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RESUMO

A producédo de etanol, assim como outros processos baseados na utilizagao
de matérias-primas renovaveis, ganhou destaque nas Uultimas décadas. Neste
cenario, os residuos agroindustriais tornam-se promissores a produgao de etanol de
segunda geragao. Entretanto, nos residuos lignoceluldsicos a celulose encontra-se
bastante protegida, sendo a degradacédo da fibra vegetal o maior empecilho a
producdo em escala industrial do etanol de segunda geragdo. Com o intuito de
viabilizar o pré- tratamento enzimatico, o estudo de micro-organismos que compdem
o jardim de fungos das formigas cortadeiras, como os géneros Aureobasidium e
Meyerozyma, € uma fonte promissora, uma vez que estes sao naturalmente
adaptados a degradagdo da matéria vegetal. Sendo assim, o presente trabalho
objetivou ampliar o conhecimento da diversidade funcional e capacidade metabdlica
destes micro-organismos, a fim de obter linhagens com potencial para a producéo de
biocombustivel. A metodologia utilizada baseou-se no cultivo das linhagens em
diferentes residuos da agroindustria com posterior quantificagdo dos acgucares
redutores (monossacarideos fermentesciveis) liberados, assim como a quantificagéo
da produgcdo de enzimas hidroliticas, tais como amilases, endoglucanases,
pectinases e xilanases. Os experimentos foram realizados em quintuplicata tendo
como controle o residuo lignocelulésico sem indculo. Ainda, a capacidade do género
Meyerozyma em fermentar pentoses e produzir etanol foi averiguada. Através destes
métodos foi observado que trés linhagens pertencentes a espécie Meyerozyma
caribbica, podem ser uteis em processos industriais. Com relagcdo ao género
Aureobasidium, o seu frequente isolamento associado as formigas cortadeiras e a
producdo enzimatica revelada no presente estudo, indicaram seu potencial na
degradacao de residuos vegetais. Entre as linhagens testadas, as mais promissoras
em processos biotecnolégicos sido trés isolados da espécie Aureobasidium
leucospermi e um isolado de Aureobasidium pullulans, as quais conseguiram
aumentar significativamente (p<0,05) a concentracdo de monossacarideos no meio
de cultivo. Os maiores valores em Unidades de enzima. mL™ foram obtidos na
atividade pectinolitica. Isto indica que essas leveduras representam uma fonte

potencial desta enzima.

Palavras-chave: Agucares redutores. Bioetanol. Enzimas hidroliticas.
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1 INTRODUGAO

A demanda por combustiveis automotores € crescente, o que faz aumentar o
interesse por fontes produtoras alternativas. Ainda, o crescente problema das
emissbes de CO, e as preocupagdes com a seguranga energética reforcam a
procura por fontes energéticas nao petroliferas (ALVIRA et al., 2010). Neste
contexto, o etanol ocupa o primeiro lugar dentre as fontes energéticas renovaveis e o
Brasil possui posigdo de destaque mundial na produgdo desse biocombustivel
(CANILHA et al., 2009), sendo também o pais com maior potencial de expansao 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 lignoceluldsico, produzido a partir de residuos agroindustriais,
conhecido também como etanol de segunda geragao, revela-se uma alternativa
promissora para incrementar a produgao de biocombustiveis. O bioetanol apresenta
vantagens energéticas, econdmicas e ambientais (ALVIRA et al., 2010), isto porque
os residuos da agroindustria, tais como bagago de cana-de-agucar, sabugo de milho,
casca de arroz e casca de café, sdo fontes abundantes de material lignocelulésico e
possuem um baixo custo, além de ndo competirem pelo uso da terra com culturas
alimentares (BARROS et al., 2014).

A conversao de matérias-primas lignocelulésicas, como residuos agricolas, a
etanol, oferece inumeros beneficios, mas o seu desenvolvimento é dificultado por
obstaculos econdémicos e técnicos (ALVIRA et al.,, 2010). O pré-tratamento do
substrato, constitui o principal entrave a produgcédo em larga escala, sendo
responsavel por 60-70% do custo de producdo do etanol de segunda geragao
(BARROS et al., 2014). Segundo Bornscheuer et al. (2014), algumas estimativas
sugerem que o custo de producgdo do etanol lignocelulésico é cerca de US $ 0,5 por
litro, sendo quase duas vezes maior que o custo de producéo do etanol de primeira
geracao.

O alto custo do pré-tratamento se deve a natureza altamente resistente da
biomassa vegetal. Em geral, os residuos lignocelulésicos, sdo compostos por
celulose (33-51%), hemicelulose (19-34%) e lignina (21-32%), sendo o restante de
sua composigcado representado por cinzas (0-2%) e extrativos (1-5%) (ALMEIDA,
2007; BORNSCHEUER et al., 2014). A celulose e a hemicelulose sdao componentes

propensos a hidrolise quimica e enzimatica mas o problema maior reside na lignina
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(SOARES, 2012) cuja natureza recalcitrante dificulta o metabolismo enzimatico e,
consequentemente, a obtengcdo de monossacarideos fermentesciveis a partir das
enzimas atualmente disponiveis. Desta maneira, o custo da conversao de celulose
em glicose livre e posteriormente em biocombustivel torna o processo desvantajoso
(CORTEZ, 2010).

Portanto, estudos nesse campo sdo necessarios visando vencer essas
dificuldades, uma vez que a hidrdlise enzimatica aplicada a conversédo da celulose
em monossacarideos € uma etapa crucial na producdo do etanol de segunda
geragdo (CORREA et al., 2014). Ha um interesse geral na obtencdo de enzimas
hidroliticas especificas e estaveis, capazes de degradar eficientemente a fibra
vegetal.

Com o intuito de viabilizar o pré-tratamento enzimatico, o estudo dos micro-
organismos naturalmente adaptados ao uso da celulose, como os fungos associados
as formigas cortadeiras, mostra-se promissor para a obtencdo de linhagens com
potencial para degradar polimeros vegetais (MENDES et al., 2012), possibilitando a
producao em escala industrial do etanol de segunda geracgao.

No presente trabalho foram prospectadas leveduras pertencentes aos
géneros Meyerozyma e Aureobasidium depositadas na Central de Recursos
Microbianos da UNESP, Rio Claro. De acordo com Mendes et al. (2012), ja foi
constatada a producédo de enzimas hidroliticas como celulases e pectinases por
Meyerozyma gquilliermondii, bem como de celulases por linhagens de Meyerozyma
caribbica e de Aureobasidium isolados de ninhos das formigas cortadeiras Atfta
texana e Acromyrmex. Além disso, segundo Leathers, (2003) o género
Aureobasidium apresenta-se como uma fonte promissora de enzimas xilanoliticas.

Ainda, segundo Kurtzman et al. (2011), o género Meyerozyma é capaz de
fermentar agucares como glicose, sacarose e rafinose, sendo esta caracteristica
também explorada no presente trabalho. Além disso, foi averiguada a producao de

etanol a partir de determinadas pentoses.

2 OBJETIVO

Ampliar o conhecimento da diversidade funcional e capacidade metabdlica de

micro-organismos pertencentes ao género Meyerozyma e Aureobasidium, os quais
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compdem o jardim de fungos das formigas cortadeiras, objetivando a obtencéo de

linhagens com potencial para a producéo de biocombustivel.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismos utilizados

Os micro-organismos s&o 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 indugao de enzimas lignoceluloliticas e condi¢oes de cultivo das

leveduras

Os residuos agroindustriais in natura, bagago de cana-de-agucar, 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 entédo foi preparada uma suspenséao
celular de 10° células. mL™ (adaptado de SANHUEZA et al., 2007). As células foram
semeadas em 2,5 g do residuo lignocelulésico com adigao de 25 mL de meio minimo
mineral adaptado de Hou-Rui et al. (2009). As 48 linhagens foram inicialmente
semeadas em meio contendo baga¢o de cana-de-agucar; posteriormente, apenas as
linhagens que apresentaram melhor desempenho, aumentando a concentracéo de
acgucares redutores ou a concentragao de sélidos soluveis totais (grau BRIX) foram
testadas nos demais residuos.

A incubacao foi realizada de maneira estatica, no escuro, a 25 °C, por 96
horas. Apds este periodo, obteve-se o extrato enzimatico (adaptado de
RODRIGUES, 2009). Os ensaios foram realizados em quintuplicata tendo meio

mineral mais residuo lignoceluldsico sem in6culo como controle.
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3.3 Determinacao do crescimento e viabilidade celular

O controle da viabilidade celular foi realizado por contagem das células em

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

3.4 Analise de agucares redutores

Os agucares redutores (AR) foram quantificados para determinar a quantidade
de acgucar liberado na degradagédo de polimeros complexos como celulose, xilana,
pectina e amido. A quantificagdo foi realizada utilizando-se o reagente acido 3,5-
dinitro-salicilico (MILLER, 1959). Em tubos de ensaio foram colocados 0,1 mL das
amostras e 0,1 mL de DNS. A solugdo foi colocada em banho fervente por 10
minutos e ao término foi adicionado 1,0 mL de agua destilada gelada. A leitura da
absorbancia foi efetuada em espectrofotémetro BEL — SP 1105 (SF 325NM) a 575
nm. A quantificagdo foi obtida através de uma curva de calibragdo, construida com
intervalos de 0,0 — 5,0 mg/mL (com incremento de 0,625) de agucar redutor a partir

de uma solugao padrao de 1,0 g/L de glicose.

3.5 Determinagao das atividades enzimaticas

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 enzimaticos foram realizados em cinco

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

3.5.1 Endoglucanase (CMCase) e endoglucanase (CMase)

A determinacdo quantitativa da atividade de endoglucanase (CMCase e
CMase) foi determinada a partir da reagao de 20 uL do extrato enzimatico e 80 uL da
solugdo do substrato carboximetilcelulose (CMCase) e celulose microcristalina
(CMase), ambos em solugéo 0,625 % (m/v) de tampao citrato, pH 6. A reacao foi
incubada a 25 °C, no escuro, durante 60 minutos e interrompida com a adi¢ao de
100 uL do reagente DNS (acido 3,5-dinitro-salicilico) (MILLER, 1959). Apods 10
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minutos em banho fervente, foi adicionado 1,0 mL de agua destilada gelada; em
seguida as amostras foram homogeneizadas e a leitura da absorbancia realizada em
espectrofotometro BEL — SP 1105 (SF 325NM) a 575 nm. Como branco da reagao
utilizou-se uma amostra contendo 20 pL do extrato enzimatico e 80 pL da solugdo do
substrato em tempo reacional zero. A unidade de atividade enzimatica (U) é definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto
de reacdo e por mL de extrato bruto, sob as condigdes de ensaio citadas. O calculo
da atividade enzimatica foi realizado através de uma curva de calibragao, construida
com intervalos de 0,0 — 5,0 micromol/mL (com incremento de 0,625) de agucar

redutor a partir de uma solugéo padréo de 1,0 g/L de glicose.

3.5.2 Xilanase

Para a determinagdo da atividade de xilanase, foram adicionados 20 uL do
extrato enzimatico a 80 pL de solugdo de xilana (2,0 mg/mL de xilana diluida em
tampéao fosfato 0,1M; pH 6,0). A reacao foi mantida a 25 °C, no escuro, durante 120
minutos e interrompida com a adi¢ao de 100 uL do reagente DNS (acido 3,5-dinitro-
salicilico) (MILLER, 1959). Ap6és 10 minutos em banho fervente, foi adicionado 1,0
mL de agua destilada gelada; em seguida as amostras foram homogeneizadas e a
leitura da absorbancia efetuada em espectrofotémetro BEL — SP 1105 (SF 325NM) a
575 nm. O branco utilizado para zerar o espectrofotdmetro corresponde as mesmas
quantidades do extrato enzimatico e da solugdo do substrato, mas em tempo
reacional zero. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 pmol de xilose por minuto de
reacao e por mL de extrato bruto. O calculo da atividade enzimatica foi realizado
através de uma curva de calibragdo, construida com intervalos de 0,0 — 5,0
micromol/mL (com incremento de 0,625) de agucar redutor a partir de uma solugao

padrao 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 acido poligalacturdénico
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(Sigma, P-3889) (2,0 mg/mL de substrato em 0,2 mol L™ de solucdo tampao acetato;
pH 5,0). A curva analitica utilizada foi de acido galacturénico. Uma unidade dessa
enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 uymol

de acido D-galacturénico por minuto de reagao e por mL de extrato bruto.
3.5.4 Amiolitica (endoamilase e exoamilase)

A atividade de amilase foi determinada utilizando com substrato uma solucéo
de amido (0,5% para endoamilase e 1,0% para exoamilase) diluida em tampéo
acetato, pH 5,0. A mistura contendo 80 pL de solugao de amido e 20 uL do extrato
enzimatico foi mantida a 25 °C, no escuro, durante 30 minutos e interrompida com a
adicdo de 100 pL do reagente DNS (acido 3,5-dinitro-salicilico) (MILLER, 1959).
Apds 10 minutos em banho fervente, adicionou-se 1,0 mL de agua destilada gelada,
seguindo homogeneizagdo das amostras. A leitura da absorbéancia foi realizada em
espectrofotometro BEL — SP 1105 (SF 325NM) a 575 nm, sendo o branco utilizado
para zerar o espectrofotdbmetro composto por 80 uL de solugao de amido e 20 uL do
extrato enzimatico em tempo reacional zero. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 pmol de
glicose por minuto de reagdo e por mL de extrato bruto. O calculo da atividade
enzimatica foi realizado através de uma curva de calibragdo, construida com
intervalos de 0,0 — 5,0 micromol/mL (com incremento de 0,625) de acucar redutor a

partir de uma solugao padrao de 1,0 g/L de glicose.
3.6 Concentragao de solidos soluveis totais (Grau BRIX)

Para averiguar a porcentagem de solidos soluveis totais liberados apods a

inoculacao das linhagens foi utilizado refratdmetro manual portatil (BBL-614).
3.7 Hidrdlise acida e enzimatica do bagago de cana-de-agucar
A hidrélise acida do bagago de cana-de-agucar foi realizada em reator de

hidrélise de 40L, sendo o bagago percolado com H>SO4 em uma razdo de 100 mg

de H,;SO4/g de matéria seca durante 20 minutos. Apds este procedimento, o
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hidrolisado foi concentrado em concentrador a vacuo. A celulignina remanescente foi
lavada e seca ao sol.

Na hidrélise enzimatica foram utilizados 2,59 do residuo remanescente da
hidrolise acida, em adi¢do a 25 mL de meio minimo mineral e uma suspenséao celular
contendo 10° células como descrito no item 3.2. Foram testadas seis linhagens,
duas pertencentes ao género Meyerozyma (TO 687 e TO 389) e quatro ao género
Aureobasidium (TO 021, TO 290, TO 995 e LB 34.1), as quais aumentaram
significativamente (p<0,05) a concentracdo de agucares redutores nos residuos in
natura. A quantificacdo dos acucares redutores e a determinacdo das atividades

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

3.8 Analise estatistica dos dados

A analise dos dados foi conduzida utilizando o software PAST v. 2.17c. A
normalidade e a variancia dos dados foram analisadas com objetivo de escolher o
teste mais adequado, sendo o teste de Kruskal-Wallis (= 5%) utilizado em todas as
analises. Trata-se de uma analise de variancia nao-paramétrica, ndo assumindo
distribuicdo normal, mas assumindo distribuicdo em forma igual para todos os
grupos. Os dados foram avaliados separadamente, mas sempre entre dois grupos

distintos, um sendo o controle (sem inéculo) e o outro sendo uma das amostras.
3.9 Teste de assimilacao de pentoses

A capacidade assimilatoria do género Meyerozyma foi testada em meio YNB
(Yeast Nitrogen Base) contendo 0,5% (p/v) do agucar a ser testado (D-xilose e L-
arabinose), tendo como controle positivo meio contendo 0,5% de glicose. A

incubacao foi realizada por 21 dias a 25°C.

3.10 Teste de fermentagao em meio liquido

A capacidade fermentativa das linhagens pertencentes ao género
Meyerozyma foi averiguada em meio liquido contendo 4% de glicose e xilose,
utilizando tubos de Durhan (KURTZMAN; FELL, 1998) para observar a producao de
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gas. Os tubos foram incubados por até 14 dias a 25° 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 agucar

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

3.11 Teste de producao de etanol

3.11.1 Teste qualitativo em placa

Para verificar qualitativamente a capacidade de produzir de etanol, as
leveduras do género Meyerozyma foram previamente cultivadas em meio YNB
(Yeast Nitrogen Base) liquido contendo 0,1% de glicose, durante trés dias a 25° C,
com a finalidade de diminuir as reservas nutricionais. Apdés este periodo, as
linhagens foram semeadas na superficie do meio YNB solido contendo 2% do
acgucar 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 acucares, mas € capaz de crescer utilizando
etanol, como fonte de carbono, caso este venha a ser produzido pelas linhagens em
teste.

O periodo de incubacio foi de 21 dias a 25° C. Como controle positivo foi
utilizado a 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 Fermentacgé&o alcodlica para analises quantitativas

As linhagens que obtiveram resultado positivo no teste qualitativo de
producdo de etanol em placa (item 3.11.1) foram pré-cultivadas em meio YEPD
(Yeast Extract Peptone Dextrose), a 30°C e agitacdo de 150 rpm, por 48 horas. Apés
este periodo, as aliquotas foram centrifugadas a 10000x g por 15 minutos, o
sobrenadante descartado e o precipitado de células foi inoculado para uma
concentracdo celular de 10° células.mL” em meio nutriente basal composto por
KH2PO4 (2,0 g/L), (NH4)2SO04 (2,0 g/L), MgSOy4 - 7H,0 (1,0 g/L), uréia (0,3 g/L), CaCl,
(0,3 g/L), solucao 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 valvula prépria para
fermentacao, a valvula foi preenchida com solucdo de metabissulfito de sédio a 1,0
mg/mL_ A fermentacao foi realizada durante 96 horas sob agitacdo de 100 rpm e a
cada amostragem de 24 horas um Erlenmeyer foi retirado para analise do consumo

de acucar e producao de etanol.

3.11.3 Quantificagcdo de etanol

A quantificacéo do etanol produzido foi realizada por cromatografia em fase gasosa
com inje¢ao 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 uL foram coletados 200 uL da
fase vapor e injetados no cromatégrafo. O cromatoégrafo gasoso (Perkin Elmer -
Clarus 480) foi equipado com uma coluna Carbowax 20M (30m, 0.32mm, 0.25um). O
gas de arraste foi o nitrogénio com fluxo de 30 mL/min. As temperaturas dos blocos
de injecao e detecgao foram de 200°C. A quantificagao foi realizada com curva de
calibragdo construida a partir de andlises de solugdes etanol/agua em diferentes
proporgdes (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0% de etanol).

3.11.4 Quantificagdo de agucares

A quantificagdo dos agucares redutores foi realizada utilizando o reagente
DNS (acido 3,5-dinitro-salicilico), 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 ebuligdo por 10 minutos e, em seguida, a banho de gelo. A esta mistura
foram adicionados 8,0 mL de agua destilada e a leitura da absorbancia foi feita a 540
nm. Os valores de absorbancia foram convertidos em mg de agucar redutor/ mL
pelas curvas padrao do agucar 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, campus de S.J. do Rio Preto.
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4 RESULTADOS
4.1 Género Aureobasidium
4.1.1 Meio suplementado com bagago de cana-de-agucar

A produgdo de acgucares redutores pela linhagem de Aureobasidium
leucospermi - LB 34.1, foi 66% maior em relagdo ao controle, sem, no entanto,
alterar o grau BRIX. Com relacdo a atividade enzimatica, a linhagem LB 34.1
apresentou atividade de todas as enzimas hidroliticas testadas, destacando-se a
atividade de pectinase (0,26 U. mL™ + 0,07) e exoamilase (0,24 U. mL™" + 0,05). Além
disso, a concentragdo celular passou de 1.10° células. mL™" para 4,5. 107 células.
mL™".

A linhagem LB 3.1 n&o diferiu estatisticamente do controle em relagdo as
concentragcdes de acgucar redutor e sélidos soluveis totais, apesar de produzir todas
as enzimas em teste, com os maiores valores em Unidades de enzima. mL™ para a
pectinase (0,29 U. mL ™'+ 0,08) e a exoamilase (0,15 U. mL™"+ 0,05). Isto sugere que
a linhagem conseguiu degradar o residuo pelo menos para sua nutricdo, pois
passou de 1.10° células. mL™" para 1,9. 10" células. mL™ apds incubacgdo de 96
horas).

Ainda, as linhagens TO 021, 097, 182, 290, 291 e 995 aumentaram o grau
BRIX, sugerindo que pode ter ocorrido a degradagcdo parcial do substrato
lignocelulésico com provavel liberagdo de monossacarideos, os quais foram
assimilados e utilizados para o crescimento celular. A linhagem que apresentou
melhor crescimento foi a TO 290, que passou de 1.10° células. mL™ para 6,7. 10’
células. mL™ apds incubacéo de 96 horas).

A atividade enzimatica com maior valor em Unidades de enzima. mL™ para as
oito linhagens de Aureobasidium foi a pectinolitica, com valor maximo de 2,36 U.mL""
+ 0,24 (TO 021). Por outro lado, a atividade xilanolitica foi a menos relevante, com
valor maximo de 0,07 U. mL™ + 0,01 (LB 34.1). Com relagao as outras enzimas,
houve destaque para linhagem TO 290 com 0,18 U. mL™" + 0,03 de exoamilase e
também em relagdo a endoglucanase (CMase) com 0,16 U. mL ™"+ 0,03; e TO 021

com 0,15 U. mL™ + 0,03 de endoglucanase (CMCase). Na figura 1 é possivel
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observar a atividade enzimatica obtida para cada linhagem em meio suplementado

com bagaco de cana-de-agucar.

Figura 1: Atividade enzimatica (U/mL) do género Aureobasidium em meio

suplementado com bagaco de cana-de-agucar
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Fonte: Elaborado pelo autor

Com base nestes dados notamos que, com excegdo 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 satisfatérios e por

isso foram testados nos demais residuos agroindustriais.
4.1.2 Meio suplementado com sabugo de milho triturado

Em meio suplementado com sabugo de milho triturado, trés linhagens (TO
290, TO 995 e TO 021) aumentaram significativamente a concentracdo de acgucares
redutores. O maior aumento na concentracdo de monossacarideos, 0,354 g/L, foi
alcancado 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 1.10° células. mL™" para 1,4. 10’ células. mL™", 1.10 células.
mL™" e 1,5. 107 células. mL™", respectivamente.
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Os maiores valores em Unidades de enzima. mL™" para a linhagem TO 290
ocorreram na atividade pectinolitica com 0,13 U. mL™" + 0,06, seguida da atividade
xilanolitica 0,08 U. mL" + 0,01. Em relagdo & linhagem TO 021, a atividade
enzimatica com maior valor foi a xilanolitica com 0,15 U. mL™" + 0,04, seguida das
atividades de endoamilase e exoamilase, ambas com 0,10 U. mL" + 0,02. A
linhagem TO 995 apresentou maior produgao enzimatica de endoglucanase (CMase)
com 0,12 U. mL™" + 0,04, seguida da atividade xilanolitica com 0,10 U. mL™" + 0,01 e
de endoamilase com 0,09 U. mL™ + 0,005.

As demais linhagens (TO 097, TO 182, TO 291 e LB 34.1) nao diferiram
estatisticamente (p< 0,05) do controle sem inéculo, sugerindo que elas conseguiram
degradar o residuo pelo menos para sua nutrigdo. Esta hipdtese € suportada pelo
grande crescimento celular observado apds a inoculagdo, com valor maximo de 2,3.
107 células. mL™" (TO 097) e minimo de 1. 107 células. mL™ (TO 291). Assim, como
em relagdo aos agucares redutores, nenhuma das linhagens aumentou a
concentracio de solidos soluveis totais.

De maneira geral, a produgdo das seis enzimas hidroliticas (endoamilase,
exoamilase, pectinase, xilanase, endoglucanase (CMCase) e endoglucanase
(CMase) foi constatada em 100% das linhagens. Na figura 2 é possivel observar a
producao de enzimas por cada linhagem em meio suplementado com sabugo de
milho.

Figura 2: Atividade enzimatica (U/mL) do género Aureobasidium em meio

suplementado com sabugo de milho triturado.
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4.1.3 Meio suplementado com casca de arroz

Com relagdo ao meio suplementado com casca de arroz, apenas a linhagem
TO 021 aumentou significativamente (p<0,05) a concentragdo de monossacarideos.
No entanto, os outros seis isolados nao diferiram estatisticamente do controle e o
mesmo ocorreu com relacéo ao grau BRIX. Desta maneira, os isolados conseguiram
degradar o residuo lignocelulésico obtendo monossacarideos apenas para sua
nutricdo. Na figura 3 é possivel observar a atividade enzimatica obtida para cada
linhagem em meio suplementado com palha de arroz, atentando para a maior

atividade da enzima endoamilase.

Figura 3: Atividade enzimatica (U/mL) do género Aureobasidium em meio

suplementado com casca de arroz.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.1.4 Meio suplementado com casca de café

Nenhuma das linhagens pertencentes ao género Aureobasidium alterou
significativamente (p<0,05) a concentracdo de monossacarideos ou o grau BRIX.
Entretanto, foi constatada uma grande producdo de enzimas hidroliticas, sendo os
maiores valores de produgao novamente observados na atividade pectinolitica com
3,40 U. mL" £ 0,14 (TO 291), seguida pela endoamilase com 2,36 U. mL™" + 0,21
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(LB 34.1), exoamilase com 2,24 U. mL™ + 0,10 (TO 290), endoglucanase (CMCase)
com 0,780 U. mL™" + 0,08 (LB 34.1), endoglucanase (CMase) com 0,70 U. mL™ +
0,03 (TO 290) e xilanase com 0,15 U. mL™" + 0,02 (LB 34.1). Na figura 4 é possivel
observar a atividade enzimatica obtida para cada linhagem em meio suplementado

com casca de café.

Figura 4: Atividade enzimatica (U/mL) do género Aureobasidium em meio

suplementado com casca de café
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Considerando os elevados valores de atividade enzimatica obtidos na casca
de café, era esperado que a presenga de agucares redutores também fosse
detectada em concentragdes relativamente elevadas. No entanto, a explicagao mais
plausiva para a auséncia de agucares redutores no substrato apds a incubagao € de
que as leveduras tenham metabolizado os agucares a uma taxa elevada, logo que
eles foram liberados. Essa hipétese é suportada pela elevada concentracao celular
observada, sendo que o maior valor encontrado passou de 1.10° células.mL™ para
4.107 células.mL™ (TO 021), e o menor para 2.10’ células.mL™ (TO 182).

Além disso, ao final do periodo de incubacédo 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 género Aureobasidium, apds o periodo de incubagéo

(B); Detalhe do biofilme formado ap6s a incubag¢ao(C).
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Fonte: Dados da pesquisa

4.1.5 Meio suplementado com bagacgo de cana-de-agucar hidrolisado

Assim como ocorreu em bagago de cana-de-agucar in natura (item 4.1.1),
apenas a linhagem LB 34.1 aumentou significativamente (p<0,05) a concentragéo de
agucares redutores. Apés o periodo de incubacgao foi verificado um aumento de 0,08
g/L de acgucar redutor no meio de cultivo. Os demais isolados n&o diferiram
estatisticamente do controle. Na figura 6 € possivel observar os valores enzimaticos

obtidos para as quatro linhagens testadas.

Figura 6: Atividade enzimatica (U/mL) do género Aureobasidium em meio

suplementado com bagago de cana-de-agucar hidrolisado
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4.2 Género Meyerozyma

4.2.1 Meio suplementado com bagago de cana-de-agtcar

Nenhuma das 40 linhagens pertencentes a este género aumentou
significativamente (p<0,05) a concentracdo de agucares redutores no meio de
cultivo. Ainda, 97% das linhagens apenas consumiram o0s eventuais
monossacarideos resultantes da preparagédo (esterilizagdo), o que nos permite
concluir que essas linhagens ndo conseguiram liberar monossacarideos a partir do
substrato lignoceluldsico. Ao observar os valores de crescimento apds o periodo de
incubacgdo, ainda é possivel inferir que uma vez consumido os agucares residuais
disponiveis ou mesmo suas préprias reservas enddgenas, 32% das linhagens (13
isolados) perderam a viabilidade. Apenas o isolado TO 547, identificada como
Meyerozyma caribbica, nao diferiu estatisticamente do controle, indicando que a
mesma conseguiu liberar agucares redutores, mesmo que em quantidade suficiente
apenas para sua propria sobrevivéncia e ndo para a producido de etanol ou outro
metabdlito de interesse.

Com relagdo ao grau BRIX, duas linhagens, TO 687 e TO 389, ambas da
espécie Meyerozyma caribbica, aumentaram a concentracdo de sélidos soluveis
totais, embora sem alteracédo da concentragdo dos acgucares redutores, sugerindo
que podem ter atacado o substrato lignoceluldsico e utilizado os produtos gerados.
Esta hipdtese é suportada pela elevada concentragdo celular observada, tendo
passado de 1.10° células. mL™" para 3,7. 107 células. mL™" e 1,9. 10" células. mL™,
respectivamente. Ainda com base na capacidade de fermentar pentoses do género
Meyerozyma (KURTZMAN; FELL, 1998), pode ser que o0s monossacarideos
liberados tenham sido fermentados e possivelmente convertidos em etanol,
explicando o resultado negativo na dosagem dos agucares redutores.

A linhagem TO 687 apresentou maiores valores em Unidades de enzima. mL""
para a atividade de endoamilase (0,09 U. mL™ + 0,04), seguida de exoamilase (0,14
U. mL™" £ 0,03) e de endoglucanase (CMase) (0,08 U.mL™" + 0,01). J& a linhagem TO
389 exibiu valores mais relevantes para a atividade de endoamilase (0,07 U.mL™" +
0,02), pectinase (0,14 U. mL™" + 0,04) e endoglucanase (CMase) (0,06 U. mL™" +
0,006).
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A atividade enzimatica 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" encontrados para o género Meyerozyma ocorreram na degradacdo pela
pectinase, com atividade maxima de 1,09 U. mL™" + 0,08 (TO 211), seguido da
atividade de endoglucanase (CMase) com atividade maxima de 0,36 U.mL™ + 0,02
(TO 805 e TO 809). Tais resultados em relagdo a produgéo de pectinase e celulase
ja eram esperados de acordo com Mendes et al. (2012). Na Figura 7 é possivel

observar os valores médios de produg¢ao de enzimas pelo género Meyerozyma.

Figura 7: Valores enzimaticos médios obtidos por linhagens do género Meyerozyma
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Fonte: Elaborado pelo autor

Com base nestes dados, € possivel inferir que duas linhagens pertencentes a
espécie Meyerozyma caribbica, TO 687 e TO 389, podem ser uteis na degradacéao
de residuos da agroindustria. Dessa forma, estas linhagens foram testadas nos

demais residuos, 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 relacédo a concentragao de agucares redutores, nenhuma das linhagens

(TO 687 e TO 389) diferiu estatisticamente (p<0,05) do controle (residuo sem
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inéculo), e o mesmo ocorreu com relagado ao grau BRIX. Isto sugere que os isolados
conseguiram liberar monossacarideos em quantidade suficiente apenas para sua
propria nutricdo, hipotese suportada pelo aumento observado na concentragao
celular, passando de 1.10° células. mL™ para 2.10" células. mL™" (TO 687) e 4.10’
células. mL™ (TO 389) apds o periodo de incubacao.

A atividade enzimatica com maior valor em Unidades de enzima. mL™" foi a
atividade de endoglucanase (CMCase), com valor maximo de 0,07 U. mL™" + 0,01
(TO 389), seguida pela atividade de exoamilase com 0,05 U. mL™ + 0,02 (TO 687),
sendo os valores de atividade xilanolitica, pectinolitica e de endoglucanase (CMase)
pouco relevantes. Na figura 8 é possivel observar a atividade enzimatica de cada

linhagem em meio suplementado com sabugo de milho.

Figura 8: Atividade enzimatica (U/mL) do género Meyerozyma em meio

suplementado com sabugo de milho triturado
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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 concentragdo de agucares
redutores. A linhagem TO 389 aumentou a concentragdo em 0,078 mg/mL em
relacdo ao controle. Ja linhagem TO 687, dobrou a concentracdo de agucares
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disponiveis no meio de cultivo. Na figura 9 € possivel observar a concentragédo de

monossacarideos liberados pelas linhagens em relagdo ao controle sem indculo.

Figura 9: Concentragcdo de acgucares redutores em meio suplementado com casca

de arroz
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Fonte: Elaborado pelo autor

Com relagao a concentragao de sélidos soluveis totais (grau BRIX), a mesma
nao foi alterada significativamente (p<0,05) por nenhuma das linhagens. Ainda,
houve crescimento nesta condi¢cdo, pois ao final do periodo de incubagao, a
concentracdo celular passou de 1.10°.mL™ para 1,5. 10".mL" (TO 687) e 3.10".mL""
(TO 389).

A linhagem TO 687 produziu todas as enzimas, sendo o maior valor de 0,14
U. mL" + 0,05 verificado com a pectinase, seguido da exoamilase e da
endoglucanase (CMCase), ambas com 0,07 U. mL™" +0,02.

Assim como a linhagem TO 687, a TO 389 também produziu todas as
enzimas hidroliticas, sendo que o maior de enzima foi para a pectinase (0,07 U. mL™
* 0,03). Os menores valores referem-se as enzimas endoamilase e xilanase, ambas
com aproximadamente 0,01 U. mL™ + 0,004. Na figura 10 é possivel observar a

producao das enzimas pelas leveduras em meio suplementado com palha de arroz.



28

Figura 10: Atividade enzimatica (U/mL) do género Meyerozyma em meio

suplementado com casca de arroz
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Fonte: Elaborado pelo autor

Desta maneira, é possivel inferir que os valores em Unidades de enzima. mL™"
apresentados em meio suplementado com palha de arroz, ndo foram muito
relevantes; no entanto, a combinagao das diversas enzimas foi capaz de degradar o

residuo lignoceluldsico liberando monossacarideos em quantidades significativas.
4.2.4 Meio suplementado com casca de café

Assim como o género Aureobasidium, em meio suplementado com casca de
café, nenhuma das linhagens pertencentes ao género Meyrozyma alterou
significativamente (p<0,05) a concentracdo de monossacarideos ou o grau BRIX.
Sendo assim, estes isolados podem ter atacado o residuo lignocelulésico e utilizado
os produtos gerados para a produgao de biomassa celular. Também, como ja
verificado em relagao ao género Aureobasidium, as duas linhagens de Meyerozyma
caribbica apresentaram grande produg¢ao de enzimas hidroliticas.

Ambas as linhagens apresentaram maiores valores em Unidades de enzima.
mL™" para a enzima pectinase com 3,40 U. mL™" + 0,28 (TO 687) e 0,84 U. mL™"+ 0,06
(TO 389), seguida pela enzima exoamilase 2,23 U. mL™" + 0,13 (TO 687) e 0,53 U.



29

mL™" + 0,14 (TO 389). Na figura 11 é possivel observar a atividade enzimatica obtida

para cada linhagem em meio suplementado com casca de café.

Figura 11: Atividade enzimatica (U/mL) do género Meyerozyma em meio

suplementado com casca de café
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4.2.5 Meio suplementado com bagago de cana-de-agucar hidrolisado

Assim como observado no género Aureobasidium, os resultados em meio
suplementado com bagaco de cana-de-agucar hidrolisado n&o diferiram daqueles
obtidos em bagaco de cana-de-agucar in natura (item 4.2.1).

A concentracao de agucares redutores nao foi alterada estatisticamente por
nenhuma das linhagens (TO 389 e TO 687). No entanto, o crescimento celular
apresentou valores expressivos, 1.107 células. mL"' e 1,2.10" células.mL™
respectivamente, o que nos permite concluir que as linhagens foram capazes de
degradar a celulignina, liberando monossacarideos apenas para a sua propria
nutricao.

Ainda, ambas as linhagens (TO 389 e TO 687) produziram as seis enzimas
hidroliticas averiguadas. A atividade enzimatica de maior valor foi pectinase com
0,052 U. mL™" (TO 687). Na figura 12 é apresentada a atividade enzimatica obtida em
meio suplementado com bagag¢o de cana-de-acgucar hidrolisado.
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Figura 12: Atividade enzimatica (U/mL) do género Meyerozyma em meio

suplementado com bagago de cana-de-agucar hidrolisado
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4.2.6 Assimilagcdo, fermentacdo e produgéo de etanol

A habilidade de assimilar fontes de carbono como glicose, D-xilose e L-
arabinose, produtos da degradacao de polimeros mais complexos como celulose,
xilana e pectina, respectivamente, foi averiguada nas 40 linhagens de leveduras do
género Meyerozyma. Como ja era esperado, todas as linhagens assimilaram glicose;
trinta e oito isolados foram capazes de crescer utilizando D-xilose como fonte de
carbono; a assimilacdo de L-arabinose foi detectada em 97% das linhagens. Em
seguida, aquelas com resultado positivo nos testes de assimilagdo de fonte de
carbono foram analisadas quanto a capacidade fermentativa em meio liquido e
quanto a capacidade de produzir etanol. Todos os resultados estdo apresentados no
Anexo 1.

Com relacao a fermentacédo de glicose em meio liquido, apenas a linhagem
TO 686, pertencente a espécie Meyerozyma caribbica, apresentou resultado
negativo. Os demais isolados preencheram completamente o tubo de Durhan com
gas apdés 14 dias de incubacdo a 25 C. Ainda, aparentemente nenhuma das
linhagens fermentou D-xilose, utilizando os testes de produgdo de gas como
referéncia.
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No entanto, dois isolados da espécie Meyerozyma caribica (TO 687 e TO
795), apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de produgao de etanol a
partir de D-xilose utilizando a metodologia em placa (GRABEK-LEJKO et al, 2006),
apesar de ndo terem produzido gas em meio liquido. Nesse teste € possivel
observar a producdo 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 analises mais precisas
como descrito nos itens 3.11.2, 3.11.3 e 3.11.4.

Em relacdo a L-arabinose, ndo foi evidenciada producdo de etanol por
nenhuma das linhagens.

Apods andlises utilizando cromatografia gasosa, a produg¢do de etanol a partir
de D-xilose foi confirmada para a linhagem TO 795. No entanto, o mesmo nao
ocorreu para a linhagem TO 687, apesar da mesma ter consumido 49% da xilose
disponivel no meio apds 72 horas. Talvez a quantidade de etanol produzido tenha
sido muito pequena, tornando-se imperceptivel no pico do cromatografo gasoso. Na
Tabela 1 é possivel observar todos os resultados referentes ao consumo de xilose
disponivel no meio e a produgao de etanol por tempo de cultivo. Ainda, na Figura 13
esta disponivel o perfil de producdo de etanol e consumo de xilose, onde os
simbolos abertos correspondem ao etanol e os simbolos fechados correspondem a

xilose.

Tabela 1: Consumo de xilose produgao de etanol

. Rendimento
Tempo no Desvio Consumo Etanol Desvio
Levedura . . etanol
(h) meio xilose (%) (g/L) etanol (9o/gs)*
(gIL) 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 producéo de etanol e consumo de xilose
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos confirmam que o jardim de fungos presente nos ninhos
das formigas cortadeiras representa uma rica fonte de enzimas hidroliticas, como ja
havia sido constatado por Carreiro (2000). Todos os isolados apresentaram atividade
pectinolitica, amiolitica, celulolitica e xilanolitica, mesmo que em concentragbes
pouco relevantes.

Esta diversidade enzimatica sugere que os géneros Aureobasidium e
Meyerozyma sao capazes de degradar polissacarideos vegetais, podendo ser uteis
na produgao de biocombustiveis. No entanto, assim como observado por Mendes et
al. (2012), esses micro-organismos sao capazes de assimilar os agucares derivados
da quebra de biopolimeros. Desta maneira, torna-se relevante o isolamento das
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enzimas hidroliticas, para que uma vez liberados os produtos de interesse
biotecnolégico, os mesmos nao sejam consumidos pelos micro-organismos
concomitantemente.

Dentre as 40 linhagens do género Meyerozyma, dois isolados pertencentes a
espécie Meyerozyma caribbica, TO 687 e TO 389, sdo promissores na degradagao
de residuos da agroindustria, uma vez que foram capazes de liberar agucares
redutores a partir de residuos in natura. Além do mais, a linhagem TO 795
(Meyerozyma caribbica), € capaz de produzir etanol a partir da fermentagcéo de D-
xilose, sendo esta uma caracteristica de grande relevancia, uma vez que existe um
grande numero de leveduras capazes de fermentar pentoses, mas apenas algumas
espécies podem produzir etanol a partir de D-xilose (MATOS et al., 2013).

Com relacdo ao género Aureobasidium, o seu frequente isolamento associado
as formigas cortadeiras e a produgdo enzimatica revelada no presente estudo,
indicam seu potencial na degradacdao de residuos vegetais. Entre as linhagens
testadas, as mais promissoras em processos biotecnolégicos séo trés 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 concentragdo de monossacarideos no meio de cultivo.

Ao observar a figura 13, nota-se que os maiores valores enzimaticos foram
obtidos no meio suplementado com casca de café in natura, seguido pelo bagago de
cana-de-agucar, com valores menos expressivos. Ainda, ao comparar a figura 13
com a figura 14, na qual é apresentada a concentragao de agucar redutor presente
no residuo sem indculo, constatou-se que a casca de café possui grande quantidade
de monossacarideos disponiveis (2,82 mg/mL), quando comparado aos demais

substratos, seguido do bagaco de cana-de-agucar com 0,370 mg/mL.
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Figura 14: Valores enzimaticos médios obtidos nos quatro residuos agroindustriais
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Figura 15: Concentracao de agucares redutores presente no residuo agroindustrial
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Estes resultados demonstram que a maior concentracido de monossacarideos
influencia positivamente a produgédo enzimatica. Tal resultado estda de acordo com
estudo de Blanco et al. (1999), no qual foi observado que quando a levedura cresce
em concentragdes maiores de agucar a producao enzimatica € maior. Além disso, os
menores valores enzimaticos obtidos podem ser devido as condi¢gdes de cultivo
utilizadas, além de outros fatores relevantes como temperatura, pH, concentragao do
substrato e presenca de outros compostos que podem influenciar os resultados. A
obtencdo de maiores valores enzimaticos pode ser alcancada se estas condigdes
forem otimizadas.

Com relagdo ao bagago de cana-de-agucar hidrolisado, o principal objectivo
do pré-tratamento acido foi solubilizar a fragdo hemiceluldsica da biomassa e tornar
a celulose acesssivel as enzimas hidroliticas (ALVIRA et al.,, 2010). Como ja
mencionado, nos residuos lignoceluldsicos, o acesso das enzimas a celulose é
impedido pela alta resisténcia da parede celular a desconstrugdo (BORNSCHEUER
et al.,, 2014), assim apds a hidrélise acida era esperado um maior acesso aos
monossacarideos. No entanto, os resultados obtidos nao diferiram daqueles obtidos
no bagaco de cana-de-agucar.

Esse resultado contraditério provavelmente deve-se as condigdes
empregadas no experimento, assim como outros fatores como temperatura, pH e
concentragdo do substrato. Ainda, a escolha da tecnologia de pré-tratamento deve
ser compativel com a etapa de hidrélise enzimatica, tais como padrdes de liberagao
de agucar e enzimas empregadas, sendo que a combinagao entre composi¢ao do
substrato, tipo de pré-tratamento, e dosagem da eficiéncia enzimatica tem grande
influéncia sobre a digestibilidade da biomassa (ALVIRA et al., 2010).

Em todos os residuos, os valores enzimaticos mais expressivos foram obtidos
na atividade pectinolitica, principalmente no meio suplementado com casca de café
(3,40 U. mL™" + 0,18). Isto indica que essas leveduras, representam uma fonte
potencial desta enzima para fins biotecnolégicos, tais como aplicagdes na industria
de alimentos, principalmente na clarificacdo 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 producao de pectinases por leveduras, a maior
parte dos registros literarios relata a produgao pectinolitica por fungos filamentosos e

bactérias.
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6 CONCLUSAO

Os resultados indicaram que algumas linhagens de leveduras pertencentes
aos géneros Aureobasidium e Meyerozyma podem ser boas produtoras de enzimas
hidroliticas, podendo gerar agucares fermentesciveis a partir de residuos
agroindustriais de baixo custo. Desta maneira, também & possivel inferir que os
ninhos de formigas cortadeiras representam um ambiente propicio a prospecgao de
leveduras produtoras de enzimas hidroliticas importantes em processos
biotecnolégicos, como a producdo de etanol lignoceluldésico. No entanto séao
necessarios estudos complementares, utilizando condi¢gdes otimizadas de cultivo e
obtencado de enzimas, além de estudos em maior escala para confirmar e aprimorar
os resultados obtidos.

Ainda, pode-se perceber claramente que a concentracdo mais elevada de
monossacarideos atua positivamente na producédo de enzimas hidroliticas. Devido a
esta maior concentragao de agucares redutores, a casca de café foi o melhor indutor

da atividade enzimatica, devendo ser mais bem explorado em estudos posteriores.
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APENDICE A - Assimilacdo, fermentacado e producéo de etanol pelo género Meyerozyma

Tabela 1: Tabela de fermentagéo e producéo de etanol das linhagens com capacidade assimilatoria de D-xilose e L-arabinose

Assimilacao Fermentacao Producgao de etanol
Caodigo da
linhagem Espécie D-xilose L-arabinose Glicose D-xilose D-xilose L-arabinose
TO 187 M.caribbica + + + - . i
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 + + + - + )



Continuagao

Assimilacao Fermentacao Producgao de etanol
Cddigo da
linhagem Espécie D-xilose L-arabinose Glicose D-xilose D-xilose L-arabinose
TO 796 M.caribbica + + + - - -
TO 800 M.caribbica + + + - . i}
TO 805 M.caribbica + + + - . i}
TO 809 M.caribbica + + + - . .
TO 810 M.caribbica + + + - . i}
TO 812 M.caribbica + + + - . ;
TO 813 M.caribbica + + + - . i}
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
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