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Resumo- O objetivo deste trabalho foi avaliar dez isolados leveduriformes da biodiversidade brasileira
quanto a producdo de celulases e xilanases, utilizando os polissacarideos carboximetilcelulose e xilana,
separadamente, como Unicas fontes de carbono. As cepas avaliadas demonstraram potencial para a
producdo destas hidrolases extracelularmente, sendo que somente a cepa CLM 56.1 nao apresentou
atividade enzimatica em nenhuma fonte avaliada. O isolado CLM 59.3, previamente identificado como
Trichosporon laibachii, apresentou maior atividade celulasica e xilanasica na pré-selecao em meio liquido de
cultivo estatico, apresentando a producao de =0,4 U/ml de xilanase quando cultivado em meio liquido sob

agitacdo constante.
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Introducao

As leveduras sdo amplamente utilizadas em
processos fermentativos, principalmente nas
industrias de panificacdo, cervejeiras e de vinhos.
Nos ultimos anos, a exploracao de novos aspectos
biotecnolégicos relacionados a producdo de
combustiveis renovaveis impulsionou o uso destes
microrganismos para a produgdo de etanol
(WALKER, 1998).

Tecnologias sustentaveis para o aumento da
producdo de etanol sem aumentar a area
destinada ao plantio da cana vém sendo avaliados
a partir do uso do residuo lignocelulésico
proveniente da producdo de etanol apdés a
extracdo do caldo da cana-de-agucar. Para tanto,
faz-se necesséario o pré-tratamento deste material
rico em celulose, hemicelulose e lignina, para que
0 mesmo seja utilizado nas fermentagdes visando
a producéo de etanol de segunda geracao (BALAT
et al., 2008; GOLDEMBERG, 2009; SARROUH et
al., 2009, CANILHA et al. 2010).

O pré-tratamento do bagaco de cana pode ser
realizado através de métodos fisicos, quimicos
e/ou enzimaticos A hidrélise enzimatica tem sido
mais indicada para a conversdo da celulose em
monosacarideos apés o pré-tratamento do bagaco
uma vez que constitui uma etapa simplificada no
processo e requer condigdes mais brandas, além
de apresentarem maior especificidade pelo
substrato, no caso a celulose (CASTELLANOS et
al., 1995; REYES et al,, 2008; FERREIRA et al.,
2009).

Assim, o presente trabalho buscou avaliar a
producdo de celulases e xilanases por cepas de
leveduras isoladas de diferentes reservas naturais
brasileiras visando a futura aplicacdo destas
enzimas na hidrélise do bagago de cana-de-
acucar para a obtengao de bioetanol.

Metodologia

Microrganismos

No presente trabalho foram utilizadas
diferentes cepas de leveduras isoladas da
biodiversidade brasileira descritas na Tabela 1, as
quais foram previamente identificadas e
selecionadas por crescerem em meio so6lido
contendo carboximetilcelulose (CMC) como Unica
fonte de carbono (CADETE, 2009).

Tabela 1- Cepas leveduriformes previamente
selecionadas como produtoras de celulases.

Cddigo Espécie

CLM 9.1 Cryptococcus humicola
CLM 21.1 Trichosporom mucoides
CLM 44.3a Cryptococcus humicola
CLM 47.3 Trichosporon laibachii
CLM 48.1a Trichosporon moniliiforme
CLM 56.1 Cryptococcus humicola
CLM 57.5 Cryptococcus humicola
CLM 59.3 Trichosporon laibachii
CLM 61.3 Trichosporon mycotoxinivorans
CLM 68.1 Trichosporon mycotoxinivorans
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Avaliacdo e selecdo dos isolados produtores de
celulases e xilanases em meio de cultivo estatico

Para selecionar as leveduras produtoras de
celulases e xilanases, as dez cepas isoladas
foram crescidas em meio sélido de agar (20 g/l),
glucose (10 g/l), extrato de malte (3 g/l), peptona
(5 g/l) e extrato de levedura (3 g/l), codificado
como meio EMA. As placas foram mantidas em
estufa termostatizada a 30 °C durante 24 h. Apds
este periodo, as leveduras foram transferidas, com
0 auxilio de uma alca de platina, para tubos Falcon
de 50 ml contendo 10 ml de meio minimo de sais
de Vogel (1956) e CMC (10 g/l) ou xilana (10 g/l).
Os tubos foram vedados e mantidos em estufa
termostatizada a 30 °C durante 2 semanas.
Amostras de 5 ml foram retiradas ao final de cada
semana para determinacdo de atividade
enzimatica e as 3 melhores cepas foram
selecionadas para a avaliagdo da producao de
celulases e xilanases em meio liquido agitado.

Meio liquido de cultivo e condigbes de
crescimento

Para o preparo dos pré-inéculos, as leveduras
foram transferidas do meio solido de EMA para
frascos de Erlenmeyer de 125 ml contendo 25 ml
de meio de cultivo contendo glucose (10 g/l),
extrato de malte (3 g/l), peptona (5 g/l) e extrato de
levedura (3 g/l). Os frascos foram incubados a
30°C, sob agitagédo constante de 200 rpm durante
24 h. Apéds este periodo, as células foram
separadas por centrifugagdo (2000xg/20 min),
lavadas em &gua destilada esterilizada, seguida
de nova ressuspensdo em agua destilada
esterilizada.

Aliquotas de 1 ml desta suspensdo foram
transferidas para frascos de Erlenmeyer de 125
ml contendo 25 ml de meio minimo de sais de
Vogel (1956) e CMC (5 g/l) ou xilana (5 g/l). Os
frascos foram incubados a 30°C, sob agitacdo
constante de 200 rpm durante 24 h. Apls este
periodo, as células foram separadas por
centrifugacao e ressuspensas em agua destilada
esterilizada. A referida solucdo foi diluida até se
obter um valor de absorvancia entre 0,4 e 0,5 a
600 nm no Espectrofotémetro UV Visivel (modelo
SP220, Biospectro) e utilizada como inoculo dos
cultivos.

Os cultivos em meio liquido foram
desenvolvidos em frascos de Erlenmeyer de 125
ml contendo 25 ml de meio minimo de sais de
Vogel (1956) e CMC (10 g/l) ou xilana (10 g/l), sob
agitacdo constate a 200 rpm, durante 5 dias a 30
°C. Os cultivos foram realizados em duplicata e os
resultados obtidos foram descritos como média e
desvio-padrao.
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Determinagédo das atividades enzimaticas

A medida das atividades de celulase e xilanase
foram desenvolvidas pela quantificacdo dos
acUcares redutores liberados de CMC e xilana (10
g/l) que foram utilizadas, respectivamente, como
substratos. O volume final do ensaio foi igual a 0,5
ml, utilizando-se tampéao acetato pH 5,0 (50 mM);
a 50°C durante 20 minutos. A determinacdo dos
acucares redutores formados foi realizada de
acordo com o método do cuproarsenato descrito
por Nelson (1944) e Somogyi (1945). A unidade de
atividade foi definida como o niumero de umol de
acUcares redutores liberados por minuto por ml de
extrato enzimatico nas condigdes de ensaio.

Resultados

A etapa de pré-selecdo constitui um teste
qualitativo importante no processo de selegéo de
microrganismos por faciltar a detecgdo da
produgéo das enzimas de interesse de maneira
mais rapida e com menos custos (MARTINEZ et
al., 2009).

Através dos resultados obtidos nesta etapa
(Tabela 2), os isolados CLM 59.3, CLM 61.3 e
CLM 68.1 apresentaram maior atividade de
celulase e os isolados CLM 48.1a, CLM 21.1 e
CLM 59.3 apresentaram maior atividade de
xilanase quando crescidos em meio estatico
contendo celulose e xilana, respectivamente,
como Uunicas fontes de carbono. Apenas a cepa
CLM 56.1 ndo apresentou atividade enzimética em
nenhuma fonte de carbono avaliada.

Tabela 2- Avaliagdo da produgao de celulases

e xilanases pelos isolados leveduriformes
cultivados em meio estatico.
Cepa Atividade Ativi_dade
em CMC* em Xilana*
CLM 9.1 + -
CLM 211 ++ +++
CLM 44 .3a - -
CLM 47.3 ++ +
CLM 48.1a ++ +++
CLM 56.1 - -
CLM 57.5 + ++
CLM 59.3 +++ +++
CLM61.3 +++ ++
CLM 68.1 +++ ++

*ndo apresentou atividade enzimatica (-),
apresentou diferentes niveis crescentes de
atividade enzimatica (+ < ++ < +++).

A partir destes resultados, as trés cepas
leveduriformes que apresentaram maior atividade
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em cada fonte de carbono avaliada foram
escolhidas para a realizagao de testes em cultivos
liquidos agitados. De acordo com a Figura 1,
pode-se observar que os isolados CLM 59.3 e
CLM 61.3 apresentaram maiores niveis de
celulases (= 0,035 U/ml) que a cepa CLM 68.1,
embora os valores de atividade celulasica tenham
sido baixos para as trés cepas avaliadas.
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Figura 1- Producao de celulases pelos isolados
leveduriformes cultivados em meio liquido agitado.

A Figura 2 ilustra a produgéo de xilanase pelas
cepas selecionadas. As leveduras CLM 21.1 e
CLM 59.3 foram as que apresentaram maior
atividade xilanasica (= 0,4 U/ml). A produgéo desta
hidrolase pela cepa CLM 48.1a foi cerca de 3
vezes menor em comparagdo com as demais.
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Figura 2- Produgao de xilanases pelos isolados
leveduriformes cultivados em meio liquido agitado.

Discussao

As celulases e xilanases extracelulares
produzidas por leveduras apresentam interesse
por apresentarem algumas caracteristicas
especificas necessdarias para a conversao dos
substratos  lignocelulésicos em  mono- e
oligossacarideos.

Uma celulase extracelular produzida por
Cryptococcus sp. S-2 demonstrou estabilidade em
pH acido e em altas  temperaturas
(THONGEKKAEW et al., 2008). Por outro lado, as
xilanases produzidas pela levedura Pseudozyma
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hubeiensis demonstraram apresentar atividade
especifica para produgédo de xilooligossacarideos
com 3 a 7 unidades de xilose sem a formacao de
xilose e xilobiose (ADSUL ET AL., 2009).

Algumas leveduras tém sido descritas na
literatura como produtoras de xilanases e
celulases extracelulares (BASTAWDE et al., 1994;
SONG; WEI, 2010), sendo necessaria a selegao
de novas espécies que apresentem proteinas com
caracteristicas especificas para a hidrélise de
celulose e outros polissacarideos da matriz
polissacaridica presente nos materiais
lignocelulésicos.

Conclusao

O presente trabalho descreve pela primeira vez
a producdo de celulases e xilanases pelos
isolados leveduriformes avaliados, sendo que os
resultados obtidos demonstraram a existéncia de
um potencial biotecnolégico para a aplicagéo
destas leveduras na produc¢do de hidrolases, as
quais poderdo ser futuramente aplicadas na
hidrolise de bagaco de cana-de-agUcar para a
obteng¢ao de etanol de segunda geracao.
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