efetuada em espectrofotômetro BEL – SP 1105 (SF 325NM) a 575 

nm. A quantificação foi obtida através de uma curva de calibração, construída com 

intervalos de 0,0 – 5,0 mg/mL (com incremento de 0,625) de açúcar redutor a partir 

de uma solução padrão de 1,0 g/L de glicose. 

 
3.5 Determinação das atividades enzimáticas 
 
 Foi realizada a atividade das seguintes enzimas: endoglucanase (CMCase), 

endoglucanase (CMase), xilanase, pectinase, endoamilase e exoamilase, conduzida 

de acordo com a metodologia adaptada de Ghose, (1987). Para todas as enzimas os 

resultados obtidos através dos ensaios enzimáticos foram realizados em cinco 

réplicas das quais foi obtida uma média e o desvio padrão (DP). 

 

3.5.1 Endoglucanase (CMCase) e endoglucanase (CMase) 

 

 A determinação quantitativa da atividade de endoglucanase (CMCase e 

CMase) foi determinada a partir da reação de 20 µL do extrato enzimático e 80 µL da 

solução do substrato carboximetilcelulose (CMCase) e celulose microcristalina 

(CMase), ambos em solução 0,625 % (m/v) de tampão citrato, pH 6. A reação foi 

incubada a 25 °C, no escuro, durante 60 minutos e interrompida com a adição de 

100 µL do reagente DNS (ácido 3,5-dinitro-salicílico) (MILLER, 1959).  Após 10 
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minutos em banho fervente, foi adicionado 1,0 mL de água destilada gelada; em 

seguida as amostras foram homogeneizadas e a leitura da absorbância realizada em 

espectrofotômetro BEL – SP 1105 (SF 325NM) a 575 nm. Como branco da reação 

utilizou-se uma amostra contendo 20 µL do extrato enzimático e 80 µL da solução do 

substrato em tempo reacional zero. A unidade de atividade enzimática (U) é definida 

como a quantidade de enzima necessária para liberar 1,0 µmol de glicose por minuto 

de reação e por mL de extrato bruto, sob as condições de ensaio citadas.  O cálculo 

da atividade enzimática foi realizado através de uma curva de calibração, construída 

com intervalos de 0,0 – 5,0 micromol/mL (com incremento de 0,625) de açúcar 

redutor a partir de uma solução padrão de 1,0 g/L de glicose. 

 

3.5.2 Xilanase 

 

 Para a determinação da atividade de xilanase, foram adicionados 20 μL do 

extrato enzimático a 80 μL de solução de xilana (2,0 mg/mL de xilana diluída em 

tampão fosfato 0,1M; pH 6,0). A reação foi mantida a 25 °C, no escuro, durante 120 

minutos e interrompida com a adição de 100 µL do reagente DNS (ácido 3,5-dinitro-

salicílico) (MILLER, 1959). Após 10 minutos em banho fervente, foi adicionado 1,0 

mL de água destilada gelada; em seguida as amostras foram homogeneizadas e a 

leitura da absorbância efetuada em espectrofotômetro BEL – SP 1105 (SF 325NM) a 

575 nm. O branco utilizado para zerar o espectrofotômetro corresponde às mesmas 

quantidades do extrato enzimático e da solução do substrato, mas em tempo 

reacional zero. Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para liberar 1,0 μmol de xilose por minuto de 

reação e por mL de extrato bruto. O cálculo da atividade enzimática foi realizado 

através de uma curva de calibração, construída com intervalos de 0,0 – 5,0 

micromol/mL (com incremento de 0,625) de açúcar redutor a partir de uma solução 

padrão de 1,0 g/L de xilose. 

 

3.5.3 Pectinase 

 

 A atividade de pectinase foi determinada de acordo com o procedimento 

descrito para a atividade da endoglucanase (item 3.5.1.). No entanto, para a 

dosagem dessa enzima foi utilizado como substrato o ácido poligalacturônico 
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(Sigma, P-3889) (2,0 mg/mL de substrato em 0,2 mol L-1 de solução tampão acetato; 

pH 5,0). A curva analítica utilizada foi de ácido galacturônico. Uma unidade dessa 

enzima foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1,0 µmol 

de ácido D-galacturônico por minuto de reação e por mL de extrato bruto. 

 

3.5.4 Amiolítica (endoamilase e exoamilase) 

 

 A atividade de amilase foi determinada utilizando com substrato uma solução 

de amido (0,5% para endoamilase e 1,0% para exoamilase) diluída em tampão 

acetato, pH 5,0.  A mistura contendo 80 μL de solução de amido e 20 μL do extrato 

enzimático foi mantida a 25 °C, no escuro, durante 30 minutos e interrompida com a 

adição de 100 µL do reagente DNS (ácido 3,5-dinitro-salicílico) (MILLER, 1959). 

Após 10 minutos em banho fervente, adicionou-se 1,0 mL de água destilada gelada, 

seguindo homogeneização das amostras. A leitura da absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro BEL – SP 1105 (SF 325NM) a 575 nm, sendo o branco utilizado 

para zerar o espectrofotômetro composto por 80 μL de solução de amido e 20 μL do 

extrato enzimático em tempo reacional zero. Uma unidade de atividade enzimática 

foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1,0 μmol de 

glicose por minuto de reação e por mL de extrato bruto. O cálculo da atividade 

enzimática foi realizado através de uma curva de calibração, construída com 

intervalos de 0,0 – 5,0 micromol/mL (com incremento de 0,625) de açúcar redutor a 

partir de uma solução padrão de 1,0 g/L de glicose. 

 
3.6 Concentração de sólidos solúveis totais (Grau BRIX) 
 
 Para averiguar a porcentagem de sólidos solúveis totais liberados após a 

inoculação das linhagens foi utilizado refratômetro manual portátil (BBL-614). 

 

3.7 Hidrólise ácida e enzimática do bagaço de cana-de-açúcar 
 

 A hidrólise ácida do bagaço de cana-de-açúcar foi realizada em reator de 

hidrólise de 40L, sendo o bagaço percolado com H2SO4 em uma razão de 100 mg 

de H2SO4/g de matéria seca durante 20 minutos. Após este procedimento, o 
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hidrolisado foi concentrado em concentrador a vácuo. A celulignina remanescente foi 

lavada e seca ao sol.  

 Na hidrólise enzimática foram utilizados 2,5g do resíduo remanescente da 

hidrólise ácida, em adição a 25 mL de meio mínimo mineral e uma suspensão celular 

contendo 106 células como descrito no item 3.2. Foram testadas seis linhagens, 

duas pertencentes ao gênero Meyerozyma (TO 687 e TO 389) e quatro ao gênero 

Aureobasidium (TO 021, TO 290, TO 995 e LB 34.1), as quais aumentaram 

significativamente (p<0,05) a concentração de açúcares redutores nos resíduos in 

natura. A quantificação dos açúcares redutores e a determinação das atividades 

enzimáticas foram realizadas de acordo com os itens 3.4 e 3.5, respectivamente. 

 

3.8 Análise estatística dos dados 
 

 A análise dos dados foi conduzida utilizando o software PAST v. 2.17c. A 

normalidade e a variância dos dados foram analisadas com objetivo de escolher o 

teste mais adequado, sendo o teste de Kruskal-Wallis (= 5%) utilizado em todas as 

análises. Trata-se de uma análise de variância não-paramétrica, não assumindo 

distribuição normal, mas assumindo distribuição em forma igual para todos os 

grupos.  Os dados foram avaliados separadamente, mas sempre entre dois grupos 

distintos, um sendo o controle (sem inóculo) e o outro sendo uma das amostras. 

 
3.9 Teste de assimilação de pentoses 
 

 A capacidade assimilatória do gênero Meyerozyma foi testada em meio YNB 

(Yeast Nitrogen Base) contendo 0,5% (p/v) do açúcar a ser testado (D-xilose e L-

arabinose), tendo como controle positivo meio contendo 0,5% de glicose. A 

incubação foi realizada por 21 dias a 25ºC. 

 

3.10 Teste de fermentação em meio líquido 
 
 A capacidade fermentativa das linhagens pertencentes ao gênero 

Meyerozyma foi averiguada em meio líquido contendo 4% de glicose e xilose, 

utilizando tubos de Durhan (KURTZMAN; FELL, 1998) para observar a produção de 
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gás. Os tubos foram incubados por até 14 dias à 25º C. O meio de cultivo é 

composto por 5,0 g/L de extrato de levedura, 7,5 g/L de peptona e 40 g/L do açúcar 

em teste em 1000 mL. O teste foi realizado em triplicata. 

 
3.11 Teste de produção de etanol 
 
3.11.1 Teste qualitativo em placa 

 

 Para verificar qualitativamente a capacidade de produzir de etanol, as 

leveduras do gênero Meyerozyma foram previamente cultivadas em meio YNB 

(Yeast Nitrogen Base) líquido contendo 0,1% de glicose, durante três dias a 25° C, 

com a finalidade de diminuir as reservas nutricionais. Após este período, as 

linhagens foram semeadas na superfície do meio YNB sólido contendo 2% do 

açúcar a ser testado (D-xilose ou L-arabinose). Este meio foi adicionado na placa 

pelo método “pour plate” contendo a levedura Candida silvae (BR3-3BY), a qual é 

incapaz de crescer utilizando esses açúcares, mas é capaz de crescer utilizando 

etanol, como fonte de carbono, caso este venha a ser produzido pelas linhagens em 

teste.  

 O período de incubação foi de 21 dias a 25° C. Como controle positivo foi 

utilizado à linhagem Candida shehateae var. insectosa (CG8-8BY) e como controle 

negativo um isolado de Candida chickasaworum (DC4M). O teste foi realizado em 

duplicata. 

 

3.11.2 Fermentação alcoólica para análises quantitativas 

 

As linhagens que obtiveram resultado positivo no teste qualitativo de 

produção de etanol em placa (item 3.11.1) foram pré-cultivadas em meio YEPD 

(Yeast Extract Peptone Dextrose), a 30°C e agitação de 150 rpm, por 48 horas. Após 

este período, as alíquotas foram centrifugadas a 10000x g por 15 minutos, o 

sobrenadante descartado e o precipitado de células foi inoculado para uma 

concentração celular de 106 células.mL-1  em meio nutriente basal composto por 

KH2PO4 (2,0 g/L), (NH4)2SO4 (2,0 g/L), MgSO4  7H2O (1,0 g/L), uréia (0,3 g/L), CaCl2 

(0,3 g/L), solução de sais (1,0 g/L), extrato de levedura (10 g/L) e xilose (60 g/L) com 

pH inicial 4.  
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Foram utilizados Erlenmeyers de 125 mL fechados com válvula própria para 

fermentação, a válvula foi preenchida com solução de metabissulfito de sódio a 1,0 

mg/mL. A fermentação foi realizada durante 96 horas sob agitação de 100 rpm e a 

cada amostragem de 24 horas um Erlenmeyer foi retirado para análise do consumo 

de açúcar e produção de etanol. 

 

3.11.3 Quantificação de etanol 

 

A quantificação do etanol produzido foi realizada por cromatografia em fase gasosa 

com injeção por head-space utilizando-se 6,0 mL do fermentado acondicionado em 

tubos de penicilina com septo de borracha, lacrados e mantidos a 40°C por 10 

minutos. Com uma seringa do tipo gas-tight de 500 µL foram coletados 200 µL da 

fase vapor e injetados no cromatógrafo. O cromatógrafo gasoso (Perkin Elmer - 

Clarus 480) foi equipado com uma coluna Carbowax 20M (30m, 0.32mm, 0.25um). O 

gás de arraste foi o nitrogênio com fluxo de 30 mL/min. As temperaturas dos blocos 

de injeção e detecção foram de 200°C. A quantificação foi realizada com curva de 

calibração construída a partir de análises de soluções etanol/água em diferentes 

proporções (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0% de etanol). 

 

3.11.4 Quantificação de açúcares 

 

A quantificação dos açúcares redutores foi realizada utilizando o reagente 

DNS (ácido 3,5-dinitro-salicílico), como proposto por Miller (1959). Em um tubo de 

ensaio, foram misturados 1,0 mL da amostra e 1,0 mL de DNS. A mistura foi levada 

a banho em ebulição por 10 minutos e, em seguida, a banho de gelo. A esta mistura 

foram adicionados 8,0 mL de água destilada e a leitura da absorbância foi feita a 540 

nm. Os valores de absorbância foram convertidos em mg de açúcar redutor/ mL 

pelas curvas padrão do açúcar utilizado. 

Obs: os ensaios referentes aos itens 3.11.2, 3.11.3 e 3.11.4 foram realizados 

no lab. da prof. Dra. Eleni Gomes do IBILCE, câmpus de S.J. do Rio Preto. 

 

 
 
 



18 

 

 

4 RESULTADOS 
 
4.1 Gênero Aureobasidium 
 
4.1.1 Meio suplementado com bagaço de cana-de-açúcar 

 

 A produção de açúcares redutores pela linhagem de Aureobasidium 

leucospermi - LB 34.1, foi 66% maior em relação ao controle, sem, no entanto, 

alterar o grau BRIX. Com relação à atividade enzimática, a linhagem LB 34.1 

apresentou atividade de todas as enzimas hidrolíticas testadas, destacando-se a 

atividade de pectinase (0,26 U. mL-1 ± 0,07) e exoamilase (0,24 U. mL-1 ± 0,05). Além 

disso, a concentração celular passou de 1.106 células. mL-1 para 4,5. 107 células. 

mL-1.  

A linhagem LB 3.1 não diferiu estatisticamente do controle em relação às 

concentrações de açúcar redutor e sólidos solúveis totais, apesar de produzir todas 

as enzimas em teste, com os maiores valores em Unidades de enzima. mL-1  para a 

pectinase (0,29 U. mL-1± 0,08) e a exoamilase (0,15 U. mL-1± 0,05). Isto sugere que 

a linhagem conseguiu degradar o resíduo pelo menos para sua nutrição, pois 

passou de 1.106 células. mL-1 para 1,9. 107 células. mL-1 após incubação de 96 

horas). 

Ainda, as linhagens TO 021, 097, 182, 290, 291 e 995 aumentaram o grau 

BRIX, sugerindo que pode ter ocorrido a degradação parcial do substrato 

lignocelulósico com provável liberação de monossacarídeos, os quais foram 

assimilados e utilizados para o crescimento celular. A linhagem que apresentou 

melhor crescimento foi a TO 290, que passou de 1.106 células. mL-1 para 6,7. 107 

células. mL-1 após incubação de 96 horas). 

A atividade enzimática com maior valor em Unidades de enzima. mL-1 para as 

oito linhagens de Aureobasidium foi a pectinolítica, com valor máximo de 2,36 U.mL-1 

± 0,24 (TO 021). Por outro lado, a atividade xilanolítica foi a menos relevante, com 

valor máximo de 0,07 U. mL-1 ± 0,01 (LB 34.1). Com relação às outras enzimas, 

houve destaque para linhagem TO 290 com 0,18 U. mL-1 ± 0,03 de exoamilase e 

também em relação à endoglucanase (CMase) com 0,16 U. mL-1± 0,03; e TO 021 

com 0,15 U. mL-1 ± 0,03 de endoglucanase (CMCase).  Na figura 1 é possível 
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observar a atividade enzimática obtida para cada linhagem em meio suplementado 

com bagaço de cana-de-açúcar. 

 

Figura 1: Atividade enzimática (U/mL) do gênero Aureobasidium em meio 

suplementado com bagaço de cana-de-açúcar 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 Com base nestes dados notamos que, com exceção do isolado de 

Aureobasidium leucospermi LB 3.1, todos os outros isolados de Aureobasidium 

leucospermi (TO 021, 097, 290, 291 e LB 34.1), de Aureobasidium pullulans (TO 

995) e de Aureobasidium sp. (TO 182) apresentaram resultados satisfatórios e por 

isso foram testados nos demais resíduos agroindustriais. 

 

4.1.2 Meio suplementado com sabugo de milho triturado 

 

 Em meio suplementado com sabugo de milho triturado, três linhagens (TO 

290, TO 995 e TO 021) aumentaram significativamente a concentração de açúcares 

redutores. O maior aumento na concentração de monossacarídeos, 0,354 g/L, foi 

alcançado pela linhagem TO 021, seguida da TO 290 com aumento de 0,334 g/L e 

da TO 995, com aumento de 0,231 g/L. Ainda, tais linhagens se multiplicaram nesse 

substrato, passando de 1.106 células. mL-1 para 1,4. 107 células. mL-1, 1.107 células. 

mL-1 e 1,5. 107 células. mL-1, respectivamente. 
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 Os maiores valores em Unidades de enzima. mL-1 para a linhagem TO 290 

ocorreram na atividade pectinolítica com 0,13 U. mL-1 ± 0,06, seguida da atividade 

xilanolítica 0,08 U. mL-1 ± 0,01. Em relação à linhagem TO 021, a atividade 

enzimática com maior valor foi a xilanolítica com 0,15 U. mL-1 ± 0,04, seguida das 

atividades de endoamilase e exoamilase, ambas com 0,10 U. mL-1 ± 0,02. A 

linhagem TO 995 apresentou maior produção enzimática de endoglucanase (CMase) 

com 0,12 U. mL-1 ± 0,04, seguida da atividade xilanolítica com 0,10 U. mL-1 ± 0,01 e 

de endoamilase com 0,09 U. mL-1 ± 0,005. 

 As demais linhagens (TO 097, TO 182, TO 291 e LB 34.1) não diferiram 

estatisticamente (p< 0,05) do controle sem inóculo, sugerindo que elas conseguiram 

degradar o resíduo pelo menos para sua nutrição.  Esta hipótese é suportada pelo 

grande crescimento celular observado após a inoculação, com valor máximo de 2,3. 

107 células. mL-1 (TO 097) e mínimo de 1. 107 células. mL-1 (TO 291).  Assim, como 

em relação aos açúcares redutores, nenhuma das linhagens aumentou a 

concentração de sólidos solúveis totais. 

 De maneira geral, a produção das seis enzimas hidrolíticas (endoamilase, 

exoamilase, pectinase, xilanase, endoglucanase (CMCase) e endoglucanase 

(CMase) foi constatada em 100% das linhagens. Na figura 2 é possível observar a 

produção de enzimas por cada linhagem em meio suplementado com sabugo de 

milho. 

 

Figura 2: Atividade enzimática (U/mL) do gênero Aureobasidium em meio 

suplementado com sabugo de milho triturado. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 
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4.1.3 Meio suplementado com casca de arroz 

 

 Com relação ao meio suplementado com casca de arroz, apenas a linhagem 

TO 021 aumentou significativamente (p<0,05) a concentração de monossacarídeos. 

No entanto, os outros seis isolados não diferiram estatisticamente do controle e o 

mesmo ocorreu com relação ao grau BRIX. Desta maneira, os isolados conseguiram 

degradar o resíduo lignocelulósico obtendo monossacarídeos apenas para sua 

nutrição. Na figura 3 é possível observar a atividade enzimática obtida para cada 

linhagem em meio suplementado com palha de arroz, atentando para a maior 

atividade da enzima endoamilase. 

 

Figura 3: Atividade enzimática (U/mL) do gênero Aureobasidium em meio 

suplementado com casca de arroz. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

4.1.4 Meio suplementado com casca de café 

 

 Nenhuma das linhagens pertencentes ao gênero Aureobasidium alterou 

significativamente (p<0,05) a concentração de monossacarídeos ou o grau BRIX. 

Entretanto, foi constatada uma grande produção de enzimas hidrolíticas, sendo os 

maiores valores de produção novamente observados na atividade pectinolítica com 

3,40 U. mL-1 ± 0,14 (TO 291), seguida pela endoamilase com 2,36 U. mL-1 ± 0,21 
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(LB 34.1), exoamilase com 2,24 U. mL-1 ± 0,10 (TO 290), endoglucanase (CMCase) 

com 0,780 U. mL-1 ± 0,08 (LB 34.1), endoglucanase (CMase) com 0,70 U. mL-1 ± 

0,03 (TO 290) e xilanase com 0,15 U. mL-1 ± 0,02 (LB 34.1). Na figura 4 é possível 

observar a atividade enzimática obtida para cada linhagem em meio suplementado 

com casca de café. 

 

Figura 4: Atividade enzimática (U/mL) do gênero Aureobasidium em meio 

suplementado com casca de café 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 Considerando os elevados valores de atividade enzimática obtidos na casca 

de café, era esperado que a presença de açúcares redutores também fosse 

detectada em concentrações relativamente elevadas. No entanto, a explicação mais 

plausiva para a ausência de açúcares redutores no substrato após a incubação é de 

que as leveduras tenham metabolizado os açúcares a uma taxa elevada, logo que 

eles foram liberados. Essa hipótese é suportada pela elevada concentração celular 

observada, sendo que o maior valor encontrado passou de 1.106 células.mL-1 para 

4.107 células.mL-1 (TO 021), e o menor para 2.107 células.mL-1 (TO 182). 

 Além disso, ao final do período de incubação foi observado um espesso 

biofilme, apresentado na Figura 5.  
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Figura 5. Meio de cultivo suplementado com casca de café (A); Meio de cultivo 

inoculado com linhagens do gênero Aureobasidium, após o período de incubação 

(B); Detalhe do biofilme formado após a incubação(C). 

 
Fonte: Dados da pesquisa 

 

4.1.5 Meio suplementado com bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado 

 

 Assim como ocorreu em bagaço de cana-de-açúcar in natura (item 4.1.1), 

apenas a linhagem LB 34.1 aumentou significativamente (p<0,05) a concentração de 

açúcares redutores. Após o período de incubação foi verificado um aumento de 0,08 

g/L de açúcar redutor no meio de cultivo. Os demais isolados não diferiram 

estatisticamente do controle. Na figura 6 é possível observar os valores enzimáticos 

obtidos para as quatro linhagens testadas. 

 

Figura 6: Atividade enzimática (U/mL) do gênero Aureobasidium em meio 

suplementado com bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

0 

0,01 

0,02 

0,03 

0,04 

0,05 

0,06 

TO 021 TO 290 TO 995 LB34.1 

At
iv

id
ad

e 
en

zi
m

át
ic

a 
(U

/m
L)

 

Linhagens 

Endoamilase 

Exoamilase 

Pectinase 

Xilanase 

Endoglucanase (CMCase) 

Endoglucanase (CMase) 

A B C 



24 

 

 

4.2 Gênero Meyerozyma 

 
4.2.1 Meio suplementado com bagaço de cana-de-açúcar 

 

 Nenhuma das 40 linhagens pertencentes a este gênero aumentou 

significativamente (p<0,05) a concentração de açúcares redutores no meio de 

cultivo. Ainda, 97% das linhagens apenas consumiram os eventuais 

monossacarídeos resultantes da preparação (esterilização), o que nos permite 

concluir que essas linhagens não conseguiram liberar monossacarídeos a partir do 

substrato lignocelulósico. Ao observar os valores de crescimento após o período de 

incubação, ainda é possível inferir que uma vez consumido os açúcares residuais 

disponíveis ou mesmo suas próprias reservas endógenas, 32% das linhagens (13 

isolados) perderam a viabilidade. Apenas o isolado TO 547, identificada como 

Meyerozyma caribbica, não diferiu estatisticamente do controle, indicando que a 

mesma conseguiu liberar açúcares redutores, mesmo que em quantidade suficiente 

apenas para sua própria sobrevivência e não para a produção de etanol ou outro 

metabólito de interesse.  

 Com relação ao grau BRIX, duas linhagens, TO 687 e TO 389, ambas da 

espécie Meyerozyma caribbica, aumentaram a concentração de sólidos solúveis 

totais, embora sem alteração da concentração dos açúcares redutores, sugerindo 

que podem ter atacado o substrato lignocelulósico e utilizado os produtos gerados. 

Esta hipótese é suportada pela elevada concentração celular observada, tendo 

passado de 1.106 células. mL-1 para 3,7. 107 células. mL-1 e 1,9. 107 células. mL-1, 

respectivamente. Ainda com base na capacidade de fermentar pentoses do gênero 

Meyerozyma (KURTZMAN; FELL, 1998), pode ser que os monossacarídeos 

liberados tenham sido fermentados e possivelmente convertidos em etanol, 

explicando o resultado negativo na dosagem dos açúcares redutores.  

 A linhagem TO 687 apresentou maiores valores em Unidades de enzima. mL-1 

para a atividade de endoamilase (0,09 U. mL-1 ± 0,04), seguida de exoamilase (0,14 

U. mL-1 ± 0,03) e de endoglucanase (CMase) (0,08 U.mL-1 ± 0,01). Já a linhagem TO 

389 exibiu valores mais relevantes para a atividade de endoamilase (0,07 U.mL-1 ± 

0,02), pectinase (0,14 U. mL-1 ± 0,04) e endoglucanase (CMase) (0,06 U. mL-1 ± 

0,006).  
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 A atividade enzimática foi detectada em todas as 40 linhagens testadas; a 

atividade de endoglucanase (CMase) foi encontrada em 100% dos isolados; 

endoamilase, exoamilase, pectinase e endoglucanase (CMCase) em 95%; e 

xilanase em apenas 5% das amostras. Os maiores valores em Unidades de enzima. 

mL-1 encontrados para o gênero Meyerozyma ocorreram na degradação pela 

pectinase, com atividade máxima de 1,09 U. mL-1 ± 0,08 (TO 211), seguido da 

atividade de endoglucanase (CMase) com atividade máxima de 0,36 U.mL-1 ± 0,02 

(TO 805 e TO 809). Tais resultados em relação à produção de pectinase e celulase 

já eram esperados de acordo com Mendes et al. (2012). Na Figura 7 é possível 

observar os valores médios de produção de enzimas pelo gênero Meyerozyma. 

 
Figura 7: Valores enzimáticos médios obtidos por linhagens do gênero Meyerozyma 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 Com base nestes dados, é possível inferir que duas linhagens pertencentes à 

espécie Meyerozyma caribbica, TO 687 e TO 389, podem ser úteis na degradação 

de resíduos da agroindústria. Dessa forma, estas linhagens foram testadas nos 

demais resíduos, tais como o sabugo de milho, a palha de arroz e a casca de café. 

 

4.2.2 Meio suplementado com sabugo de milho 

 

 Com relação à concentração de açúcares redutores, nenhuma das linhagens 

(TO 687 e TO 389) diferiu estatisticamente (p<0,05) do controle (resíduo sem 
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inóculo), e o mesmo ocorreu com relação ao grau BRIX. Isto sugere que os isolados 

conseguiram liberar monossacarídeos em quantidade suficiente apenas para sua 

própria nutrição, hipótese suportada pelo aumento observado na concentração 

celular, passando de 1.106 células. mL-1 para 2.107 células. mL-1 (TO 687) e 4.107 

células. mL-1 (TO 389) após o período de incubação.  

 A atividade enzimática com maior valor em Unidades de enzima. mL-1 foi a 

atividade de endoglucanase (CMCase), com valor máximo de 0,07 U. mL-1 ± 0,01 

(TO 389), seguida pela atividade de exoamilase com 0,05 U. mL-1 ± 0,02 (TO 687), 

sendo os valores de atividade xilanolítica, pectinolítica e de endoglucanase (CMase) 

pouco relevantes. Na figura 8 é possível observar a atividade enzimática de cada 

linhagem em meio suplementado com sabugo de milho. 

 

Figura 8: Atividade enzimática (U/mL) do gênero Meyerozyma em meio 

suplementado com sabugo de milho triturado 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

4.2.3 Meio suplementado com casca de arroz 

 

 Em meio suplementado com palha de arroz ambas as linhagens, TO 687 e 

TO 389, aumentaram significativamente (p<0,005) a concentração de açúcares 

redutores. A linhagem TO 389 aumentou a concentração em 0,078 mg/mL em 

relação ao controle. Já linhagem TO 687, dobrou a concentração de açúcares 
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disponíveis no meio de cultivo. Na figura 9 é possível observar a concentração de 

monossacarídeos liberados pelas linhagens em relação ao controle sem inóculo. 

 

Figura 9: Concentração de açúcares redutores em meio suplementado com casca 

de arroz 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 Com relação à concentração de sólidos solúveis totais (grau BRIX), a mesma 

não foi alterada significativamente (p<0,05) por nenhuma das linhagens. Ainda, 

houve crescimento nesta condição, pois ao final do período de incubação, a 

concentração celular passou de 1.106.mL-1 para 1,5. 107.mL-1 (TO 687) e 3.107.mL-1 

(TO 389).  

 A linhagem TO 687 produziu todas as enzimas, sendo o maior valor de 0,14 

U. mL-1 ± 0,05 verificado com a pectinase, seguido da exoamilase e da 

endoglucanase (CMCase), ambas com 0,07 U. mL-1 ± 0,02.  

 Assim como a linhagem TO 687, a TO 389 também produziu todas as 

enzimas hidrolíticas, sendo que o maior de enzima foi para a pectinase (0,07 U. mL-1 

± 0,03). Os menores valores referem-se às enzimas endoamilase e xilanase, ambas 

com aproximadamente 0,01 U. mL-1 ± 0,004.  Na figura 10 é possível observar a 

produção das enzimas pelas leveduras em meio suplementado com palha de arroz. 
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Figura 10: Atividade enzimática (U/mL) do gênero Meyerozyma em meio 

suplementado com casca de arroz 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 Desta maneira, é possível inferir que os valores em Unidades de enzima. mL-1 

apresentados em meio suplementado com palha de arroz, não foram muito 

relevantes; no entanto, a combinação das diversas enzimas foi capaz de degradar o 

resíduo lignocelulósico liberando monossacarídeos em quantidades significativas. 

 

4.2.4 Meio suplementado com casca de café 

 

 Assim como o gênero Aureobasidium, em meio suplementado com casca de 

café, nenhuma das linhagens pertencentes ao gênero Meyrozyma alterou 

significativamente (p<0,05) a concentração de monossacarídeos ou o grau BRIX. 

Sendo assim, estes isolados podem ter atacado o resíduo lignocelulósico e utilizado 

os produtos gerados para a produção de biomassa celular. Também, como já 

verificado em relação ao gênero Aureobasidium, as duas linhagens de Meyerozyma 

caribbica apresentaram grande produção de enzimas hidrolíticas. 

 Ambas as linhagens apresentaram maiores valores em Unidades de enzima. 

mL-1 para a enzima pectinase com 3,40 U. mL-1 ± 0,28 (TO 687) e 0,84 U. mL-1 ± 0,06 

(TO 389), seguida pela enzima exoamilase 2,23 U. mL-1 ± 0,13 (TO 687) e 0,53 U. 
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mL-1 ± 0,14 (TO 389). Na figura 11 é possível observar a atividade enzimática obtida 

para cada linhagem em meio suplementado com casca de café. 

 

Figura 11: Atividade enzimática (U/mL) do gênero Meyerozyma em meio 

suplementado com casca de café 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

4.2.5 Meio suplementado com bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado 

 

 Assim como observado no gênero Aureobasidium, os resultados em meio 

suplementado com bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado não diferiram daqueles 

obtidos em bagaço de cana-de-açúcar in natura (item 4.2.1). 

 A concentração de açúcares redutores não foi alterada estatisticamente por 

nenhuma das linhagens (TO 389 e TO 687). No entanto, o crescimento celular 

apresentou valores expressivos, 1.107 células. mL-1 e 1,2.107 células.mL-1 

respectivamente, o que nos permite concluir que as linhagens foram capazes de 

degradar a celulignina, liberando monossacarídeos apenas para a sua própria 

nutrição. 

 Ainda, ambas as linhagens (TO 389 e TO 687) produziram as seis enzimas 

hidrolíticas averiguadas. A atividade enzimática de maior valor foi pectinase com 

0,052 U. mL-1 (TO 687). Na figura 12 é apresentada a atividade enzimática obtida em 

meio suplementado com bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado. 
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Figura 12: Atividade enzimática (U/mL) do gênero Meyerozyma em meio 

suplementado com bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

4.2.6 Assimilação, fermentação e produção de etanol  

 

 A habilidade de assimilar fontes de carbono como glicose, D-xilose e L-

arabinose, produtos da degradação de polímeros mais complexos como celulose, 

xilana e pectina, respectivamente, foi averiguada nas 40 linhagens de leveduras do 

gênero Meyerozyma. Como já era esperado, todas as linhagens assimilaram glicose; 

trinta e oito isolados foram capazes de crescer utilizando D-xilose como fonte de 

carbono; a assimilação de L-arabinose foi detectada em 97% das linhagens. Em 

seguida, aquelas com resultado positivo nos testes de assimilação de fonte de 

carbono foram analisadas quanto à capacidade fermentativa em meio líquido e 

quanto à capacidade de produzir etanol. Todos os resultados estão apresentados no 

Anexo 1.  

 Com relação à fermentação de glicose em meio líquido, apenas a linhagem 

TO 686, pertencente à espécie Meyerozyma caribbica, apresentou resultado 

negativo. Os demais isolados preencheram completamente o tubo de Durhan com 

gás após 14 dias de incubação a 25° C. Ainda, aparentemente nenhuma das 

linhagens fermentou D-xilose, utilizando os testes de produção de gás como 

referência.  
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 No entanto, dois isolados da espécie Meyerozyma caribica (TO 687 e TO 

795), apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de produção de etanol a 

partir de D-xilose utilizando a metodologia em placa (GRABEK-LEJKO et al, 2006), 

apesar de não terem produzido gás em meio líquido. Nesse teste é possível 

observar a produção de etanol indiretamente, através do crescimento da levedura 

Candida silvae (BR3-3BY), formando halos ao redor da linhagem em teste. Para 

confirmar esses resultados qualitativos foram realizadas análises mais precisas 

como descrito nos itens 3.11.2, 3.11.3 e 3.11.4. 

 Em relação à L-arabinose, não foi evidenciada produção de etanol por 

nenhuma das linhagens.  

Após análises utilizando cromatografia gasosa, a produção de etanol a partir 

de D-xilose foi confirmada para a linhagem TO 795. No entanto, o mesmo não 

ocorreu para a linhagem TO 687, apesar da mesma ter consumido 49% da xilose 

disponível no meio após 72 horas. Talvez a quantidade de etanol produzido tenha 

sido muito pequena, tornando-se imperceptível no pico do cromatógrafo gasoso. Na 

Tabela 1 é possível observar todos os resultados referentes ao consumo de xilose 

disponível no meio e a produção de etanol por tempo de cultivo. Ainda, na Figura 13 

está disponível o perfil de produção de etanol e consumo de xilose, onde os 

símbolos abertos correspondem ao etanol e os símbolos fechados correspondem à 

xilose.  

 

Tabela 1: Consumo de xilose produção de etanol  

Levedura Tempo 
(h) 

Xilose 
no 

meio 
(g/L) 

Desvio 
xilose 

Consumo 
(%) 

Etanol 
(g/L) 

Desvio 
etanol 

Rendimento 
etanol 
(gp/gs)* 

Controle 0 58,1 0 0 0 0 0 
TO 687 24 42,3 4,26 27 0 0 0 
TO 687 48 42,5 3,24 27 0 0 0 
TO 687 72 29,1 0,68 49 0 0 0 
TO 687 96 30,1 0,68 48 0 0 0 
TO 795 24 42,5 2,55 26 7,2 1,1 0,46 
TO 795 48 42,8 3,24 26 7,2 0,3 0,47 
TO 795 72 25,6 0,85 55 7,7 0,0 0,24 
TO 795 96 26,2 0,34 54 8,4 1,2 0,26 

*rendimento de etanol = g de etanol por g de xilose consumida 
Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 13: Perfil de produção de etanol e consumo de xilose 
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*os símbolos abertos correspondem ao etanol e os símbolos fechados correspondem à xilose 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

5 DISCUSSÃO 

 

 Os resultados obtidos confirmam que o jardim de fungos presente nos ninhos 

das formigas cortadeiras representa uma rica fonte de enzimas hidrolíticas, como já 

havia sido constatado por Carreiro (2000). Todos os isolados apresentaram atividade 

pectinolítica, amiolítica, celulolítica e xilanolítica, mesmo que em concentrações 

pouco relevantes.  

 Esta diversidade enzimática sugere que os gêneros Aureobasidium e 

Meyerozyma são capazes de degradar polissacarídeos vegetais, podendo ser úteis 

na produção de biocombustíveis. No entanto, assim como observado por Mendes et 

al. (2012), esses micro-organismos são capazes de assimilar os açúcares derivados 

da quebra de biopolímeros. Desta maneira, torna-se relevante o isolamento das 
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enzimas hidrolíticas, para que uma vez liberados os produtos de interesse 

biotecnológico, os mesmos não sejam consumidos pelos micro-organismos 

concomitantemente. 

 Dentre as 40 linhagens do gênero Meyerozyma, dois isolados pertencentes à 

espécie Meyerozyma caribbica, TO 687 e TO 389, são promissores na degradação 

de resíduos da agroindústria, uma vez que foram capazes de liberar açúcares 

redutores a partir de resíduos in natura. Além do mais, a linhagem TO 795 

(Meyerozyma caribbica), é capaz de produzir etanol a partir da fermentação de D-

xilose, sendo esta uma característica de grande relevância, uma vez que existe um 

grande número de leveduras capazes de fermentar pentoses, mas apenas algumas 

espécies podem produzir etanol a partir de D-xilose (MATOS et al., 2013). 

 Com relação ao gênero Aureobasidium, o seu frequente isolamento associado 

às formigas cortadeiras e a produção enzimática revelada no presente estudo, 

indicam seu potencial na degradação de resíduos vegetais. Entre as linhagens 

testadas, as mais promissoras em processos biotecnológicos são três isolados da 

espécie Aureobasidium leucospermi (TO 021, TO 290 e LB 34.1) e um isolado de 

Aureobasidium pullulans (TO 995), as quais conseguiram aumentar 

significativamente (p<0,05) a concentração de monossacarídeos no meio de cultivo.  

 Ao observar a figura 13, nota-se que os maiores valores enzimáticos foram 

obtidos no meio suplementado com casca de café in natura, seguido pelo bagaço de 

cana-de-açúcar, com valores menos expressivos. Ainda, ao comparar a figura 13 

com a figura 14, na qual é apresentada a concentração de açúcar redutor presente 

no resíduo sem inóculo, constatou-se que a casca de café possui grande quantidade 

de monossacarídeos disponíveis (2,82 mg/mL), quando comparado aos demais 

substratos, seguido do bagaço de cana-de-açúcar com 0,370 mg/mL. 
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Figura 14: Valores enzimáticos médios obtidos nos quatro resíduos agroindustriais 

in natura  

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Figura 15: Concentração de açúcares redutores presente no resíduo agroindustrial 

sem inóculo (controle) 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 
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Estes resultados demonstram que a maior concentração de monossacarídeos 

influencia positivamente a produção enzimática. Tal resultado está de acordo com 

estudo de Blanco et al. (1999), no qual foi observado que quando a levedura cresce 

em concentrações maiores de açúcar a produção enzimática é maior. Além disso, os 

menores valores enzimáticos obtidos podem ser devido às condições de cultivo 

utilizadas, além de outros fatores relevantes como temperatura, pH, concentração do 

substrato e presença de outros compostos que podem influenciar os resultados. A 

obtenção de maiores valores enzimáticos pode ser alcançada se estas condições 

forem otimizadas. 

 Com relação ao bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado, o principal objectivo 

do pré-tratamento ácido foi solubilizar a fração hemicelulósica da biomassa e tornar 

a celulose acesssível às enzimas hidrolíticas (ALVIRA et al., 2010). Como já 

mencionado, nos resíduos lignocelulósicos, o acesso das enzimas à celulose é 

impedido pela alta resistência da parede celular à desconstrução (BORNSCHEUER 

et al., 2014), assim após a hidrólise ácida era esperado um maior acesso aos 

monossacarídeos. No entanto, os resultados obtidos não diferiram daqueles obtidos 

no bagaço de cana-de-açúcar.  

 Esse resultado contraditório provavelmente deve-se as condições 

empregadas no experimento, assim como outros fatores como temperatura, pH e 

concentração do substrato. Ainda, a escolha da tecnologia de pré-tratamento deve 

ser compátivel com a etapa de hidrólise enzimática, tais como padrões de liberação 

de açúcar e enzimas empregadas, sendo que a combinação entre composição do 

substrato, tipo de pré-tratamento, e dosagem da eficiência enzimática tem grande 

influência sobre a digestibilidade da biomassa (ALVIRA et al., 2010). 

 Em todos os resíduos, os valores enzimáticos mais expressivos foram obtidos 

na atividade pectinolítica, principalmente no meio suplementado com casca de café 

(3,40 U. mL-1 ± 0,18). Isto indica que essas leveduras, representam uma fonte 

potencial desta enzima para fins biotecnológicos, tais como aplicações na indústria 

de alimentos, principalmente na clarificação de sucos de frutas (SANDRI et al., 2011) 

e degomagem de fibras (SHARMA et al., 2011). Ainda, de acordo com SHARMA et 

al. (2012) existem poucos relatos de produção de pectinases por leveduras, a maior 

parte dos registros literários relata a produção pectinolítica por fungos filamentosos e 

bactérias.  
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6 CONCLUSÃO 
 
  Os resultados indicaram que algumas linhagens de leveduras pertencentes 

aos gêneros Aureobasidium e Meyerozyma podem ser boas produtoras de enzimas 

hidrolíticas, podendo gerar açúcares fermentescíveis a partir de resíduos 

agroindustriais de baixo custo. Desta maneira, também é possível inferir que os 

ninhos de formigas cortadeiras representam um ambiente propício à prospecção de 

leveduras produtoras de enzimas hidrolíticas importantes em processos 

biotecnológicos, como a produção de etanol lignocelulósico. No entanto são 

necessários estudos complementares, utilizando condições otimizadas de cultivo e 

obtenção de enzimas, além de estudos em maior escala para confirmar e aprimorar 

os resultados obtidos. 
 Ainda, pode-se perceber claramente que a concentração mais elevada de 

monossacarídeos atua positivamente na produção de enzimas hidrolíticas. Devido a 

esta maior concentração de açúcares redutores, a casca de café foi o melhor indutor 

da atividade enzimática, devendo ser mais bem explorado em estudos posteriores. 
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APÊNDICE A – Assimilação, fermentação e produção de etanol pelo gênero Meyerozyma  

 

Tabela 1: Tabela de fermentação e produção de etanol das linhagens com capacidade assimilatória de D-xilose e L-arabinose 

 

   
Assimilação 

 
Fermentação 

 
Produção de etanol 

Código da 
linhagem Espécie 

 
D-xilose L-arabinose 

 
Glicose D-xilose 

 
D-xilose L-arabinose 

TO 187 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 210 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 211 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 212 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 213 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 389 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 461 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 500 M. guilliermondii   + +   + -   - - 
TO 502 M. guilliermondii   + +   + -   - - 
TO 569 M. guilliermondii   + +   + -   - - 
TO 686 M.caribbica   + +   - -   - - 
TO 687 M.caribbica   + +   + -   + - 
TO 753 M.caribbica    + +   + -   - - 
TO 777 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 780 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 787 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 794 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 795 M.caribbica   + +   + -   + - 
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Continuação 
 

   
Assimilação 

 
Fermentação 

 
Produção de etanol 

Código da 
linhagem Espécie 

 
D-xilose L-arabinose 

 
Glicose D-xilose 

 
D-xilose L-arabinose 

TO 796 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 800 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 805 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 809 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 810 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 812 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 813 M.caribbica   + +   + -   - - 

TO 1089 M. guilliermondii   + +   + -   - - 
TO 1091 M. guilliermondii   + +   + -   - - 
TO 1094 M. guilliermondii   + +   + -   - - 
TO 1102 M. guilliermondii   + +   + -   - - 
TO 1103 M. guilliermondii   + +   + -   - - 
TO 1106 M. guilliermondii   + +   + -   - - 
TO 1107 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 1108 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 1109 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 1110 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 1111 M.caribbica   + +   + -   - - 
TO 1112 M.caribbica   + +   + -   - - 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 


