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RESUMO

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do mundo e chega a produzir toneladas por
ano, e cada tonelada gera aproximadamente 140 kg de bagago no processo. Parte deste bagaco
é queimado para gerar energia elétrica nas usinas. O excesso deste residuo causa problemas
ambientais e de armazenamento. O bagago de cana-de-aglUcar pode ser uma das matérias-
primas para a producdo do etanol de segunda geracdo, devido a sua disponibilidade e
composicdo lignoceluldsica. O uso deste residuo necessita de pré-tratamento para que sua
estrutura seja quebrada e a celulose, e a hemicelulose fiquem expostas para fermentacdo. Para
transformar os aclcares em etanol é necessaria a selecdo apropriada de leveduras. As enzimas
lignoceluloliticas sdo as mais eficientes em degradar madeira e materiais lignocelulésicos
dentre elas: lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase, todas produzidas por fungos
basidiomicetos. Assim, este trabalho teve como objetivo verificar a producdo de etanol por
leveduras selvagens isoladas de animais ruminantes e verificar oS genes das enzimas
lignocelulésicas de fungos basidiomicetos para a hidrolise do bagaco de cana-de-acUcar. Para
avaliar a capacidade fermentativa das leveduras CBA-524 e CBA-519 e Pichia stipitis
CBS6054, foram inoculadas primeiro em meios sintéticos contendo D-xilose e D-glicose, e
depois em meio hidrolisado de bagaco de cana de acUcar, produzido pela hidrélise acida de
H,SO,4 a 1%. A levedura CBA-524 foi identificada como Meyerozyma guilliermondi e CBA-
519 como Pichia kudriavzevii, e produziram 3.01 g/L e 3,05 g/L etanol a partir de hidrolisado
de bagaco de cana respectivamente. As leveduras identificadas mostraram uma boa producéo
de bioetanol de segunda geracdo. Os fungos basidiomicetos Hexagonia glabra, Pycnoporus
sanguineus, Trametes sp. e Pleurotus sp. tiveram seus genes produtores de enzimas
lignoceluloliticas sequenciados e comparados no GenBank. Os quatro fungos (Hexagonia
glabra UEA, Pycnoporus sanguineus UEA, Trametes sp UEA e Pleurotus sp UEA)
amplificaram o gene de lacase, mas com baixa similaridade. Foi possivel identificar dois
genes de lignina peroxidase nos fungos Trametes sp UEA Pleurotus sp UEA.

Palavras-chave: Leveduras; Bagaco de cana-de-acUcar; Enzimas lignoceluloliticas;
Basidiomicetos.



ABSTRACT

Brazil is the largest producer of sugarcane in the world and produces up to tons per year, and
each ton produces approximately 140 kg of bagasse in the process. Part of this bagasse is
burned to generate electricity in power plants. The excess of this waste causes environmental
and storage problems. Bagasse of sugarcane can be a raw material of second generation
ethanol, due to its availability and lignocellulosic composition. The use of this residue needs
to pre-treatment so that their structure need to be broken and the cellulose, hemicellulose and
lignin are exposed to hydrolysis, and the sugars available for fermentation. lignocellulosic
enzymes are the most efficient in degrading wood and lignocellulosic materials, among them:
laccase, lignin peroxidase and manganese peroxidase, all produced by fungi basidiomycetes.
This work aimed to verify the production of ethanol by wild yeast taken from ruminant
animals and verify the genes of lignocellulosic enzymes of fungi basidiomycetes for the
hydrolysis of sugarcane bagasse. To evaluate the fermentative capacity of the CBA-524 yeast
and CBA-519 and Pichia stipitis, they were first inoculated in synthetic media containing D-
xylose and D-glucose, and then hydrolyzed through sugarcane bagasse, produced by acid
hydrolysis 1% H,SO,4. The basidiomycete fungi Hexagonia glabra, Pycnoporus sanguineus,
Trametes sp. and Pleurotus sp. had their lignocellulosic enzymes genes sequenced and
compared in GenBank. The CBA-524 and CBA-519 yeasts were identified as Meyerozyma
guilliermondii and Pichia kudriavzevii, respectively, they produced ethanol from sugarcane
bagasse hydrolysate. The four fungi (Hexagonia glabra UEA, Pycnoporus sanguineus UEA,
Trametes sp. UEA and Pleurotus sp. UEA) amplified the laccase gene, but with low
similarity. The identified yeasts showed good production of second generation bioethanol.

Keywords: Yeasts; Sugarcane bagasse; Lignocellulosic enzymes; Basidiomycetes.
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INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor de cana-de-actcar do mundo e conta com 15,7 % de
oferta energética no pais (UNICA, 2016). O etanol é utilizado principalmente junto a
gasolina para suprir a demanda dos automoveis, principalmente depois da criacdo dos
carros flex, que utilizam os dois combustiveis.

A busca por novas fontes de energia menos dependentes de petroleo é necessaria
para o desenvolvimento de processos alternativos, que empregam fontes de energia
sustentaveis e materiais renovaveis, sendo que uma delas o bagaco da cana-de-aglcar. A
cana-de-acucar é utilizada no Brasil desde a época da colonizagdo e é o principal
produto agricola brasileiro. Da sua industrializacdo tem-se diversos produtos como: o
alcool, o agucar, o vinhoto e o bagaco (LIMA et al., 2001). O bagaco de cana-de-acUcar,
€ um residuo gerado pela producdo de etanol, € considerada uma matéria-prima
lignocelul6sica, que é usada para a geragdo de energia na propria linha de producéo, e
apesar disso ainda ha excedente ao final do processo (SANTOS et al., 2012). Apos a
retirada da sacarose, 0 bagaco ainda possui matéria organica, composta em sua maior
parte por celulose, cerca de 30%, seguida de hemicelulose e lignina (CARVALHO et
al., 2006). O alcool obtido a partir de bagaco do cana-de-agtcar é chamado de etanol de
segunda geracdo ou etanol lignocelulésico, onde a producéo de etanol da lignocelulose é
feita com tecnologias ainda em fase de aperfeicoamento (PACHECO, 2011).

O material lignocelulésico depende de metodologias especificas para ser
aproveitado, sendo elas quimicas ou enzimaticas (GOMES et al., 2015). Dentre as
metodologias, a enzimatica ainda esta em fase de aperfeicoamento e consiste no uso de
micro-organismos especificos que possam gerar enzimas com maior eficiéncia
degradativa. As enzimas lignoceluldsicas podem ser encontradas em micro-organismos
que se desenvolvem em materiais lignocelul6sicos em decomposicdo e em animais
ruminantes, que se alimentam de matéria vegetal (CASSA-BARBOSA et al., 2015).

Os principais micro-organismos utilizados na produgéo industrial de etanol sdo
as leveduras e as bacteérias, sendo a Saccharomyces cerevisiae, e a Zymomonas mobilis
as mais eficientes produtoras descritas (SANTOS et al., 2012; CHI e AMEBORY,
2000). Apesar da alta taxa de conversao de aglcar em etanol, S. cerevisiae ndo é capaz
de utilizar a celulose, sendo a levedura mais usada para este fim a Pichia stipitis
(ARSLAN; EKEN-SARACOGLU, 2010). Os fungos basidiomicetos, que sdo

excelentes produtores de enzimas lignocelulésicas, podem ser usados na degradacgéo do
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complexo lignocelulésico do bagaco de cana-de-agucar (POMPEU, 2010), mas a sua
taxa de conversdo em etanol é muito pequena.

O processo de hidrolise enzimatica do bagago € uma etapa a ser alcangada, e
para que seja mais facilmente fermentado pelas leveduras e seu produto alcancado,
novas enzimas devem ser buscadas. Os fungos do filo Basidiomycota atuam na
deterioracdo da madeira, decompondo a matéria organica, dinamizando a ciclagem de
nutrientes e regulando o equilibrio energético dos ecossistemas terrestres (TUOMELA
et al., 2000), por isso sdo excelentes candidatos a fornecer novas enzimas a serem
utilizadas no processo de conversao de material lignocelul6sico em etanol.

A investigacdo de novas cepas microbianas é necessdria ao processo de
producdo do etanol, sendo assim este trabalho teve como objetivo verificar a producao
de etanol por leveduras selvagens retiradas de animais ruminantes e verificar os genes
das enzimas lignoceluldsicas de fungos basidiomicetos que poderdo ajudar na hidrolise

do bagaco de cana-de-acUcar.
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REVISAO DE LITERATURA

Histéria do etanol no Brasil

Na antiguidade ja se tem noticias sobre a cana-de-aglcar: na Nova Guiné
(HORII, 2004) o homem teve o primeiro contato com a planta, depois ela foi para a
ndia, onde consta no “Atharvaveda”, o livro dos vedas, além disso, a palavra agucar
vem de “shakkar”, em sanscrito, lingua antiga da ndia (UDOP, 2016; OLIMPIO,
2014). O Ocidente teve contato com a cana-de-aglcar na época das cruzadas, depois
houve o inicio de seu cultivo no Egito, pelos arabes, dando origem ao caldo clarificado
da planta e o processamento considerado muito moderno para a época (UDOP, 2016).
No século XV os portugueses e espanhois introduziram as mudas em diversas col6nias,
na América tém-se relatos de que foram trazidas por Cristovao Colombo (HUMBERT,
1968).

Biomassa foi a fonte dominante de energia desde o inicio da civilizacao, sucede
que a biomassa é no fundo uma forma de energia solar, e, portanto renovavel em
contraste com 0s combustiveis fésseis. Nenhuma outra tecnologia teve até agora tanto
sucesso quanto a producdo de etanol a partir da cana-de-agucar no Brasil. Etanol € um
excelente substituto da gasolina e o trabalho pioneiro realizado no pais nesta area desde
0 inicio do século XX — e, sobretudo depois de 1975- comprova amplamente a
exceléncia dessa rota tecnolégica (GOLDEMBERG, 2009).

Industrializacdo da cana-de-acgucar

A cana-de-acucar é conhecida ha quase 500 anos como matéria-prima do agUcar
e do alcool, e desde a evolugdo dos automdveis que utilizam etanol, este combustivel
tem sido produzido cada vez mais, no Brasil é produzido em larga escala competindo
com combustiveis fosseis (SOUZA et al., 2014). A cana-de-acUcar € o principal tipo de
biomassa energética por causa de seus nimeros representados pela producdo no pais e
pelas mais de 350 industrias de aglcar e alcool, e com cerca de 1 milhdo de empregos
em todo o Brasil (CONAB, 2016). As industrias do setor sucroalcooleiro, desde a sua
implantacdo, desenvolveram instalacfes proprias para geracdo de energia, reduzindo a

dependéncia de fontes externas de termoelétricas e hidrelétricas, devido a problemas
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como, custo e inconsisténcia na distribuicdo. Forcando o aproveitamento de residuos
para geracdo de energia, no qual bagaco resultante da etapa de moagem, serve como
combustivel para as usinas, sendo transportado em esteiras para sua queima e geracdo
de energia (DANTAS, 2009).

O etanol conhecido como sendo de primeira geracdo € aquele produzido a partir
do agUcar e ja estd com o processo bem consolidado, o etanol de segunda geracédo
aproveita materiais ou residuos lignocelul6sicos. Mesmo com a grande oferta de matéria
prima algumas questdes tem que ser levadas em consideragdo, como: precos de matéria-
prima e abastecimento, producdo de alimentos, area agricola, &gua usada no processo,
uso de insumos agricolas, entre outros fatores (KUMAR; MURTHY, 2011).

Com a industrializacdo da cana-de-aclcar se obtém como produtos o agucar, o
alcool, o vinhoto e o bagaco. A agricultura, como parte de seu processo, também produz
centenas de toneladas de residuos lignoceluldsicos, e no Brasil temos como abundante
residuo, o bagaco de cana-de-agUcar. (BRASIL, 2011). Quando comparado com outros
residuos, o bagaco oferece algumas vantagens, pois ap6s sua hidrolise ele oferece uma
grande quantidade de pentoses tais como xilose e arabinose (HERNANDEZ-SALAS et
al., 2009). O bagaco de cana-de-acucar € uma fonte para producédo de etanol de segunda
geracdo, e por ser um aproveitamento de residuos e ndo competir com outras culturas,

ndo héa a reducao da oferta de alimentos.

Proalcool

O Proalcool, Programa Nacional do Alcool, é o maior programa comercial de
utilizacdo de biomassa para producdo de energia no mundo. Esse programa foi
responsavel por expandir a cultura de cana-de-aclUcar no Brasil. Foi uma iniciativa de
grande sucesso mundial, na substituicdo de derivados de petr6leo no setor automotivo,
mediante 0 uso do alcool como combustivel Unico nos veiculos movidos a alcool
hidratado. Além disso, o etanol de primeira geragcdo da cana-de-actcar e de milho tem
processos bem estabelecidos atualmente, mas o processamento do milho tem mais
etapas devido as caracteristicas do grdo (amido) e custo mais elevado de producédo
(PRUDENTE et al., 2010; FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

Em 1975, numa tentativa de amenizar o problema energético, o Proalcool foi
criado pelo governo brasileiro com o objetivo de reduzir a importacdo de petroleo.

Naquela época o mundo vivia o primeiro choque do petroleo. O Brasil comprava 80%
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do petréleo consumido e com a alta de precos entre 1973 e 1974, o pais teve que
enfrentar o crescimento da importacdo que passou de US$ 600 milhdes para mais de
US$ 22 bilhdes (CENBIO, 2016). A baixa dos pre¢os do petrdleo tornou o alcool pouco
competitivo, exigindo subsidios para a manutencdo do programa. O alcool tem sido
reconhecido na comunidade internacional como uma das possiveis solucdes aos
problemas ambientais, e como um dos melhores candidatos a ser apoiados com politicas
de financiamento (Mecanismos de Desenvolvimento Limpo - MDL), segundo o
estabelecido no Protocolo de Quioto (PROALCOOL — MCT).

O etanol como combustivel

A consolidacdo do etanol como combustivel do futuro deve passar pelo desafio
de aumentar ainda mais a produtividade deste, sem aumentar o seu custo e de forma que
sua cultura ndo avance sobre outras culturas agricolas, o0 que impactaria a producdo de
alimento. Neste sentido a utilizacdo da biomassa lignocelul6sica vem sendo amplamente
estudada para a producao do etanol chamado de segunda geracdo, ou Bioetanol como é
também conhecido, devido a sua grande disponibilidade, baixo custo e a grande
quantidade de aclcares fermentesciveis, embora ndo prontamente disponiveis
(MIYAFUJI et al., 2003).

Pré-tratamentos quimicos e/ou enzimaticos sdo necessarios para a producdo de
etanol a partir de biomassa lignocelul6sico, fornecendo carboidratos (hexoses e
pentoses), que posteriormente podem ser convertidos a etanol por micro-organismos
fermentadores (GOUVEIA et al., 2009). Dentre os pré-tratamentos, que visam
desorganizar o complexo lignocelulésico, o pré-tratamento acido tem se mostrado uma
alternativa interessante, pois além de desestruturar o complexo, provoca a hidrdlise da
hemicelulose, o que resulta em uma fracéo liquida contendo, no caso do bagaco de cana,
majoritariamente a xilose (FILHO, 2008). Apds o pré-tratamento, o liquido contendo o
hidrolisado hemicelulésico €é separado de um residuo solido, composto
fundamentalmente de celulose e lignina, denominado de celulignina. A neutralizacdo do
pH, seguida de uma etapa de deslignificacdo do residuo sdlido gerado é necessaria
guando se vislumbra a hidroélise enzimatica, a fim de se aumentar a acessibilidade da
celulose ao ataque catalitico. (SANTOS et al., 2012; CASSA-BARBOSA, 2015).
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A busca de micro-organismos fermentadores de xilose, aclicar mais abundante
proveniente da fracdo hemicelulésica, € um dos maiores desafios da biotecnologia
moderna; uma vez que se faz necessaria a eficiente e integral conversdo dos
carboidratos potenciais oriundos de materiais lignocelul6sicos. No entanto, uma
limitacdo ao potencial de Z. mobilis para a producdo industrial de etanol é a sua
capacidade de utilizar apenas a glicose, frutose ou sacarose como fonte de energia
(YANASE et al.,, 2005) assim como a S. cerevisiae. H4 uma grande variedade de
leveduras capazes de fermentar hexoses, mas poucas espécies podem produzir etanol de

xilose com equivaléncia econémica a fermentacdo de hexose. (AGBOGBO et al., 2006).

Cana de acucar no futuro da matriz energética

A cana-de-aclcar (Saccharum officinarum L.) tem grande importancia
econdmica no Brasil, sendo produzidas mais de 588 milhdes de toneladas por safra
(CONAB, 2016), para producdo de acucar e etanol como pode ser visto na figura O1.
Com toda essa producdo ha uma grande quantidade de residuos gerados, dentre eles o
bagaco de cana-de-aglcar. O bagaco da planta é obtido ap6s a colheita e moagem para
obtencdo do caldo. Esse bagaco muitas vezes é utilizado para geracdo de energia dentro
das proprias usinas. Uma tonelada de cana-de-aclcar pode gerar até 280 kg de bagaco, e
além de gerar energia elétrica ele pode ser usado também como racdo animal,
juntamente com as leveduras que foram utilizadas no processo de fermentacdo do caldo,
0 bagaco pode ser utilizado também para fabricacdo de papel e na indUstria quimica e
farmacéutica na sintese de compostos organicos (VITTI, 1998; RIPOLI; RIPOLI,
2004).

O bagaco da cana, além de ser usado como fonte energética é utilizado também
como matéria-prima na industria de papel, papeldo, na fabricacdo de aglomerado, na
indUstria quimica, como material alternativo na construcdo civil, como racéo animal e
na producdo de biomassa microbiana. Mesmo assim ha ainda um excedente deste
residuo que ndo é totalmente utilizado, causando sérios problemas de estocagem e
poluicdo ambiental (BOTAO; LACAVA, 2003; MACHADO, 2000).

A composicdo quimica do bagaco da cana-de-agUcar (Tabela 01) varia de acordo
com diversos fatores, entre eles, o tipo de cana, o tipo de solo, as técnicas de colheita e
até o manuseio (CARVALHO et al., 2006).

19



Tabela 01 — Composicdo Media do Bagaco de Cana-de-Acucar

Composicdo Quimica Média dos Elementos do Bagaco de Cana-de-AcUcar

Carbono Oxigénio Hidrogénio Nitrogénio
39,7 — 49% 40 - 46% 55-7,4% 0-0,3%
Composicdo Média da Fibra de Bagaco da Cana-de-AcUcar
Celulose Hemicelulose Lignina
26,6 — 54,3% 14,3 — 24,4% 25,7 — 29,7%

Fonte: CARVALHO et al., (2006)

O bagaco da cana subproduto da industria sucroalcooleira, apesar dos inUmeros

empregos deste residuo em diferentes setores e areas da industria brasileira, hoje tem

sido alvo de vérios estudos visando utilizar todo seu potencial, para producdo de

bioetanol. Sendo uma alternativa atraente para diminuir o uso de combustiveis fosseis.

O bioetanol, obtido de materiais lignocelul6sicos, como o bagaco da cana-de-agUcar,

tem sido estudado h& alguns anos, mas a sua producdo em escala industrial ainda néo se

tornou possivel, mas estudos tém sido cada vez mais realizados para que ele seja

produzido em grande escala (BALAT et al., 2008). Na figura 01 a produc¢éo do etanol

de primeira geracdo pode ser observada. O bagaco é o primeiro residuo do processo,

ap6s a moagem da planta, e todo material lignocelulésico pode ser destinado as

caldeiras para geracdo de energia, 0 que ndo impede de ser utilizado para outros fins.
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Bagaco

Moagem
Caldo
Tratamento
Quimico
. Torta de filtro
Filtracao
Melago Fermentacao
Destilacao Vinhaga
Retificacao
Etanol
(hidratado)
Acucar Etanol (anidro)

Figura 01. Fluxograma da producdo de aguUcar e etanol de cana
Fonte: PORTAL DO BIOGAS (2015)

Materiais lignocelulésicos

A biomassa lignocelulésica apresenta uma variedade de opcdes, pois pode ser
encontrada em quase todo o mundo, principalmente em residuos agroindustriais, e uma
das aplicacOes biotecnoldgicas, é a producdo de bioetanol. A biomassa lignocelulosica é
agrupada em seis categorias: culturas energéticas, residuos agroindustriais, residuos de
corte, residuos de industria, recursos florestais e residuos urbanos (HUANG, 2014). De
acordo com Tomas-Pejo et al. (2012), o uso de materiais lignocelulésicos geram alguns
compostos derivados da celulose, da hemicelulose e da lignina durante o pre-tratamento,
e podem estar presentes na fermentacdo. Por isso leveduras capazes de utilizar a xilose,
que constitui até 40% do material lignoceluldsico, sdo necessarias para 0 sucesso da
fermentacdo. Isso ndo ocorre com a levedura S. cerevisae (EBRINGEROVA et al,
2013).

A celulose e a hemicelulose sdo compostas de polimeros de hidratos de carbono,

e as formas de converter esses carboidratos em agucares fermentaveis € a hidrélise acida
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e a enzimatica (CANILHA et al., 2012). A composicdo dos trés elementos € variavel
conforme o tipo de planta, é importante saber quanto de celulose, lignina e hemicelulose
a planta de interesse possui para que o tipo de degradacdo seja mais adequado
(CARVALHO et al., 2009). Na figura 02 podemos observar um esquema da estrutura
da madeira, onde as trés fracGes poliméricas se unem tornando-se resistentes a ataques
microbianos (JEFFRIES, 1990). A celulose se encontra envolta pela lignina, conferindo
forca e flexibilidade ao tecido, e a hemicelulose se encontra entre as duas outras partes,
todas elas compostas de sacarideos que conferem resisténcia a ataques quimicos e
fisicos (SZENGYEL, 2000).

parede celular macrofibrila

T S
hemicelulose
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célula da s;Iama \
“QNM .--..-.-
fibra celdosica
elementar .
Estrutura da cadeia e
celulbsica T
o =5 <) & microfibria
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:-'T' ~ O .’-:: O

Figura 02. Estrutura da madeira (Fonte: ZHANG, 2008)

A madeira é composta de material produzido por células de uma arvore, ela
serve para sustentar a copa e transportar agua e nutrientes da raiz as folhas, além de
manter as reservas da planta (KLOCK, 2000). A madeira pode sofrer degradacao natural
por diversos fatores: agua, luz solar, insetos e micro-organismos. A agua aumenta a
umidade e quantidade de oxigénio na madeira, deixando um ambiente propicio a fungos
aerobios, que se alimentam da madeira através da produgdo de enzimas
lignoceluloliticas (SANTOS et al., 2012). A degradacdo da lignina da madeira na
natureza é realizada de forma mais eficiente pelos fungos quando comparada com
outros micro-organismos, sendo eles entdo os principais responsaveis pela degradacéo
deste polimero. Os fungos degradam a madeira secretando celulases, hemicelulases e

lignases ou enzimas lignoceluloliticas. A madeira é constituida de quatro partes:
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celulose, hemicelulose, lignina e extrativos. O tipo de degradacédo resulta em trés tipos
de podriddo: a podriddo mole, a podriddo marrom e a podriddao branca. A podriddo
branca € a mais eficiente quando se trata de decomposicdo da madeira, existindo
inimeras espécies de fungos que a fazem, sendo a maioria deles basidiomicetos
(ALONSO et al., 2007; ABREU et al., 2001).

Fungos filamentosos

Fungos filamentosos, especialmente os basidiomicetos de podriddo branca séo
eficientes degradadores de biopolimeros de paredes de plantas devido a producdo de
uma bateria de enzimas extracelulares, como celulases, hemicelulases e lignases. Os
fungos basidiomicetos representam uma fonte de enzimas com potenciais aplicacdes
devido a sua elevada atividade lignoceluldsica (QUIROZ-CASTANEDA et al., 2011).

Residuos agroindustriais de industrias alimenticias constituem uma ampla fonte
de recursos renovaveis para conversdao microbiana em diferentes produtos com valor
agregado. Os fungos de podriddo branca do grupo dos basidiomicetos tém um potencial
adequado para crescer em substratos lignocelulésicos devido a sua producdo enzimatica.
As principais enzimas hidroliticas sdo a endo-1,4-3-D-glucanase (EC 3.2.1.4), exo-1,4-
R-D-glucanase (EC 3.2.1.91), e xilanase (EC 3.2.1.8). Esses fungos secretam uma ou
mais enzimas extracelulares que sdo essenciais para a degradacdo da lignina: lignina
peroxidase (EC 1.11.1.14), manganés peroxidase (EC 1.11.1.13), e lacase (EC 1.10.3.2)
(ELISASHVILI et al., 2009).

Estas enzimas de basidiomicetos degradadores de lignina sdo de fundamental
importancia para a eficiente bioconversdo de residuos de plantas, e elas sdo promissoras
pela grande variedade de aplicacGes biotecnoldgicas incluindo as industrias de polpa de
papel, comidas, bebidas, téxteis, biorremediacdo, cosméticos e agricultura e bioquimica
analitica (COUTO; TOCA-HERRERA, 2007). A aplicacdo de enzimas lignoceluldsicas
em tecnologias industriais e ambientais, incluindo o conceito moderno de biorefinarias
integradas (KAMM; KAMM, 2004) requer uma quantia significante destas enzimas a
baixo custo. Muitos organismos recombinantes eficientemente produzem vérias enzimas
industriais, a alta expressao de lacases e peroxidases em sistemas heter6logos ndo tem
sido alcangadas ainda, e elas ainda tém que ser obtidas de fontes naturais. Acima de
tudo, enzimas lignoceluloliticas de alguns basidiomicetos sdo formadas no metabolismo

secundario, portanto, € importante descobrir micro-organismos que efetivamente
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secretem estas enzimas no metabolismo primario. Consequentemente 0 aumento da
demanda por enzimas degradadoras de lignina tem sido intensificadas, por pesquisas em
fungos com notaveis atividades enzimaticas. Recentemente, muitas espécies de fungos
de degradacdo branca tém sido estudadas do ponto de vista basico e aplicado, alguns
deles tém mostrado um alto potencial na producdo de grupos de enzimas oxidativas e
hidroliticas (MACHUCA; FERRAZ, 2001; GALHAUP et al., 2002; ELISASHVILI et
al., 2006, 2008; PAPINUTTI; FORCHIASSIN, 2007; OSMA et al., 2007; LEVIN et al.,
2008).

Pesquisas adicionais usando residuos lignocelulosicos como substrato para
crescimento fungico tem se mostrado promissor desde que alguns contenham
concentracOes significativas de carboidratos solUveis e indutores para a sintese de
enzimas assegurando a eficiente producdo de enzimas ligninoceluloliticas
(MACHUCA,; FERRAZ, 2001; ROSALES et al., 2002, 2005; KAPICH et al., 2004;
KACHLISHVILI et al., 2006; SONGULASHVILI et al., 2006; ELISASHVILI, 2009).

Enzimas

As enzimas séo catalisadores bioldgicos de natureza proteica que intervém em
todas as reacBes metabdlicas energeticamente possiveis, as quais elas aceleram por
ativacdo especifica, permanecendo intactas ap6s cada ciclo de reacdo. Como no modelo
chave-fechadura. Elas permitem atingir rapidamente o estado de equilibrio da reacdo
sem modifica-lo. As enzimas sdo as pecas chaves na biotecnologia e na bioindustria.
Sdo elas que, na engenharia microbioldgica catalisam as reacdes metabodlicas acionadas,
e asseguram a sua regulacdo. Da mesma forma, elas levaram a engenharia genética a
realizar modificagdes nos genes de alguns micro-organismos, com vistas a torna-los
aptos a biossintese de metabdlitos de interesse (RICHARD, 1985).

A parede celular rigida dos fungos ndo os tornam capazes de absorver micro-
organismos ou outras particulas, e para tal os fungos secretam enzimas através do
micélio sobre a fonte de alimento e absorvem pequenas moléculas que séo disponiveis
(RAVEN, 2001). As enzimas de micro-organismos sdo conhecidas por terem uma vasta
aplicabilidade, e por isso sdo muito usadas nas industrias. A demanda para estas
enzimas tém aumentado & medida que solugdes sustentaveis precisem ser encontradas e
0s micro-organismos sdo fonte essencial (ADRIO; DEMAIN, 2005; JOHANNES;
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ZHAO, 2006; KUMAR; SINGH, 2013). As enzimas podem ser selecionadas
geneticamente e quimicamente modificadas para melhorar as suas propriedades
fundamentais: estabilidade, especificidade de substrato e atividade especifica. No
entanto existem inconvenientes para a utilizacdo, certas enzimas requerem cofatores.
Vaérias abordagens como a reciclagem de cofator e utilizacdo de células inteiras podem
resolver este problema. Cerca de 150 processos industriais utilizam enzimas ou
catalisadores de células microbianas inteiras (DEMAIN; ADRIO, 2008; ADRIO;
DEMAIN, 2014; JOHNSON, 2013).

Os fungos s@o organismos Unicos capazes de degradar a lignocelulose, a fonte
mais abundante de carbono terrestre. Além de sua importancia no ciclo do carbono,
estes fungos tém chamado a atencdo para a conversdo da parede celular das plantas de
baixo peso molecular, a produtos de alto valor, como o xilitol (MUSSATO; ROBERTO,
2004). Muitos fungos eficientes pertencem a ordem Polyporales, os fungos de podridédo
branca podem degradar polissacarideos da parede celular, como a celulose e a
hemicelulose, e também polimero mais recalcitrante, a lignina (NIEMENMAA et al.,
2008, YELLE et al., 2008, YELLE et al., 2011). A degradacao pelos fungos atraves das
enzimas é maior na decomposicdo de folhas e madeira, e tende a diminuir nas fases
posteriores de decomposicdo quando as bactérias tornam-se mais dominantes. Fungos
utilizam as moléculas simples e complexas como alimentos, através da secre¢ao de uma
variedade de enzimas extracelulares (REDLAK et al., 2001; ZIFCAKOVA et al., 2011).
Estas enzimas degradam proteinas vegetais, celulose, hemicelulose, amido, e 0s
compostos de origem animal, tais como quitina (MARCOTTE et al., 2001). A lacase e
polifenol oxidase sdo as enzimas ligninoceluloliticas envolvidas na degradacdo da
lignina, bem como varios compostos aromaticos xenobidticos (POINTING, 2001,
BURKE; CAIRNEY, 2002, WANG et al., 2014).

A degradacdo da lignina da madeira na natureza é realizada de forma mais
eficiente pelos fungos quando comparada com outros micro-organismos, sendo eles
entdo os principais responsaveis pela degradacdo deste polimero. O tipo de degradacéo
resulta em trés tipos de podriddo: a podriddo mole, a podriddo marrom e a podridao
branca. A podriddao branca é a mais eficiente quando se trata de decomposicdo da
madeira, existindo inumeras espécies de fungos que a fazem, sendo a maioria deles
basidiomicetos (KIRK, 1983). Os fungos da podriddo branca produzem vérias enzimas
extracelulares envolvidas na degradacdo da lignina, incluindo lignina-peroxidase,

manganés peroxidase, lacase, e oxidases que geram o perdxido de hidrogénio necessario
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para a atividade da peroxidase (Tabela 02). Diferentes combinacdes de enzimas sao
produzidas por fungos que degradam a lignina, o que sugere que h4 mais do que uma
estratégia bem sucedida para a biodegradacdo de lignina (HATAKKA 1994; LEVIN at
al., 2002).

Tabela 02 - Enzimas ligninoliticas produzidas por fungos de podriddo branca
mostrando o EC (Enzyme Commission Numbers), esquema de classificagdo numérica
das enzimas, as reacOes que catalisam e 0s respectivos fungos.

Enzima | N°EC | Reacdes catalisadas Fungo
Lacase 1.10.3.2  Oxidacéo de fenol Trametes
versicolor
Lignina peroxidase  1.11.1.14 Polimerizacéao de fenol Phanerochaete
chrysosporium
Manganés 1.11.1.13  Oxidagdo de fenol; Oxida Mn*" a Phanerochaete
peroxidase Mn®* chrysosporium
Celobiose-quinona 1.15.1  Reducdo de quinona; Degradacdo de  Phanerochaete
oxiredutase celobiose chrysosporium
Avril alcool oxidase 1.1.3.7 Producéo de H,0, Pleurotus
sabor-caju
Glioxal oxidase 1.2.3.5  Producéo de H,0, Phanerochaete
chrysosporium
Manganés 1.11.1.7  Atividade em substratos aromaticos Phanerochaete
independente de chrysosporium
peroxidase
Versétil peroxidase  1.11.1.16  Oxida Mn®*; Potencial alto redox em Pleurotus sp.
componentes aromaticos
Celobiose 1.1.99.18 Degradacéo de lignina; Une o Phanerochaete

desidrogenase

sistema hidrolitico e oxidativo;

chrysosporium

Dispde manganés (Mnll) para MnP
através da reducdo do precipitado da
oxidacdo do manganés (MnQOy,)

Fonte: MACIEL et al., (2010)

Lacase

Devido a capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e outros compostos
aromaticos, lacases fangicas estdo recebendo grande atencdo em varias aplicagdes
industriais como deslignificacdo, producédo de etanol, modificacédo de fibras da madeira,
clareamento de corantes, sintese de produtos quimicos e medicinais, e remediacdo de
solos e aguas contaminadas. (SCHNEIDER et al., 1999; DURAN et al., 2002; MAYER;
STAPLES, 2002). A lacase contém tipicamente 15-30 % de hidratos de carbono, tem
geralmente um ponto isoelétrico acidico e tem uma massa molecular de 60-90 kDa . A

lacase € codificada por uma familia de genes e produzido sob a forma de vérias
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isoenzimas. Alguns s@o constitutivamente expressos, 0S outros Sa0 expressos apos
inducdo por compostos aromaticos relevantes para a lignina, tais como a lignina kraft ,
xilidina , alcool veratrilico, etc. (GIANFREDA et al., 1999; DEKKER et al., 2001).

Lignina Peroxidase - LiP

Essas enzimas sdo principais componentes do sistema envolvido na degradagéo
de lignina por micro-organismo. Desde sua descoberta, LiP tem sido extensamente
caracterizada molecular e bioguimicamente (GOLD; ALIC, 1993; CHIVUKULA et al.,
1995; JOHJIMA et al., 1999; SUGIURA et al., 2003). No processo de degradacéo da
lignina, LiP é inicialmente oxidada pelo H,O, e oxida nucleos arométicos da molécula
de lignina (fendlicos e ndo fendlicos), gerando radicais catidnicos. Estes reagem
espontaneamente com H;O e com oxigénio molecular, gerando uma ‘“combustdo
enzimatica“ onde ligagdes C-C e C-O sdo quebradas, despolimerizando a lignina e

abrindo os anéis aromaticos (KIRK et al., 1978).

Manganés Peroxidase - MnP

A atuacdo de MnP durante a peroxidacdo lipidica esta envolvida na degradacéo
de compostos xenobidticos recalcitrantes. Assim, a avaliacdo da capacidade de culturas
fangicas para promover a peroxidacéo lipidica é de grande importancia. O estimulo da
peroxidacdo de &cidos graxos insaturados com concomitante producdo de radicais
lipidicos € reconhecido como atividade pré-oxidante (KAPICH et al., 2005).

A degradacdo microbiana de lignina exerce um papel essencial na ciclagem do
carbono e a funcdo dos micro-organismos, que sdao em sua maioria os fungos, é
fundamental para as biotecnologias emergentes tal como a polpagem biomecanica, o
branqueamento enziméatico de polpas e a degradacdo de poluentes organicos
(WHITELEY; LEE, 2006; BAJPAI et al., 2004; RAMOS et al., 2004; MARDONES et
al., 2006).
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Aplicacdes Biotecnologicas

A biotecnologia € uma area de investigacdo que explora sistemas biologicos,
microbianos ou de culturas vegetais e animais, visando a obtencdo de produtos de
interesse industrial. Devido aos micro-organismos apresentarem crescimento rapido,
menor custo e espaco para crescimento, possibilitando maior controle dos processos
operacionais, hd mais vantagens no seu uso, principalmente nos processos fermentativos
(DEMAIN, 1996). A maioria dos processos biotecnoldgicos utilizando fungos baseia-se
nos seus produtos metabdlicos como: fermentacdo, enzimas e polissacarideos, que
podem ser utilizados na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética. Aléem dessas
utilizacBes estas enzimas sdo utilizadas na biodegradacdo de compostos xenobidticos,
como, por exemplo, na biorremediagdo de solos contaminados e no tratamento de
efluentes da industria papeleira e téxtil (MATEUS; OKINO, 1998).

O aproveitamento da biomassa vegetal residual como fonte de energia renovavel
diminui uma parte da utilizacdo de combustiveis fosseis, que tém contribuido para
impactos negativos no meio ambiente. O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-
acucar e derivados, o que torna o processo de producdo de etanol mais viavel. O etanol
ja é produzido no pais, e 0 processo é integrado a producgdo do acucar, diminuindo assim
0s custos de ambos os processos (CAMARGO, 2007).

Para obtencdo do etanol de segunda geracdo é necessaria a hidrolise do bagaco
de cana-de-aclcar, para que seja liberado os acglUcares das porcBes celuldsicas e
hemicelulésicas da planta. O uso deste hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar deve
ser feita por micro-organismos fermentativos, como as leveduras. As leveduras sdo 0s
micro-organismos mais importantes na obtencdo do alcool por via fermentativa.
Bactérias também sdo viaveis na producdo do etanol, mas economicamente as leveduras
séo mais utilizadas (LIMA et al., 2001).

O género Saccharomyces é um dos grupos de micro-organismos mais estudados
pela comunidade cientifica, devido sua importancia industrial. A ampla aplicacdo desses
micro-organismos na industria de biotecnologia, aumenta o interesse nesse género. Esta
levedura tem sido relatada como agente de transformacdo desde 1800 (ANDRIETTA et
al, 2006). Mas infelizmente a Saccharomyces é incapaz de fermentar o hidrolisado do
bagaco de cana-de-acUcar para a producdo de etanol.

Outros géneros de leveduras tém sido bastante estudados na fermentacdo de

bagaco de cana-de-aglcar, e tém se mostrado promissores como a Pichia stipitis
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(CANILHA, 2010), Candida guilliermondii (SCHIRMER-MICHEL, 2009), Pichia
kudriavzevii (YUANGSAARD, 2013), entre outros géneros. A completa utilizacdo do
substrato € um dos pré-requisitos para tornar o processo do etanol lignocelulésico
economicamente competitivo. Uma das alternativas é adaptar novas leveduras que
naturalmente utilizam material lignocelulésico no processo de fermentacdo, e modifica-
las geneticamente com genes provenientes de fungos, melhorando assim a taxa de
conversdo do etanol lignocelulésico, a identificacdo de novos genes degradadores de
material lignoceluldsico que possam disponibilizar a celulose e hemicelulose, tem se
mostrado uma estratégia promissora, diversos trabalhos tem mostrado o potencial de
expressar genes de Lacase de Trametes sp (HONG et al., 2007), Trametes versicolor
(CALLAGHAN et al., 2002 ) em Pichia pastoris e Pichia methanolica (GUO et al.,
2006), de Polyporus grammocephalus em Pichia pastoris (HUANG et al., 2011) de
Pleurotus ostreatus em Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis (PEZZELLA
et al., 2009).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Identificar genes de enzimas ligninoceluloliticas de basidiomicetos, e produzir etanol a

partir de hemicelulose.

Objetivos especificos

. ldentificar genes de lacase, manganés peroxidase e liginina peroxidase de fungos
basidiomicetos Pycnoporus sanguineus, Trametes sp., Pleurotus sp. e Hexagonia
glabra da colecdo de cultura da UEA.

. Produzir etanol a partir do meio hidrolisado de bagago de cana-de-agucar
utilizando as leveduras CBA-524 e CBA- 519.
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MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi conduzida nos Laboratérios de Microbiologia e
Fermentacdo do Centro de Biotecnologia da Amazonia — CBA.

Repicagem dos fungos

Os fungos utilizados neste estudo foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de
Microbiologia da Universidade do Estado do Amazonas — UEA, estando depositados na
sua colecdo. S&o eles: Pycnoporus sanguineus, Pleurotus sp., Trametes sp. 1, Trametes

sp. 2 e Hexagonia glabra.

Os fungos foram reativados em camara de fluxo laminar, em placas contendo
meio de cultura BDA (batata dextrose agar), depois foram mantidos em BOD a 28 °C

por 7 dias ou até o crescimento total na placa.

Extracdo de DNA

Para extracdo de DNA, os fungos foram crescidos em 50 mL de BD (200 g de
batata 20 g de dextrose; 1 L de agua e pH 6,0) por 7 dias a 28°C a 150 rpm. A extragdo
de DNA foi realizada de acordo com Mendes (2008).

O micélio foi filtrado e macerado com o auxilio do nitrogénio liquido.
Aproximadamente 200 mg do macerado foi transferido para 1 mL de tampdo de
extracdo (SDS 1%, EDTA 25mM, NaCl 250mM e Tris-HCL 200mM [pH 8,0]),
incubado por 20 min a 65°C e centrifugado a 10.000 g (Centrifuge 5400, Eppendorf)
por 10 min a 4°C. O sobrenadante (~800 pL) foi transferido para tubo contendo 1
volume de fenol, homogeneizado e centrifugado por 5 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo contendo 1 volume de fenol:cloroférmio (1:1 vol/vol),
homogeneizado e centrifugado por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo contendo 1 volume de cloroférmio, homogeneizado e centrifugado. Para
precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi novamente coletado, transferido para novo
tubo e adicionado 0,6 volume de isopropanos, entdo, o tubo foi homogeneizado e
incubado por 10 min a 4°C. A suspensdo foi centrifugada por 15 min e o sobrenadante
descartado. O precipitado de DNA foi lavado com 500 pL de etanol 70%, centrifugado,

o etanol foi descartado. O precipitado seco a 37°C. Finalmente o DNA foi

31



ressuspendido em 50 pL de agua ultra pura (Milli-Q) autoclavada. O DNA genémico
total foi quantificado por meio de comparacdio com marcador Lambda (fago A -

Invitrogen) em gel de agarose 1,0% a 3V cm™ e estocado a -20°C.

Amplificacdo e sequenciamento dos genes

Para amplificacdo e sequenciamento dos genes de Lacase Lignina peroxidase e
Manganés peroxidase, o0s DNAs dos isolados de Pycnoporus sanguineus, Trametes sp.,
Pleurotus sp. e Hexagonia glabra, foram amplificados em termociclador PTC-200
DNA Engine Cycler (Bio Rad), programado para realizar uma desnaturagéo inicial de 5
min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 20 seg a 94°C, 45 seg 50°C e 1 min a 72°C; ap0s 0s
ciclos, uma extensdo final de 5 min a 72°C. Os iniciadores (primers) utilizados para
amplificacdo estdo listados na tabela 3. A reacdo de amplificacdo foi realizada em um
volume final de 50 pL, contendo tampéo 1X (KCI 50mM), Tris-HCI 20mM [pH8,4]),
MgCl, 3,7 mM, dNTP 1mM (de cada), Tag DNA polimerase 0,05U pl™ (Invitrogen),
0,4uM de cada primers e aproximadamente 3 ng de DNA. O produto de PCR foi
observado em gel de agarore 2,0% a 3V cm™ , juntamente com o marcador de peso
molecular DNA Ladder 1kb plus (Invitrogen). O gel foi corado com brometo de etidio e
fotodocumentado em luz UV. Posteriormente os produtos de PCR foram purificados

com Kits PureLink (Invitrogen), para o sequenciamento.

Tabela 03. Primers utilizados para amplificar os genes das enzimas lignoceluloliticas.

Gene Primer Referéncias

LccF 5 — CA(T/C) TGG CA(T/C) GGN TT(T/C) TT(T/C) CA) -

Lacases 3; LccR 5 — (A/G)TG (A/G)CT (A/G)TG (A/G)TA CCA D"Souza et al.

(A/G)AA(G/IAITIC)GT -3 1996
Lignina LipF 5 — (G/C)C(G/T/C) AAC AT(T/C) GG(T/C) CT(T/C) GAC R(’eddy &
peroxidase GA - 3; LipR 5 — TC(G/C) A(G/T/C)G AAG AAC TG(G/C) D’Souza
G(AT)GTC-3 1008
Mangangs ~ MnPF 5 —G(A/C)(G/A) ATG GCC TTC (WGYAGIT TC(TIONT o o o0 oy
. - 3; MnpR 5- TTA (G/T)GC AGG (G/A)CC (G/A)T(T/C) GAA g :
peroxidase .~ 5 1996

Para o sequenciamento dos genes foi utilizado o kit Big Dye™ Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction (Life Technologies). O volume total das reagdes foi
de 20 pL (4 pL de Ready Reaction Premix 2.5X, 2 uL de BigDye, Sequencing Buffer
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5X, 3,2 pmol de primer, 4 ng DNA, e agua Milli-Q). As amplificacGes foram realizadas
no termociclador PTC-200 DNA Engine Cycler (Bio Rad) com uma desnaturacdo
inicial de 96 °C por 1 min e 25 ciclos de: 96 °C por 10 seg, 50 °C por 5 seg e 60 °C por
2 min. Para purificacdo, foi adicionado 5 pL de EDTA 125 mM e 60 pL de etanol
100%, as amostras foram homogeneizada e incubadas por 15 min a temperatura
ambiente, em seguida centrifugadas a 16.000 g a 4 °C por 45 min. Descartado o
sobrenadante novamente adicionado 60 pL de etanol 70%, centrifugadas a 16.000g a 4

°C por 15 min e resuspendido no tampdo de aplicacao.

A determinacdo das sequéncias foi realizada pelo analisador de sequéncias
3130xI Genetic Analyzer (Life Technologies) do Centro de Biotecnologia da Amazdnia
- CBA, onde as configuracGes do aparelho seguiram as recomendacfes do fabricante.
As sequéncias obtidas foram analisadas através do programa SeqManTM Il (DNA Star
Inc.). Foram utilizadas as sequéncias com padrdo de qualidade phred maior que 20. Os
arquivos no formato FASTA foram avaliados por meio de um “script” computacional,
que separa as sequencias FASTA de melhor qualidade e maior tamanho de pares de
bases (pb). Para o agrupamento das sequencias utilizou-se o programa CAP3. As
comparagOes dos arquivos foram realizadas com banco de dados do GenBank (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando o programa Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) (Altschul et al., 1997), configurado na opgao “blastn e blastp” para o
desenho dos primers foi utilizado o Primer-BLAST. Para a construcdo da filogenia foi
utilizado software CLC Sequence Viewer 7 (http://www.clcbio.com/).

Leveduras utilizadas na fermentacao

Identificacdo molecular

A identificacdo molecular foi procedida com as leveduras CBA-524 e CBA-519

selecionadas nos trabalho de Cassa-Barbosa (2012).

A extracdo de DNA total foi realizada de acordo com método descrito acima. A
regido amplificada compreendeu parte da regido 18S, as regies nao codificadoras ITS-
1 e ITS-2, bem como a regido 5.8S (completas) e parte do DNA ribossomal 26S. Os
primers utilizados foram ITS-1(CGT AAC AAG GTT TCC GTA GG) e ITS-4 (TCC
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TCC GCT TAT TGA TAT GC). O sequenciamento foi realizado pelo Centro de
Estudos do Genoma Humano (USP).

As sequéncias foram comparadas com o banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) através do algoritmo BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool: www.ncbi.nlm.nih.gov). Com base nas sequéncias, uma arvore
filogenética foi construida pelo método de agrupamento de vizinhos (Neighbor-joining)
e com teste de filogenia bootstrap com 1000 réplicas, utilizando-se o programa MEGA
5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis: http://www.megasoftware.net).

Para compor a arvore filogenética, foram inseridas: sequéncias relativas as

leveduras isoladas e selecionadas, e alguns padrdes obtidos no banco do NCBI.

As leveduras utilizadas na fermentagcdo foram as CBA-524 CBA-519, isoladas
de fezes de bovinos e que apresentaram bom crescimento em Xilose e arabinose
(CASSA-BARBOSA et al., 2015), e como padrdo foi utilizada a levedura Pichia stipitis
CBS6054. Todas foram repicadas e mantidas em BOD a 28 °C em meio de cultura
BDA.

Meio hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de acgucar foi seco em estufa e triturado em moinho de facas.
A hidrdlise acida do bagaco foi realizada utilizando-se H,SO,4 a 1% na proporc¢édo de 250

mL para cada 50 g de bagaco por 24 horas.

A autoclavagem do material foi feita a 121 °C por 40 min. Depois foi feita a
prensagem do material em uma prensa de 15 toneladas. O caldo resultante da prensagem
foi neutralizado com CaOH até atingir o pH 5,0. O meio foi filtrado a vacuo utilizando-

se papel filtro.

Para utilizar o meio hidrolisado a 50% foram adicionadas a solucdo de sais e
acido citrico (40 mL/L), extrato de levedura e KH,PO,4 (1,1 g/L).

Metodo de quantificacéo de agucar redutor

O método de acido dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959) busca
quantificar a quantidade de acUcar redutor da amostra do meio de bagaco de cana-de-

acucar hidrolisado.  Uma amostra de 20 pL de meio de cultura € diluida em 180 pL de
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agua destilada adicionando 300 puL de DNS, a mistura é fervida por 5 minutos e a

amostra € lida no espectrofotémetro (Femto — 600 plus) a absorbancia de 540 nm.

Verificacdo da producéo de alcool no destilador eletronico

Uma amostra de 100 mL foi retirada de cada experimento, adicionou-se 5 mL de
Ca(OH), e 3 gotas de anti-espumante, a mistura foi colocada no destilador eletronico
(Destilador Eletronico Enoquimico - Gibertini), depois foi vertida no baldo volumétrico
de 100 mL, quando a mistura ficava abaixo dos 100 mL se adicionava agua destilada até
completar este volume. A amostra era entdo colocada no freezer até sua temperatura
atingir 20 °C, entdo utilizava-se o alcooldmetro para medir a quantidade de élcool

produzido.

Producéo e quantificacéo de etanol

A fermentacdo foi realizada num frasco de 5 L do fermentador Bioflo 110 (New
Brunswick), contendo 3L de meio composto por o hidrolisado a 30 ° C, 100 rpm e a pH
5,0. As fragbes foram recolhidas para cada 24 horas. Pichia stipitis CBS 6054 foi
utilizadas como padrdo em todos os testes, usando o meio hidrolisado.

Etanol e monossacarideos (glicose e xilose) foram determinadas por HPLC (RID
-10 Shimadzu e Rezex RPM-Monosaccharide Pb + New coluna 300x7,8 mm), equipado
com detector de indice de refracdo. As amostras foram filtradas através de uma
membrana de 0,22 micron e injetadas num volume de 0,6 mL / min com o sistema de
agua. A duracao da corrida foi de 30 minutos. Etanol e acUcares padrdes foram injetados
e 0s seus tempos de retencdo foram comparados com os picos das amostras. O teor de
etanol e aclcar nas amostras, foram quantificadas a partir das curvas de calibragdes,

apos diferentes diluicdes injetadas no HPLC.

Crescimento das leveduras

As leveduras Pichia stipitis CBS 6054, Pichia kudriavzevii CBA-519 e
Meyerozyma guilliermondii CBA-524 foram transferidas previamente por 12 horas em
10 mL do meio de cultura a 80% do hidrolisado em um tubo de ensaio. Para verificar
seu crescimento, as leveduras depois de 12 horas de crescimento foram inoculadas em

placas, em triplicata cada, contendo agar Sabouraud para a contagem das colénias.
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A contagem das col6nias nas placas foram feitas a cada 12 horas, totalizando 96
horas, ou seja, 8 contagens. As placas que excederam o crescimento e impossibilitaram

a contagem, foram refeitas a partir de sua prévia diluicéo.

Ap0s o ensaio inicial de contagem das leveduras, P. kudriavzevii CBA-519 e M.
guilliermondii CBA-524 foram inoculadas em fermentador para producéo de etanol em
meio hidrolisado de cana-de-acUcar (50%) , de onde foram retiradas aliquotas a cada 24
horas, 100 pL de meio fermentado foram inoculados em placas de &gar Sabouraud para

uma nova contagem das células.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O melhor aproveitamento de substratos lignoceluldsicos tornard o etanol de
segunda geracdo economicamente viavel. A utilizacdo principalmente da celulose e
hemicelulose requer a liberacdo destes constituintes da lignina, para serem utilizados na
fermentacdo. Foi possivel amplificar os genes de lacase e lignina, o gene de lacase foi
possivel amplificar nos quatros basidiomicetos Hexagonia glabra, Pycnoporus
sanguineus, Trametes sp. e Pleurotus sp. O gene de manganés peroxidase ndo foi
possivel amplificar, possivelmente devido o gene dos fungos ndo apresentar
similaridade com o primer utilizado. O gene de lignina peroxidase foi possivel

amplificar somente em Trametes sp. e Pleurotus sp.

O processo de liberagdo da lignina dos outros componentes tem sido uma das
etapas a ser alcancada, principalmente da hemicelulose, que uma vez obtida pode ser
facilmente fermentada. A degradacdo da lignina é atribuida principalmente as espécies
de fungos relecionados na maior parte ao filo Basidiomycota. Fungos que degradam a
lignina tém sido amplamente estudados devido a suas aplicacGes biotecnoldgicas,
lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase sdo as primeiras enzimas a serem

expressa no catabolismo da lignina (JANUSZ et al., 2013).

Lignina peroxidase

A degradacdo da parede vegetal € um processo complexo, que envolve
sinergismo entre uma variedade de sistemas enzimaticos, devido a associacdo entre a
celulose e a lignina. A lignina envolve a celulose e hemicelulose que compGe a parede
celular, sem a degradagdo da lignina se torna dificil a utilizacdo da celulose e
hemicelulose pelos fungos. Devido a hidrofobicidade e a natureza complexa da estrutura
da lignina este composto ndo é facilmente degradado, sendo responsavel pela
degradacdo as enzimas hidroliticas manganés peroxidase e lignina peroxidase e lacases
(WAN; LI, 2012). Poucos genes tem sido encontrado no GenBank de Lignina

peroxidase, e com baixa similaridade, como pode ser visto na figura 06.
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mq_—.Coriofus versicolor AB158478.1
b0 Trametes versicolor M91818.1

0032

fpFyenoporus coccineus AY243868.1
o Pyenoporus coccineus AY243868.1

Trametes versicolor AY243871.1
T.versicolor Z31011.1
ool Fyenoporus cinnabarinus HM480295.1
Jmﬁmapoms cinnabarinus HM480294.1

o Trametes sp UEA

0,048

1o P. chrysosporium X12698.1
025 ﬁ'}’hana‘ochdere chrysosporium Y00262.1

0220

Figura 06. Arvore filogenética contendo 10 sequencias do GenBank e os dois fungos
amplificados Trametes sp UEA e Pleurotus sp UEA, o dendograma gerado utilizando o
CLC Sequence Viewer 7.

Andlise do gene da Lignina peroxidase mais similar encontrada no GeneBank
revelou 333 aminoéacidos, a regido adjacente em relacdo ao cddon de iniciacdo da
traducdo (5 -ATG) é representado por variantes da sequéncia de consenso conservada
em fungos filamentosos (5 -CAMMATGNC, emque M=AouC;N=A,C,GouT)
(BALANCE, 1986). O gene do T. versicolor Z31011.1 s&o compostos por 7 éxons. A
regido conservada do gene que foi utilizada para amplificacdo esta sublinhado, o gene
Lignina peroxidase de T. versicolor Z31011.1 contém 1478 bp. A regido promotora do
gene consiste de uma sequéncia TATA na posicdo - 69 bp antes do codon de iniciacédo

como pode ser visto no quadro 1.
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Quadro 1. Gene de lignina peroxidase de T.versicolor (Coriolus) 495278 com maior
similaridade encontrada no GeneBank e as duas sequéncias obtidas a baixo.

acactgtgtatgtttcacgtccaactttttctctgecctcagetgacatgTATAaaagcagggcgacattggggacagtcttcagag

cactcaagcctcagtcctectcagttecagetegac L ATGEGCTTTCAAGTCTCTTCTTTCTTTCGTCTCGGTCATTGGAGCGCTC
CAGGGCGCGAACGgtgcgtagaaggtggcgggtctccgecgacagtgcatectttgtgcagcatactgacccacatttatcttectag

2 CCGCGTTGACCCGCCGCGTCGCTTGCCCCGACGGCGTGAACACCGCTACCAACGCGGCGTGCTGCCAGCTCTTCGCTGTCCGCGA
GGATCTCCAGCAGAACCTGTTCCACGGCGGTCTCTGCACGGCTGAGGCGCACGAGTCTCTCCGTCTGACCTTCCACGACGCTATCG
CCATCTCCCCCGCTCTCGAGGCCCAGGGCATCTTCGGgtacgctgaatagatttctgecececctagectgaatgtattaaccggcatat

gctgttcag3TGGTGGTGGTGCCGACGGCTCCATCGCGATCTTCCCCGAGATCGAGACCAACTTCCACCCCAACATTGGTCTCGAC
GAGATCATCGAGCTCCAGAAGCCGTTCATCGCCCGTCACAACATCTCCGTCGCCGACTTgtgagtaccggtgcgaaaccatgatcg

acattgtactaattcgtcgatgcag4CATCCAATTCGCTGGTGCCATCGGTGCCTCGAACTGCGCGGGTGCTCCCCAGCTCGCCGC
TTTCGTCGGCCGCAAGGACGCCACCCAGCCCGCCCCCGACGGCCTCGTCCCCGAGCCGTTCCACACGCCCGACCAGATCTTCGACC
GTCTCGCCGACGCGTCCCAGGGCGAGTTCGACCCCATCCTGACCGTGTGGCTCCTGACCGCGCACACCGTTGCTGCTGCCAACGAT
GTCGACCCGACCAAGTCCGGCCTGCCGTTCGACTCCACCCCCGAGCTCTGGGACACCCAGTTCTTCCTCGAGACCCAGCTCCGCGG
CACGAGCTTCCCCGGCTCCGGCGGCAACCAGGGCGAGGTCGAGTCTCCCCTTGCGGGCGAGATGCGTCTCCAGTCCGACCACACCA
TCGCTCGCGACTCCCGCACGGCATGCGAGTGGCAGTCGTTCGTCGACAACCAGCCGAAGGCTCAGCAGATGTTCCAGTTCGTGTTC
CACGACCTTTCCATCTTCGGCCAGGACATCAACACGCTCGTCGACTGCACTGAAGTCgtacgtcgcaccattctteccgecattegtyg

cccccctgtaacagccactaactgccacatgtatag5GTCCCCATCCCGGCTGACCCTCAGGGCCACACGCACTTCCCCGCTGGCC

TGAGCAACGCCGACATCGAGCAGGCTgtgagcacaatctagttcctcgccgactacacttcactgacccattcgccctatag6TGC
GCCGAGACACCCTTCCCAACCTTCCCCACCGACCCCGGACCCAAGACCGCCGTTGCCCCCGTgtaagtttcacaaccgatatcact
tgtctccacgattcaacgagcccttccactag7CCCCAAGCCCCCTGCCGCCCGGAAGTAAgggtttccaggacctaacatcgcg
tcctcggttatggtcgecgecgaggec

Primer

Forward length 20 Tm 60.67 GC 55.00% Seq GTTCCAGCTCGACATGGCTT

Reverse length 22 Tm 59.36 GC 50.00% Seq AGGTCCTGGAAACCCTTACTTC

Trametes sp UEA
TKTTTTTAAAGCCAAGCTAACATCCTGCCGCAAACTSTCGTTGCGATTTGTGGTGTCTGCCCACCACGTTACAGAAAATGWACTGAAAATATG
TGCAGTATTCATTCGCCGTTGATGGMGGGKTGTCSAATTGCCCTGGTGCACCTCAACTCACCGCGTTCGTCGGGACGCRCGGACGCCACTCA
CCTCTCCCCCAGASGGTCTTGTCCCCCGAACCGTTTCACACMWSCRACCAAATATTTTCCCGTCTCTCTGACGCTTTCAACGGGRCGTTCGGCG
TCATCCAAACCGTGKGGSTCCTCRCCGCACACACSGTCGCTGCCGCRAACRACGTCRACCCAACTGTTCCCGGYTCGCCATTARAYTCSACCCCC
SGCCTCTTCGACTCCCAGTTCTTCYTSRAA

Pleurotus sp UEA
AGCTTTTAAGACCCCCCCAACCATCCTGCSCGCMACTSTMGTTGCKGAYTTGWGGTKTTCTGCCCAMCACGTCACAGAGGATGTRC
TGAAARAAYRTKCAGTATTCATTCCCGTTGMTGGCGGCTGTCAAATTGCCTGGTGCACCTCAACTCACCGCGTTCGTCGGACGCGC
GGACGCCACTCAGCCGCGTCCCCAGASGGYCTTGTCCCSGAACCGTTYCACACAAGCGACCAGATATTTKCCCGTCTCTCTGACGC
TTCGAACGGCGCGTTCGGCGWMATCCAAACCGTGTGGYTCCTCRCCGYACACACKGTCGCTGCGGSRAACGACGTCAACCCAACTG
WTCCYGGYTCGCCATTARAYTCSACCCCCRGCCTCTTCGACTCCCAGTTYTTCTKSRAA

Os principais genes Lignina peroxidase de basidiomicetos estudados sdo de
Trametes versicolor e Phanerochaete chrysosporium com uma homologia entre eles de
55-60% na sequéncia de aminodcidos (BLACK; REDDY, 1991), os genes de T.
versicolor apresentam 6 pequenos introns de 49 a 64pb, codificando de 341 a 346
aminoécidos (BLACK; REDDY, 1991; JONSSON; NYMAN, 1992). Os de P.
chrysosporium apresentam de 8 a 9 introns de 50 a 59pb (NAIDU et al., 1990).
Recentes trabalhos tem mostrado a importancia dos fungos como Cylindrocladium sp.
and Aspergillus sp. na degradacdo da lignina para uso industrial (ZHOU et al., 2014). O
interesse nestes fungos tem aumentado e o género Trametes tem sido um dos principais
fungos estudados (ASGHER et al., 2012; KNEZEVIC et al., 2013).
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Lacase

A hidrolise tem sido a etapa mais dificil de ser alcancada, portanto a
sacarificacdo eficiente e a disponibilizacdo da celulose e hemicelulose representam um
passo significativo para utilizacdo da celulose e hemicelulose (BARCELOS et al.,
2013). A enzima lacase tem sido fundamental para este processo de deslignificagéo,
facilitando o acesso a estes agucares (RYU et al., 2013). Os fungos tém sido os
principais micro-organismos produtores de lacase capazes de degradar lignina de
plantas (CHAURASIA et al., 2015).

Varios genes de lacases foram caracterizados nos ultimos anos, estes foram os
que apresentaram maior similaridade com os fungos da UEA, Trametes sp AY846842.1
(XIAO et al., 2006); T. pubescens AF414808.1 (GALHAUP et al., 2002); T. villosa
L78078.1 (YAVER; GOLIGHTLY, 1996) e Coriolus versicolor 2598856 (MIKUNI;
MOROHOSHI, 1997) estes genes de lacase codificam proteinas isoférmicas compostas
por 520 a 550 aminoacidos e incluem peptideo de 20 aminoacidos, 0s genes avaliados
mostraram baixa similaridade (Figura7), e como pode ser visto na regido conservada do
gene na figura 08, utilizado para o alinhamento. A sequéncia com maior similaridade

encontrada foi do C. versicolor (Quadro 2).

—® Pycnoporus cinnabarinus AY243853.1

Plewrotus sp UEA

72
& * Trametes sp UEA

51 ® Hexagonia glabra UEA

o * [ncultured Basidiomycora FR873203.1

— ® Pycnoporus sanguineus UEA
__:OE‘CO?‘:'OFM versicolor 2598850
100 Trametes villosa L78078.1

34 —————* Trametes pubescens AF414808.1

&4

* Trametes sp AT846842.1

—=o Pycnoporus cimnabarinus AT243835.1

: Pycnoporus cinnabarinus AJ420175.1-1
7-{ Pyenoporus cinmabarinus AJ420175.1
= Nylaria sp. AVx243864.1

0,350
Mote: Branches shorter than 0,0185 are shown as having length 0,0185

Figura 07. Arvore filogenética contendo 10 sequéncias do gene da lacase obtidas do
GenBank e os quatro fungos amplificados (H. glabra UEA, P. sanguineus UEA,
Trametes sp UEA e Pleurotus sp UEA), o dendograma gerado utilizando o CLC
Sequence Viewer 7.

40



Quadro 02. Gene de lacase de Coriolus versicolor 2598856 com maior similaridade
encontrado no GeneBank, regido conservada e utilizada para identificagdo, esta
sublinhada.

>gi|2598856: Coriolus versicolor

cgtcgcagttaggtgatgcagcggtcggectececgegetatttttgacgtctggeccagetatectttgecgegecteecgtacgect
caggcgctctcgttecgctataggTATAaatcecctcagettcagagegtcgatcecctcatecccacacgacatcecgtteccagtette
tcgtagcgcattctctagccgcccagcctccgctttcgttttcaac]ﬂATﬂEGCAAGTTTCACTCCTTCGTGAACGTCGTCGCC
CTCAGTCTTTCCTTGAGCGGTCGTGTGTTCGGCGCCATTGGGCCCGTCACCGACTTGACTATCTCTAACGCCGATGTTACGCCT
GACGGCATTACTCGTGCTGCTGTCCTCGCGGGCGGCGTCTTCCCCGGCCCCCTCATTACCGGCAACAAGgtgagaccttetget
agctcccttgtacgtgcaccgttactaaagtcgcgctttgcgctgcaaacag2GGGGACGAATTCCAGATCAATGTCATCGACA
ACCTGACCAACGAGACCATGTTGAAGTCGACCACAATCgtaaggtgtttgctcccacgattaagececgtegettactecgaagtyg

tqttggtaq3CACTGGCATGGTATCTTCCAGGCCGGCACCAACTGGGCAGACGGCGCGGCCTTCGTGAACCAGTGCCCTATCGC
AACGGGCAACTCGTTCTTGTACGACTTTACCGTTCCTGATCAGGCCGgtgagtttacacaccgececctttctgegtcatactetyg

acgcgcggctggattag4GCACTTTCTGGTACCACAGCCACCTGTCCACCCAGTACTGTGACGGCCTGCGCGGTCCTCTGGTGG
TCTACGACCCCGACGATCCCAACGCGTCTCTCTATGACGTCGATGACGgtgagagagctactecgtggacttgtatgaatgtgtce

tcatgctccctgcag5ATACCACGGTTATTACGCTCGCGGACTGGTATCACACTGCGGCGAAGCTGGGCCCTGCCTTCCCgtga

gtctactattcctcgtctgttaacgtaggcgaccaccgctgatacgagagctaccag6CGCGGGACCGGATAGCGTCTTGATCA
ACGGTCTTGGTCGGTTCTCCGGTGATGGAGGAGGAGCGACGAACCTCACCGTGATCACCGTCACGCAAGGCAAACGgtgagtcee

gccatgagctggtttcaatagcgatattgacgagtccatgttatcctag7GTACCGCTTCCGCCTTGTGTCGATCTCGTGCGAC
CCCAACTTCACGTTCTCGATCGACGGGCACAACATGACCATCATCGAGGTGGACGGCGTCAACCACGAGGCCTTGGACGTCGAT
TCCATTCAGATCTTTGCGGGGCAGCGGTACTCCTTCATAgtacgttcecectecgeecctegtggectatatececgececgtetgetcecaca

gaggcttctatatcgcag8CTCAACGCCAACCAGTCCATCGACAACTACTGGATCCGCGCGATCCCCAACACCGGCACCACCGA
CACCACGGGCGGCGTGAACTCTGCCATTCTGCGCTACGACACCGCCGAAGACATTGAGCCTACGACCAACGCGACCACCTCCGT
CATCCCTCTCACCGAGACGGATCTGGTCCCGCTCGACAACCCTGCGGCTCCCGGTGACCCCCAGGTTGGCGGTGTTGACCTGGC

TATGAGTCTTGACTTCTCCTTCgtgagtataacagtactccgcgcagttcgcctattcacgcgggaatatcattcag9AACGGT
TCCAACTTCTTCATTAACAACGAGACCTTCGTCCCGCCCACAGTGCCCGTGCTCCTGCAGATTTTGAGCGGTGCGCAGGACGCG
GCGAGCCTGCTCCCCAACGGCAGTGTCTACACACTGCCTTCGAACTCCATTGAGATCTCGTTCCCCATCATCACCACCGACGGT
GCTCTGAACGCGCCCGGTGCTCCGCACCCGTTCCATCTCCACGGTgtaagteccttgetttectcagtgectegettecatgacyg

tccgctgatcccacatatcccatgtgcag].OCACACCTTCTCGGTGGTGCGCAGCGCCGGAAGCTCGACCTTCAACTACGCCA
ACCCAGTCCGCCGGGACACCGTCAGTACTGGTAACTCTGGCGACAACGTCACTATCCGCTTCACGgtacgtecttectecgecagee

ctcccqcthtqtqtccqctqachctqaacaccqcccaccqtqctqctchcaq]_lACCGACAACCCGGGCCCGTGGTTCCT
CCACTGCCACATCGACTTCCACCTGGACGCGGGCTTCGCCATCGTCTTTGCGGAGGACACTGCGGACACCGCGTCCGCGAATCC

CGTTCCTAgtacgtgcctgttgagctctttctgcccgttcagggcgctgatcgtgccttcctccgtgcag],2CGGCGTGGAGC
GATTTGTGCCCCACTTACGATGCTTTGGACTCGTCCGACCTCTGAtcgacgaggcttgaaggctgaagcagctgeggtcaatte
tcgtacacactttactcgcacattcatttttgtttgge

Forward 11..31 length 21 Tm 59.67 GC 47.62% Seq CCTCCGCTTTCGTTTTCAACA

Reverse2276..2295 length 20 Tm 59.83 GC 55.00% Seq CCTTCAAGCCTCGTCGATCA

PCR 2,285pb

A filogenia do gene lacase ndo segue rigorosamente a filogenia das espécies a
que permanecem, estas enzimas podem ter evoluido de acordo com o estilo de vida das
espécies de fungos ou correspondentes para outro fator desconhecido (HOEGGER et
al., 2006) mostrando uma alta diversidade deste gene (LYONS et al., 2013). Sequéncias
de aminodcidos de lacase do género Pycnoporus mostrou até 95% de semelhanga,
apesar de sua origem partir de espécies isoladas em diferentes continentes (UZAN et al.,
2010), ao passo que um alinhamento de sequéncias de aminoécido da lacase de
Pleurotus eryngii exibe apenas cerca de 57% semelhancas (RODRIGUEZ-PORRATA
et al., 2008). Todas as regides do promotor de lacase identificados contem sequéncias

TATA necessérias para iniciar a transcricdo (JANUSZ et al., 2013).
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A maioria das sequéncias de introns nos genes de lacase em determinados
Basidiomycetes e Ascomycetes parecem ser conservadas pela distribuicdo de introns ao
longo do gene, as sequéncias de aminoacidos séo aspectos fundamentais utilizados para
enzimas serem agrupadas em subfamilias (KIISKINEN, 2004) na caracterizacdo dos
introns, sdo formados entre 50-90 pb com um numero médio de introns de 8-13,
contendo de 520 a 550 aminodcidos, sendo os mais conhecidos e estudados: Trametes
hirsuta, gene 2134 pb, 11 éxons e 10 introns (REBRIKOV et al., 2006); Coriolus
versicolor 526 aminoacidos 11 introns, peptideo sinal com 23 aminoacidos e com 70%
homologia com outras lacases (MIKUNI; MOROHOSHI, 1997); Pleurotus ostreatus
gene 2929 bp 19 introns codificando 533 aminoacidos e um peptideo sinal de 23
aminoacidos (OKAMOTO et al., 2003); Trametes sp gene: 2,052 pb e 8 introns
(HONG et al., 2007); Pycnoporus cinnabarinus gene: 2,390 bp e 10 introns (EGGERT
et al., 1998); Pleurotus ostreatus gene: 2,592 bp e 19 introns (GIARDINA et al., 1995)
Pycnoporus cinnabarinus gene: 2840 bp, 498 aminoécidos e peptideo sinal de 23
aminoacidos, e alta similaridade (75%) com Trametes villosa (TEMP et al., 1999);
Ganoderma weberianum gene: 2160pb codificando 520 aminoacidos e 9 introns
(ZHOU et al., 2014) Phytophthora capsici gene: 1683 bp codificando 560 aminoacidos
e peptideo sinal de 23 aminoécidos (LI et al., 2014); Trametes sp. gene: 1563 bp
codificando 499 aminoécidos e peptideo sinal de 21 amino&cidos (FAN et al., 2011).
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Producao de etanol de segunda geracéo
Identificacdo molecular das leveduras

Através da comparacdo das sequéncias no NCBI, as leveduras utilizadas tiveram
similaridade com Meyerozyma guilliermondi o isolado CBA-524 e Pichia kudriavzevii

o0 isolado CBA-519, como pode ser visto na Figura 09.

CBA-524
97 | Meyerozyma guilliermondii PYSS1(JF920...
93 Meyerozyma guilliermondii LCBG-03 (HM...
Meyerozyma caribbica T38768-04 (HQ693...
64 Pichia stipitis CBS6054

Candida lignohabitans ATCC MYA-4664 (...
496:{ Trichosporon loubieri CBS 7065 (AF444...
100 ' Trichosporon mycotoxinivorans (FJ416595)

Candida ethanolica (AB534618)
o Issatchenkia orientalis (FM199964)
10

CBA-519
%1 pichia kudriavzevii Y1-SSD 185(HQ122937)
r Candida smithsonii (AY518520)
100 — Clavispora opuntiae strain CBS 7068(...

—
01

Figura 09. Arvore filogenética contendo as sequéncias das leveduras CBA-524 CBA-
519 e sequéncias de linhagens depositadas no NCBI.

As leveduras selecionadas foram agrupadas junto com as espécies de
Meyerozyma e Pichia, cujas sequéncias estdo depositadas no NCBI. A porcentagem de
identificacdo das sequéncias com as depositadas variou entre 99 e 100%. O género
Meyerozyma é uma reclassificacdo de do género Pichia. Portanto, estes micro-
organismos foram conhecidos até pouco tempo como Pichia guilliermondii e Pichia
caribbica. Estes resultados de isolamento coincidem com outros referentes ao
isolamento de Meyerozyma caribbica e diferentes espécies associadas ao grupo
filogenético de M. guilliermondii. M. caribbica também pode ser utilizada na
sacarificacdo do hidrolisado hemicelul6sico, aumentando o rendimento na liberacdo de
acucares fermentaveis (SAUCEDO-LUNA et al., 2011).

O isolado CBA-519 agrupou-se junto com Pichia kudriavzevii (Issatchenkia
orientalis). Existem relatos de producdo de etanol celuldsico (hidrolisado
lignocelulésico enriquecido em glicose) com a levedura termotolerante Pichia
kudriavzevii em diversos estados de estresse, como altas temperaturas (40 a 43°C),
elevadas concentracbes de &cido sulfurico e sal (sulfato de calcio — gerado pela

neutralizacdo de hidrolisado). As fontes consistiram em hidrolisados lignocelul6sicos

43



diversos, a exemplo de talos e palha de algoddo, com diversos tratamentos, incluindo
hidrolise enzimatica com celulases (CASSA-BARBOSA, 2012).

Crescimento das leveduras

As leveduras Pichia stipitis, Pichia kudriavzevii e Meyerozyma guilliermondii
cresceram por 24 horas no meio de cultura hidrolisado de bagago de cana-de-agucar,
depois foram inoculadas em &gar sabouraud para contagem de suas células em placas,

apos a sua diluicéo seriada.

A levedura Pichia stipitis, usada como padrdo, teve maior crescimento as 48
horas com 1,0 x 10’ UFC, e menor resultado as 12 horas com 2,67 x 10* UFC, Pichia
kudriavzevii obteve desenvolvimento apenas apds 24 horas de inoculagdo, com 9,0 X
10 UFC, ndo apresentando crescimento nos outros horarios testados. A levedura
Meyerozyma guilliermondii obteve um étimo crescimento, precisando a amostra ser
diluida para posterior contagem das placas. Seu crescimento foi em 48 horas de

incubacéo, e menor em 12.

Comparando as trés leveduras e suas unidades formadoras de colnia (UFC. 10%)
observou-se que M. guilliermondii e a P. stipitis tiveram crescimento em todos 0s
horarios testados, ao contrério de P. kudriavzevii, que obteve um pico apenas apos 24
horas de inoculacdo. As trés leveduras tiveram crescimento inicial em meio hidrolisado
de bagaco de cana-de-aclcar. O que mostra o aproveitamento do meio de cultura pelos
micro-organismos. De acordo com Fugita (2010) as leveduras ndo diferem muito em
crescimento com relagdo ao meio sintético e meio hidrolisado de cana, a grande maioria
consome 0 aclcar do meio nas primeiras 6 horas de fermentacdo. A partir destes
resultados de crescimento as leveduras foram selecionadas para os testes de producao

etandlica.

Producéo de alcool em D-glicose e D-xilose

Inicialmente as leveduras foram testadas em meios de cultura de D-xilose e D-
glicose para verificacdo da sua producéo de alcool. As trés leveduras produziram alcool
a partir de D-glicose, quando foi utilizado D-xilose apenas a P. stipitis ndo foi capaz de

produzir alcool, como pode ser visto na figura a seguir.
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Figura 10. Média da producéo de alcool por leveduras em meio de D-xilose e D-glicose

Producéo de alcool em meio hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar
As leveduras foram testadas separadamente na fermentacdo, usando-se o

hidrolisado de bagago de cana-de-acucar, e verificado a producdo de &lcool no

destilador eletronico.

A levedura Pichia stipitis CBS6054 usada como padrdo neste experimento nao
teve producéo alcoolica no primeiro dia de coleta, mas foi crescente das 48 as 192 horas

de fermentacdo, chegando a zero no final dos dias experimentais.

Producdo de alcool por Pichia stipitis em meio
hidrolisado no fermentador
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Figura 11. Producéo de alcool por Pichia stipitis em meio hidrolisado no fermentador
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A levedura Pichia kudriavzevii CBA-519 ficou em fermentacdo por 240 horas,
sendo coletadas amostras a cada 24 horas. A levedura produziu &lcool em todas os dias
de coleta, comecando com uma média de 4 % no primeiro dia, e aumentando e

permanecendo em 5 % nas proximas cinco coletas.

Producao de alcool por Pichia kudriavzevii em meio
hidrolisado no fermentador

.

) +— Alcool

Produgio de alcool (%)
(98]

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (h)

Figura 12. Producdo de alcool por Pichia kudriavzevii em meio hidrolisado no
fermentador

A levedura Meyerozyma guilliermondii CBA-524 teve a média de crescimento
de 4 % nas primeiras trés coletas. Seu pico de producdo alcoodlica foi de 96 a 120 horas
de fermentacdo com 5 %, decaindo nos proximos dias até finalmente chegar a zero as

192 horas de producéo.
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Producao de alcool por M. guilliermondii em meio
hidrolisado no fermentador
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Figura 13. Producéo de alcool por Meyerozyma guilliermondii em meio hidrolisado no

fermentador

Dentre as inumeras fontes de biomassa o bagaco de cana-de-agUcar tem se
mostrado 0 mais promissor, obtido das industrias de aclcar e alcool. A producdo de
etanol a partir de biomassa lignoceluldsica (segunda geracdo) inclui o pré-tratamento de
biomassa, enzimatica hidrolise da celulose, fermentacdo de hexoses/agUcares pentose, e
recuperacdo de etanol. Entre todos os tipos de pré-tratamentos quimicos de biomassa, a
hidrélise &cida é relatada como um dos métodos mais utilizados e mais antigos, a
solubilizacdo de hemicelulose ocorre a temperaturas elevadas, libertando acucares
pentose e facilitando a hidrélise enzimatica do substrato remanescente (celulignina).
Uma vantagem do processo de pré-tratamento € o acido em temperaturas baixas e
médias e, consequentemente, diminuicdo dos custos de energia (CANILHA, 2012).

A levedura P. stipitis foi utilizada por Silva (2011) utilizando xilose como fonte
de carbono principal e foi capaz de consumir glicose e xilose em todas as corridas de
fermentacdo. A producdo de etanol por Pichia stipitis foi de 90 g.L™, avaliada num
biorreator de tanque agitado utilizando o meio contendo xilose, também foi capaz de
crescer e produzir etanol sob todas as condic¢des de fermentacdo avaliadas. Bem como a
M. guilliermondii e a P. stipitis inicialmente inoculadas em meio hidrolisado de bagaco
de cana-de-acucar, que foram plaqueadas em agar sabouraud e tiverem crescimento nas

96 horas de experimento.
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A fermentacdo € um processo no qual o micro-organismo catalisa a converséo de
uma substancia em um determinado produto, se esta producdo € economicamente
vantajosa, ela poderd ser explorada industrialmente, assim essa atividade metabdlica

podera ser explorada pela fermentacdo industrial.

As trés leveduras testadas na fermentacdo, inicialmente com fontes de carbono
0S agucares comuns utilizados em fermentacdes, D-xilose e D-glicose, mostraram um
bom rendimento, sendo que a levedura utilizada como padrdo Pichia stipitis s6 produziu
alcool com D-glicose como fonte de carbono, nas condigdes testadas. A utilizacdo de
xilose é critica para o0 sucesso de fermentacdo de biomassa em combustiveis e produtos
quimicos, mas poucos organismos na natureza sdo capazes de utiliza-lo Saccharomyces
cerevisae € amplamente utilizada para a producdo industrial de etanol, mas ela nao
consegue assimilar xilose, necessitando de uma adaptacéo genética para tal atividade, o
que pode ser feito com o auxilio de Pichia stipitis. Logo, a levedura Saccharomyces

cerevisae foi descartada dos ensaios de fermentacao.

Como as leveduras Pichia stipitis, Pichia kudriavzevii e Meyerozyma
guilliermondii mostraram producédo de alcool em D-xilose e D-glicose, 0 experimento

foi conduzido utilizando residuo de bagaco de cana-de-agucar.

A leitura de alcool produzido pelas trés leveduras, que utilizaram o meio
hidrolisado de bagaco de cana-de-aglcar, em alcodmetro foi essencial para 0s ensaios
posteriores, que foram repetidos e analisados em cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Uma variedade de fatores podem influenciam a fermentacdo da xilose por
leveduras, incluindo pH, temperatura, agitacéo, aeracdo, xilose inicial, as concentracdes
de células e a suplementacdo do meio de fermentagdo com nutrientes, entre outros
(FERREIRA et al., 2011). Foi reconhecido que a tecnologia de pré-tratamento é um
fator importante para determinar a conversdo eficiente da biomassa em etanol e um
grande esforco tem sido feito para aumentar a digestibilidade de materiais
lignocelul6sicos para a sacarificacdo enzimatica subsequente. O hidrolisado pode conter
acucares, dependendo do método utilizado na digestibilidade de materiais
lignocelulésicos. Neste trabalho a concentracdo de aclcar no meio de cultura foi
11.53¢/L, utilizando 50% de hidrolisado obtido (23.06g/L), Chandel et al. (2007) obteve
30,29 g/L de aclcar por hidrolise &cida do bagaco de cana de aglcar. Um grande
problema com o processo de hidrélise de materiais lignocelulosicos, é a libertacdo de
inibidores de fermentacdo que influenciam negativamente a bioconversao de aclcares
nos produtos desejados (HUANG et al., 2011). Pode também haver um efeito sinérgico
entre os compostos inibidores, que aumenta o desafio para 0 micro-organismo durante a
fermentacao no hidrolisado. A estratégia usual para minimizar o efeito inibidor causado
por acido durante a fermentacdo é ajustar o valor do pH dos hidrolisados, o que reduz
significativamente a toxicidade (CANILHA et al., 2010; WU et al., 2014). O caldo foi
neutralizado com CaOH, até o pH 5,0. A fermentagdo do hidrolisado pré-tratado foi a
recomendada para a P. stipitis a CBS6054 pH 5,0, e a temperatura 30°C (KUMAR et
al., 2009, WAN et al., 2012, SCORDIA et al., 2012, BISWAS et al., 2012 , ZHA et al.,
2013, DASGUPTA et al., 2013). Os compostos volateis, tais como furfural e fendis séo
removidos por ebuli¢cdo, enquanto supercalagem com Ca(OH), remover e/ou reduz a
concentracdo de outros componentes acidos, por exemplo, acido acético e tanico
(KUMAR et al., 2009). Embora o isolado P kudriavzevii CBA-519 exibiu tempo de
fermentacao prolongado para o hidrolisado, a concentracéo de etanol foi de 3.05 g/l foi
obtido um rendimento de etanol de 0,26 g/g depois de 192h, mostrando um atraso na
fermentacdo, sugerindo que a presenca de compostos inibidores no hidrolisado poderia
ter causado o stress para as células ndo adaptadas, atrasando o crescimento celular e a
capacidade de fermentacdo. Isto sugere que a estirpe, adaptada durante o cultivo
prolongado no hidrolisado, necessita aclimatar as tensGes especificas presentes no

hidrolisado, incluindo talvez melhor tolerancia para quaisquer compostos inibitorios
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presentes. Alguns autores propuseram que a adaptacdo de um micro-organismo, em tais
circunstancias pode ser atribuido & sintese de novas enzimas ou cofatores que permitam
0 metabolismo do agucar mais eficientes e reduzem os efeitos de quaisquer inibidores
de Huang et al., (2009).

Tabela 04. Efeito de sacarificacdo e co-fermentacdo de acucar residual durante a
producdo de etanol utilizando diferentes leveduras.

P stipitis CBS6054 P kudriavzevii CBA-519 M guilliermondii CBA-524
D-Xilose  D-glucose Etanol D-Xilose  D-glucose Etanol D-Xilose D- Etanol
mg/mL mg/mL g/l mg/mL mg/mL g/l mg/mL glucose g/l

mg/mL

24 0,41 ND 2,08 0,75 5,37 ND 1,48 ND 3,01
48 ND ND 4,00 0,71 5,25 ND 1,46 ND 2,07
72 ND ND 3,00 1,39 3,55 ND 1,44 ND 2,07
96 0,78 ND 2,06 2,45 9,08 ND 3,27 ND 3,05
120 1,57 ND 2,08 2,29 7,74 ND 0,63 ND 1,09
144 1,24 ND 3,01 1,23 5,07 ND 5,09 ND 2,02
168 1,22 ND 2,04 1,14 3,39 ND 2,25 ND 2,06

192 1,61 ND 2,06 0 0,52 3.05 - - -
216 - - - 0 0 2,05 - - -
240 - - - 0 0 2,09 - - -

ND - ndo detectado

Durante o processo de fermentacdo pode ocorrer variagdes na concentracdo de
etanol produzido devido principalmente quando ha uma reducdo na fonte de carbono, no
qual a levedura pode utilizar o etanol como fonte de carbono, como pode ser visto nos
graficos abaixo (Figuras: 14, 15 e 16), quando h& uma disponibilizacdo das pentoses

consequentemente ha um aumento na producéo de etanol.
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Figura 14. Etanol produzido por Pichia stipitis coletada a cada 24 horas de fermentagéo
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Com a utilizacdo da levedura Pichia kudriavzevii observou-se a glicose em
maior quantidade no meio hidrolisado de bagaco de cana-de-aclcar do que a Xilose,
onde ambas serviram de matéria-prima para a producdo de etanol. A producéo etandlica
s0 ocorreu no 8° dia de crescimento da levedura, o pico dessa producdo mostra
claramente a utilizacdo dos aglcares neste processo, isso acontece porque a levedura
utiliza primeiro a glicose, que € um monossacarideo, e depois a xilose, estes resultados
estdo de acordo com Nigam (2001), que usa residuo de palha de trigo como fonte de
carbono. A fermentacdo do meio hidrolisado de palha de trigo mostrou que a levedura
P. stipitis consumiu a glicose antes da xilose, devido a diferencas metabdlicas. Nigam
(2001) demonstrou também que a linhagem de Pichia stipitis tem potencial para a

conversdo de biomassa em alcool combustivel.
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Figura 15. Etanol produzido por Pichia kudriavzevii coletada a cada 24 horas de
fermentacdo

A utilizacdo da levedura Meyerozyma guilliermondii, também conhecida como
Candida guilliermondi, mostrou uma constante producao de etanol durante as 168 horas
de fermentacdo. A xilose se manteve abaixo da producdo de etanol, com excecdo em
144 horas, onde teve o pico de 5 g.L no meio de cultura. Schirmer-Michel et al. (2008),
usou o meio hidrolisado de casca de soja com a C. guilliermondii observando os
compostos que se formam na fermentacdo e que podem atrapalhar o resultado. Os

experimentos foram feitos com o meio de cultura com inibidores e sem inibidores de
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cultivo. No crescimento das células e na producao de etanol, mostrou que os resultados
dos cultivos ndo desintoxicados foi abaixo dos que ndo tiveram inibidores de
fermentacdo no meio de cultivo. Nas primeiras 24 horas de cultivo C. guilliermondii
teve 0 pico de producdo em 5,78 g.L™ de etanol, o que mostra que o cultivo de M.
guilliermondii em meio hidrolisado de bagaco de cana-de-aclicar com 3,1 g.L™ de

producéo tem boas perspectivas.
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Figura 16. Etanol produzido por Meyerozyma guilliermondii coletada a cada 24 horas
de fermentacao

As fermentacBes foram monitoradas através da medicdo D-glicose, D-xilose, e
concentrag0es de etanol de amostras avaliadas com um intervalo fixo durante o
processo, como mostra 0 padrdo de producdo de etanol na tabela 04 e 05 sdo
apresentados os rendimentos obtidos. Um perfil tipico de fermentacdo de biomassa de
cana usando P. stipitis CBS6054 revelou a producéo de etanol maxima (8,20g/l) com o
rendimento (0,33g/g) e produtividade (0,17g / 1 / h) apds 48h (SCORDIA et al., 2012),
Os principais parametros para a comparacdo da fermentacdo para as diferentes
linhagens no hidrolisados, foram; rendimento em etanol e produtividade, resaltado que
as condicdes foram as estabelecidos para P. stipitis CBS6054. Os valores de rendimento
de etanol obtido no presente trabalho foi de 0,34 g/g para P. stipitis CBS6054, este foi
também relatado anteriormente por outros autores, como Biswas et al. (2013); obtendo
um rendimento 0,38g/g, Wan et al. (2012) também obteve 0,42 g/g de etanol para P.
stipitis CBS 6054. Neste estudo a P. stipitis CBS6054, acumulou uma concentragdo
final 4,0 g/L e um rendimento de produto de 0,34 g de etanol g de aglcar em 48 h. Para
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M. guilliermondii CBA-524, a concentracdo maxima de etanol foi 3,01 g/L com um
rendimento de 0,26 g de etanol g de acUcar ap6s 24h de cultivo. Para a M.
guilliermondii CBA-524 os resultados mostram que nas primeiras 24 h de cultivo,
ocorreu acumulacdo méaxima de etanol, em comparacdo com P. stipitis CBS6054 tabela
4. A producdo méaxima de etanol foi observada depois de 192h de fermentacédo para P
kudriavzevii CBA-519, indicado que o mecanismo de conversdo de etanol levou mais
tempo para se adaptar. Um grande problema com o processo de hidrdlise de materiais
lignocelulosicos, é a libertacdo de inibidores de fermentacdo que influenciam
negativamente a bioconversdo de agucares nos produtos desejados Huang et al. (2011).
A estratégia usual para minimizar o efeito inibidor causado por &cido durante a
fermentacdo, é o ajuste do pH para 6,0 com Ca(OH),, que pode melhorar
significativamente a fermentabilidade de hemiceluloses hidrolisado (SCORDIA et al.,
2012).

Tabela 05. Comparacdo da producdo de etanol utilizando leveduras recentemente
isoladas e a P. stipitis CBS6054.

Linhagem Tempo (h)  Etanol (g/L) Y es(g/g) Qe (gL'h™)
P stipitis CBS6054 48 4.00 0.34 0.083
P kudriavzevii CBA-519 192 3.05 0.26 0.015
M guilliermondii CBA-524 24 3.01 0.26 0.125

Os rendimentos de conversdo de aclcares em etanol (Ypss) e produtividades
volumétricas (Qp) apresentados na Tabela 5, foram de 0,34 g/g e 0,083 g/L/h para a P
stipitis CBS6054, para a P kudriavzevii CBA-519 0,26 g/g e 0,015 g/L/h, e para a M
guilliermondii CBA-524 0,26 g/g e 0,125 g/L/h, respectivamente. Os resultados obtidos
no presente estudo, também tem sido relatada para P. stipitis DSM 3651 com um
rendimento de 0,30 g/g e uma produtividade de 0,16 g/L/h em hidrolisado de bagaco de
cana (CANILHA et al., 2010), a linhagem BY2 de P. stipitis para producéo de etanol
obteve 0,45 g/g e a produtividade volumétrica de 0,33 g/L/h a partir hidrolisado
hemiceluldsico de bagacgo de cana (HANDE et al., 2013), a linhagem NRRL Y-7124 de
P. stipitis obteve rendimento volumétrico de 0,32 g/g e produtividade de 0,065 g/L/h em
casca de sementes de girassol hidrolisado (TELLI-OKUR; EKEN-SARACOGLU,
2008). A linhagem NCIM-3497 de P. stipitis atingiu um rendimento de etanol de 0,425
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0/g e a produtividade de 0,176 g/L/h no hidrolisado de Eichhornia crassipes (KUMAR
et al., 2009), para Scheffersomyces stipitis UFMG-IMH 43.2 os melhores resultados
para a producdo de etanol e a produtividade foi de 0,19 g/g e 0.13 g/l/h,
respectivamente, a partir de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana (FERREIRA
et al., 2011), e rendimento de etanol de 0,33 g/g e uma produtividade de 0,17 g/L/h para
Scheffersomyces (Pichia) stipitis CBS6054 a partir Arundo donax L. (SCORDIA et al.,
2012).

Ap0s a concentragdo maxima de etanol, ocorreu uma reducdo na concentragédo
(Tabela 04), provavelmente devido ao seu consumo pela levedura como uma
consequéncia da exaustdo rapida de acglcares a partir do meio de crescimento.
Comportamento semelhante ja foi observado por outras cepas de leveduras (CHANDEL
et al., 2007); isto pode resultar da utilizacdo de etanol para manter a viabilidade das
células apds o esgotamento dos acucares (YUANGSAARD et al., 2013), indicando que

esta estirpe também utiliza etanol como fonte de carbono (FERREIRA et al., 2011).

Nossos resultados sdo comparaveis aos observados com a linhagem P. stipitis
CBS6054 adaptada, indicando que o processamento do bagaco hidrolisado sob esta
condicdo ndo vai inibir o crescimento de M guilliermondii CBA-524. Os valores de
rendimento em etanol e produtividade obtidos no presente trabalho (Tabela 4) ndo sdo
muito elevados, mas estes resultados sdo de interesse quando se considera que este é o
primeiro estudo sobre a producdo de etanol por estas linhagens de levedura, e as
condicdes estabelecidas para a fermentacdo foi as melhores para a P. stipitis CBS6054
padrdo. Os parametros da fermentagdo podem ser alterados para uma melhor
comparacéo entre os desempenhos de microrganismos, que permite identificar variagdes
e prever as condi¢bes Otimas para cada linhagem cultivada, para o seu rendimento
méaximo e o tempo do processo, a fim de evitar o desperdicio de tempo e de energia na
fase final da fermentacdo (KUMAR et al., 2009), revelando, assim, a importancia de
estabelecer o melhor meio e a condi¢Ges de fermentacdo para producdo de etanol
atingindo elevada produtividade utilizando a M. guilliermondi CBA-524 e P.
kudriavzevii CBA-519.

A producéo de etanol utilizando a Sachromycces cerevisiae aproveita apenas um
terco da cana no processo de fermentacdo da sacarose, 0s outros dois tercos poderiam

ser utilizados por leveduras capazes de hidrolisar celulose e hemicelulose, justificando a
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busca de novas leveduras e genes capazes de conferir a estas leveduras a capacidade de
aproveitar melhor esta biomassa na producéo de etanol.

O etanol de segunda geragéo ndo tem sido um sucesso, devido a necessidade de
tecnologia que aumente a disponibilidade de celulose fermentavel (BARCELOS et al.,
2013). Novas leveduras termotolerantes capazes de utilizar uma gama de acgucares, alta
capacidade de secrecdo e crescimento extremamente rapido como Kluyveromyces
marxianus (GARCIA, 2006) e a M. guilliermondi CBA-524 abre novas perspectivas
para a utilizacdo deste substrato para producdo de etanol. A eficacia da fermentacdo de
materiais lignocelulosicos apresenta dois desafios principais. Em primeiro lugar, a
estrutura cristalina da celulose, o que é altamente resistente a hidrdlise e a associa¢do
lignina-celulose, forma uma barreira fisica que impede o acesso enzimatico as fibras de
celulose. Além disso, hidrolise acida exige a utilizacdo de altas temperaturas e pressoes,
levando a destruicdo de uma parte de hidratos de carbono, que sdo convertidos
principalmente a compostos furanicos, e a geracdo de substancias tdxicas pela
degradacéo parcial da lignina (MAEDA, et al., 2001).

Os pré tratamentos do material lignoceluloésico utilizados atualmente apresentam
desvantagem devido o custo e geracdo de compostos tdxicos que afetam a fermentacéo,
quando comparado com a hidrdlise enzimatica (SALVACHUA et al., 2013), por isso a
necessidade de novas leveduras e novos genes de basidiomicetos capazes de quebrar a
lignina, que combinados podem obter melhores rendimentos no processo de
fermentacdo. A degradacdo bioldgica da lignocelulose € um complexo processo onde
muitos fatores, como a levedura, e condi¢bes de fermentacdo estdo envolvidos. A
clonagem destas enzimas nestas leveduras serd um passo importante neste processo, a
utilizacdo da M. guilliermondi CBA-524 geneticamente modificada com os genes de
lacase e lignina peroxidade, poderia melhorar sua eficiéncia neste processo de

fermentacéo.
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CONCLUSAO

Foi possivel identificar dois genes de lignina peroxidase no Pleurotus sp UEA e
no Trametes sp. UEA, com maior similaridade encontrada no GeneBank ao T.versicolor
495278 .

Nos quatro fungos (Hexagonia glabra UEA, Pycnoporus sanguineus UEA,
Trametes sp UEA e Pleurotus sp UEA) foi possivel amplificar o gene de lacase, mas
com baixa similaridade, a sequencia com maior similaridade do GeneBank foi a do

Coriolus versicolor 2598856.

Ambas as leveduras Meyerozyma guilliermondi CBA-524 e Pichia kudriavzevii
CBA-519 mostraram potencial de producdo de etanol a partir de hidrolisado de bagaco
de cana, que tem demonstrado a sua potencialidade como matéria-prima para a

producdo de etanol de segunda geracéo.

Melhorias na formulacdo de meios de cultura, modificagdo nos métodos de
fermentacdo e insercdo de novos genes, podera fornecer os rendimentos desejados de
etanol a partir destes micro-organismos em hidrolisados de lignocelulose. Obtendo

assim linhagens com capacidade de produzir etanol em escala industrial.
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