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R E S U M O 
Produção de β-glucosidase em Saccharomyces cerevisiae 

recombinante e avaliação de seu emprego no processo de hidrólise 
enzimática simultânea à fermentação para a produção de etanol de 

segunda geração 

 Verônica Ferreira 

Orientador: Prof. Nei Pereira Jr., PhD. 

Atualmente, o grande desafio das grandes potenciais mundiais é a 
redução dos custos envolvidos nos processos de produção do etanol de 
segunda geração. Uma forma que pode levar a redução de parte desses custos 
é a utilização de uma linhagem capaz de suplementar o preparado enzimático 
empregado na produção de etanol de segunda geração em sistemas de 
fermentação e sacarificação simultâneas (SSF). O presente trabalho objetivou 
a produção em biorreator de β-glucosidase 4 de Humicola grisea var. 
thermoidea em Saccharomyces cerevisiae recombinante e sua utilização na 
obtenção de bioetanol a partir de celulignina pré-tratada de bagaço de cana-
de-açúcar. Inicialmente, selecionou-se o melhor clone produtor de β-
glucosidase, a maioria dos clones apresentou crescimento e produção 
enzimática em meio contendo apenas glicose e também em meio contendo 
glicose e celobiose. A quantidade máxima de atividade β-glucosidásica 
apresentada foi 6 U L-1 e 43 U L-1 em meio de glicose e celobiose e em meio de 
glicose, respectivamente. Adicionalmente, avaliou-se a melhor fonte de 
nitrogênio e a melhor relação C/N a ser empregada na produção da enzima em 
biorreator. O meio suplementado com extrato de levedura como fonte de 
nitrogênio, e glicose como fonte de carbono, com a relação C/N de 13 
forneceu os maiores valores de atividade β-glucosidásica (800 U L-1). 
Posteriormente, foi avaliada a produção de β-glucosidase em biorreator 
conduzido em batelada simples e batelada alimentada através de alimentação 
de glicose ou glicose e extrato de levedura por pulsos e contínua. A linhagem 
utilizada apresentou produção enzimática associada ao crescimento celular e 
apresentou atividade enzimática extracelular na presença de glicose residual. 
Em cultivos conduzidos em regime de batelada alimentada por pulsos de 
glicose e extrato de levedura obteve-se 3000 U L-1, correspondendo a uma 
produtividade volumétrica de atividade enzimática total de 63 U L-1 g-1 em 48 
horas de processo. Finalmente, foi avaliada a utilização da levedura 
recombinante na produção de etanol de diferentes fontes celulósicas, CMC, 
AVICEL e celulignina de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado. Celulignina de 
bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado forneceu a maior concentração de 
etanol 52,69 g L-1, representando uma eficiência de fermentação de 69% e 
produtividade volumétrica de 1,18 g L-1 h-1. Concluindo, a levedura utilizada 
no presente trabalho é uma linhagem recombinante capaz de produzir 
elevadas concentrações de enzima β-glucosidase intracelular e extracelular e 
apresenta grande robustez para ser utilizada como agente catalítico em 
processo de sacarificação e fermentação simultâneas. Logo, neste trabalho foi 
possível produzir a enzima β-glucosidase para posterior suplementação em 
consórcios enzimáticos, bem como, suplementar o processo de obtenção de 
bioetanol de lignocelulósico via fermentação e sacarificação simultâneas. 
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ABSTRACT 
Production of β-glucosidase in recombinant Saccharomyces cerevisiae 
and evaluation of its use in the enzymatic hydrolysis simultaneous to 

fermentation for second-generation ethanol production 
 

Verônica Ferreira 
 

Advisor: Nei Pereira Jr., PhD 
 
In these days, the great challenge of the world powers is the reduction of 
involved costs in the production processes of second-generation ethanol. The 
use of a strain capable of supplementing the enzymatic blend used in the 
second-generation ethanol production in Simultaneous Saccharification and 
Fermentation (SSF) systems is a way that could lead to a reduction in part of 
these costs. This work aimed to produce β-glucosidase 4 from Humicola grisea 
var. thermoidea in recombinant Saccharomyces cerevisiae and its further use 
in obtaining bioethanol from cellulignin sugarcane bagasse pre-treated. At 
first, the best β-glucosidase producing clone was selected, where most of the 
clones showed growth and enzymatic production in a glucose-only medium, as 
well in a glucose-cellobiose medium. The maximum β-glucosidasic activity was 
6 U L-1 and 43 U L-1 in glucose-cellobiose medium and glucose-only medium, 
respectively. Additionally, the best nitrogen source and C/N ratio to be used in 
the enzyme production were evaluated. The supplemented medium, with yeast 
extract as nitrogen source and glucose as carbon source (C/N=13), had the 
higher values of β-glucosidasic activity (800 U L-1). Therefore, the β-
glucosidase production in bioreactor were evaluated, using as strategies 
simple batch and fed batch with glucose feeding or glucose and yeast extract 
feeding by pulses or continuous. The used strain showed growth-associated 
enzymatic production and also extracellular enzymatic activity in the presence 
of residual glucose. In cultivations conducted using the fed batch strategy with 
glucose and yeast extract pulses, an enzymatic activity of 3000 U L-1 were 
obtained, resulting in a volumetric productivity of enzymatic activity of 63 U L-

1 g-1 in 48 h of process. At last, the use of recombinant yeast in the production 
of ethanol from different cellulosic sources (CMC, Avicel and pre-treated 
sugarcane bagasse cellulignin) was evaluated. The pre-treated sugarcane 
bagasse cellulignin yielded the higher ethanol concentration (52.69 g L-1), 
resulting in a 69% fermentation efficiency and a 1.18 g L-1 h-1 volumetric 
productivity. The yeast used in this work is a recombinant strain capable of 
producing higher intra and extracellular β-glucosidase concentrations and 
shows great robustness to be used as a catalytic agent in a simultaneous 
saccharification and fermentation process. Also, it was possible to produce the 
β-glucosidase enzyme to further supplementation in enzymatic blends, as well 
supplementing the obtaining process of bioethanol from lignocellulosic sources 
via simultaneous saccharification and fermentation. 
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

TEP: toneladas equivalentes de petróleo; 

SHF: Hidrólise e fermentação em separado; 

SSF: Sacarificação e fermentação simultâneas; 

SSCF: Sacarificação e co-fermentação simultânea; 

CBP: Bioprocesso consolidado; 

GP: Grau de polimerização; 

IC: Índice de cristalinidade; 

CMC: Carboximetilcelulose; 

CBD: Domínio de ligação à celulose; 

BS: Batelada simples; 

BA: Batelada alimentada; 

FN: Fonte de nitrogênio; 

°C: graus Celsius; 

g: gramas; 

h: hora; 

L: litro; 

QP: produtividade volumétrica em xilanase, U.L-1.h-1; 

rpm: revoluções por minuto; 

S: Concentração final de substrato, g.L-1; 

So: Concentração inicial de substrato, g.L-1; 

T: temperatura, oC; 

v/v: relação volume/volume; 

m/v: relação massa/volume; 

vvm: vazão de ar por volume de meio por minuto, min-1; 

X: concentração final de biomassa, g.L-1; 

Xo: concentração inicial de biomassa, g.L-1; 

F: vazão de alimentação, h-1; 

Vo: Volume inicial, L; 

Sf: Concentração de glicose na alimentação, g.L-1; 

t: tempo, h; 

YP/S: Fator de rendimento em produto por substrato consumido, U.g-1; 

YX/S: Fator de rendimento em biomassa por substrato consumido, g.g-1; 

YP/X: Fator de rendimento produto por biomassa, U.g-1; 
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µX: Taxa específica de crescimento; 

µL: microlitros. 
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1 APRESENTAÇÃO DO TEMA 

A demanda projetada de energia no mundo aumentará 1,7% ao 

ano, de 2000 a 2030, quando alcançará 15,3 bilhões de toneladas 

equivalentes de petróleo (TEP, ou toe, na sigla internacional, em 

inglês) por ano, de acordo com o cenário traçado pelo Instituto 

Internacional de Economia. Em condições ceteris paribus, sem alteração 

da matriz energética mundial, os combustíveis fósseis responderiam 

por 90% do aumento projetado na demanda mundial, até 2030. 

Entretanto, o esgotamento progressivo das reservas mundiais de 

petróleo é uma realidade cada vez menos contestada. 

A matriz energética mundial tem participação total de 80% de 

fontes de carbono fóssil, sendo 36% de petróleo, 23% de carvão e 

21% de gás natural. O Brasil se destaca entre as economias 
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industrializadas pela elevada participação das fontes renováveis em 

sua matriz energética. Isso se explica por alguns privilégios da 

natureza, como uma bacia hidrográfica contando com vários rios de 

planalto, fundamental a produção de eletricidade (14%), e o fato de 

ser o maior país tropical do mundo, um diferencial positivo para a 

produção de energia de biomassa (23%) (Biodieselbr, 2009). 

O etanol ganha importância no cenário mundial como principal 

opção de fonte de energia alternativa ao petróleo em curto prazo. 

Esse combustível apresenta baixo custo de produção, bem como 

baixos níveis de poluição e, em relação à sua matéria-prima, é 

considerado renovável (Tokarski, 2005). O custo médio de produção 

de um litro de etanol no Brasil é de US$ 0,20, enquanto que nos 

Estados Unidos e na Europa esses valores são de US$ 0,47 e US$ 

0,53, respectivamente (Pereira Jr. et al., 2009). O Brasil domina a 

produção de etanol a partir de cana-de-açúcar, possuindo cerca de 

434 usinas em operação no país e é responsável pela produção de 

um terço da produção mundial de etanol (Lin e Tanaka, 2006; MAPA, 

2010). Os Estados Unidos apresentam-se como maior produtor de 

etanol do mundo, obtendo o produto a partir do amido de milho, e 

estão investindo US$ 1,6 bilhão em pesquisas dessa natureza, 

especialmente para tornar sua produção de biocombustíveis 

minimamente competitiva. Cabe ressaltar que o etanol obtido pelo 

Brasil a partir da cana-de-açúcar é oito vezes mais eficiente do que o 

produzido nos EUA a partir do milho, que utiliza praticamente um litro 

de combustível fóssil para um de álcool. Ou seja, é inviável do ponto 

de vista econômico e ambiental (Invertia, 2008). 

O Brasil vem desenvolvendo novas tecnologias para obtenção 

de biocombustíveis visando suprir a crecente demanda por 

combustíveis sem precisar aumentar as áreas de terra plantada e, 

principalmente, sem necessidade dos desmatamentos que colocam o 
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País como um dos quatro maiores poluidores, apesar de ter uma das 

matrizes energéticas mais limpas do mundo (Pereira Jr. et al., 2009). 

Entre as novas tecnologias destacam-se duas rotas tecnológicas para 

aumentar a produção de etanol: Uma envolve a introdução de novas 

variedades de cana (transgênicas inclusive) enquanto a outra busca 

desenvolver tecnologias que aproveitem integralmente a biomassa 

residual da planta para produzir etanol. Esta última recebe o nome de 

etanol lignocelulósico ou de 2a geração, onde a utilização de resíduos 

agroindustriais, como o bagaço de cana-de-açúcar, pode representar 

um aumento substancial da produção de etanol (CTBE-MCT, 2010). 

A agroindústria canavieira caracteriza-se por ser capaz de 

produzir uma grande variedade de matéria orgânica para produção de 

alimentos, energia, insumos químicos e outros subprodutos. São 

produzidos nesta atividade agroindustrial, dois grupos de resíduos: os 

resíduos agrícolas e resíduos agroindustriais. O principal resíduo 

agrícola gerado é a palha, durante o processo de colheita, quando 

esta é realizada sem o uso de queima.  Enquanto que, o principal 

resíduo agroindustrial é o bagaço de cana de açúcar (Pereira Jr. et 

al., 2008).  

Com a moagem da cana-de-açúcar para a extração do caldo de 

cana, geram-se grandes quantidades de bagaço de cana, 

normalmente, utilizadas para a produção de vapor e eletricidade em 

processos de pouca eficiência, devido à inexistência de aplicações 

mais atraentes para o material. Apesar desta aplicação, entre 10% e 

15% do bagaço não possui uma destinação apropriada tornando-se 

poluente (Castro, 2006). 

O bagaço e a palha de cana-de-açúcar são materiais 

lignocelulósicos, formados por estruturas duras e fibrosas compostas, 

basicamente, de hemicelulose e celulose, infiltradas por outra 

estrutura formada por álcoois aromáticos, a lignina, as quais 
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encontram-se unidas por ligações de hidrogênio e covalentes (Pereira 

Jr., 2008).  Em menores proporções podem ser encontrados também 

algumas resinas, taninos, ácidos graxos, fenóis, compostos 

nitrogenados e sais minerais, principalmente, cálcio, potássio e 

magnésio (Shleser, 1994). 

Em processos de produção de bioetanol, tendo como substrato 

o material lignocelulósico, é importante ressaltar duas das etapas 

envolvidas nesta produção: a etapa de sacarificação e, em seguida, a 

etapa de fermentação (Lin e Tanaka, 2006). Em processos de 

sacarificação é possível aplicação de hidrólise química (ácida ou 

alcalina) ou de hidrólise catalisada por enzimas. Na hidrólise 

convencional, a hemicelulose é hidrolisada sob condições ácidas 

moderadas, enquanto a celulose semicristalina recalcitrante exige 

condições drásticas (ácido concentrado, altas temperaturas). A 

exigência de condições drásticas relacionadas à hidrólise ácida do 

material lignocelulósico, principalmente da celulose, leva a 

decomposição de açúcares em compostos inibidores da etapa 

fermentativa. Com isso, o uso de celulases nos processos de 

sacarificação de biomassa para produção de etanol vem sendo 

amplamente desenvolvido com a finalidade de um melhor 

aproveitamento dos materiais lignocelulósicos, uma vez que com a 

utilização destas enzimas não ocorre formação de inibidores. O maior 

custo associado ao uso de enzimas durante a produção de etanol de 

segunda geração tem se sustentado pelo alto preço do petróleo e 

pela redução dos custos de produção dessas enzimas (Mielenz, 

2001). 

No processo de obtenção biotecnológica de etanol há dois 

principais gargalos da tecnologia: os métodos de pré-tratamento 

impostos à biomassa e os altos custos de produção de celulases, que 

seriam menores com o uso de preparados com elevadas atividades 
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específicas. Contudo, o aumento do volume produtivo das celulases, 

decorrente de sua aplicação em diversos setores, como o têxtil, o de 

detergentes e o de papel e celulose, também pode contribuir 

significativamente para a redução dos custos de produção dessas 

enzimas (Singhania et al., 2010). 

As celulases são produzidas por uma gama de microrganismos, 

contudo a maioria apresenta grandes restrições que dificultam ou que 

oneram o processo de produção das enzimas. Para superar estas 

restrições a biologia molecular aparece como uma favorável 

ferramenta na produção enzimática, viabilizando a expressão apenas 

das enzimas de interesse, minimizando ou eliminando a produção de 

proteínas interferentes; acelerando a cinética de crescimento, 

reduzindo o tempo de produção; melhorando a produtividade e as 

propriedades cinéticas e físico-químicas da proteína; facilitar o 

processo de downstream, principalmente, quando há secreção da 

enzima para o meio de cultivo; e ainda a possibilitando a utilização de 

biorreatores com controle dos processos bem definidos.  

A produção das enzimas hidrolíticas pode, entretanto, ser feita 

durante o próprio processo de fermentação conduzido por um 

microrganismo capaz de produzir não apenas o etanol, mas também 

todas as enzimas necessárias à hidrólise da celulose. Isto 

representaria uma economia no custo total do processo de produção 

de etanol a partir de materiais lignocelulósicos (McBride, et al. 2005). 

O que seria alcançado com o desenvolvimento de microrganismo 

capaz converter a biomassa lignocelulósica a etanol sem a 

necessidade de adição enzimas celulolíticas. 

A levedura Saccahromyces cerevisiae apresenta várias 

características desejáveis para a obtenção de produtos de base 

(commodities), incluindo sua robustez frente à ambientes industriais, 

alta produtividade de etanol, ser considerada como um organismo 
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GRAS e estar bem desenvolvida no campo da biologia molecular, 

apresentando todo seu DNA sequenciado. Assim, este microrganismo 

apresenta grande potencial para a obtenção de melhores 

biocatalisadores industriais, com maior capacidade de utilização de 

substrato, em virtude de expressão heteróloga de enzimas 

hidrolíticas, tais como celulases. Várias enzimas heterólogas têm sido 

produzidas em S. cerevisiae destinadas à utilização de uma variedade 

de substratos, incluindo amido, celulose, xilose, celobiose e lactose 

(Mcbride et al.,2005 e Den Haan et al., 2007).

No que concerne a produção de etanol de biomassa 

lignocelulósica, a levedura S. cerevisiae geneticamente modificada 

permite, não apenas, a condução do processo conhecido como SSF 

(do inglês Simultaneous Saccharification and Fermentation), mas 

também através do Bioprocesso Consolidado. No primeiro, a hidrólise 

enzimática da celulose é conduzida simultaneamente à etapa de 

fermentação da glicose. Já no último, todas as etapas de conversão 

da lignocelulose, que abrange a produção de celulases, a hidrólise da 

celulose e hemicelulose e a fermentação da glicose e xilose, 

acontecem em um mesmo equipamento, caracterizando o chamado 

“Bioprocesso Consolidado” (Lynd et al., 2002; Pereira Jr. et al. 2008). 

Neste contexto, a produção de β-glucosidase por microrganismo 

geneticamente modificado, Saccharomyces cerevisiae, se configura 

como um grande passo para obtenção dessa enzima com uma 

produção economicamente viável e com grande potencial para 

aplicação industrial. Ademais, os consórcios enzimáticos comerciais, 

apesar de apresentar os três grupos de celulases, Endoglucanases, 

Celobiohidrolase, β-glucosidase, possuem uma baixa atividade β-

glucosidásica, o que gera uma necessidade de suplementação desta 

enzima a estes preparados. Dessa forma, o principal objetivo do 

presente trabalho é a utilização da linhagem de S. cerevisiae 
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recombinante expressando β-glucosidase para a produção enzimática 

e para a obtenção de bioetanol por SSF. 

Assim, segue a resumida apresentação dessa tese, no que 

tange ao conteúdo de cada capítulo contido nela: 

O capítulo dois apresenta a Revisão Bibliográfica dos 

aspectos relevantes desse trabalho, que sequencia as informações 

técnicas necessárias a compreensão e ao embasamento do estudo. 

No capítulo três, intitulado de Justificativas e Objetivos, 

estão destacadas a importância tecnológica deste trabalho e estão 

listados os objetivos gerais e específicos deste trabalho. 

No capítulo quatro, Materiais e Métodos, encontram-se 

descritas as metodologias empregadas para a obtenção dos objetivos 

propostos para realização deste trabalho. 

O capítulo cinco, Resultados e Discussões, apresenta os 

resultados desde a seleção dos clones produtores de β-glucosidase 

até a utilização da levedura recombinante na produção de etanol por 

SSF. Este capítulo ainda contém as discussões acerca dos aspectos 

fenomenológicos observados com a realização deste trabalho, bem 

como a comparação com resultados de outros autores. 

Por fim, as Conclusões agrupam as principais considerações 

fornecidas pelos resultados, que por sua vez permitiram a seguinte 

produção bibliográfica: 

Ferreira, Verônica; Faber, Mariana de Oliveira; Mesquita, 

Sabrina da Silva; Pereira Jr., Nei. Simultaneous saccharification and 

fermentation process of different cellulosic substrates using a 

recombinant Saccharomyces cerevisiae harbouring the β-glucosidase 

gene. Electronic Journal of Biotechnology, v. 13, p. 1-7, 2010. 
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Ferreira, V.; MESQUITA, S. S.; FABER, M. O.; PEREIRA JR, N. 

Expressão de β-glucosidase Recombinante em Diferentes Fontes de 

Nitrogênio e Relações de C:N. In: XVII Simpósio Nacional de 

Bioprocessos- SINAFERM 2009, 2009, Natal- RN. XVII Simpósio 

Nacional de Bioprocessos- SINAFERM 2009, 2009. v. 1. p. 7-13. 

Ferreira, V.; FABER, M. O.; PEREIRA JR, N. Hidrólise 

Enzimática e Fermentação de Diferentes Materiais Celulósicos para 

Produção de Etanol Utilizando Saccharomyces cerevisae 

Recombinante. In: XVII COBEQ. Engenharia Química: Energia e 

Novos Desafios, 2008, Recife. XVII COBEQ. Engenharia Química: 

Energia e Novos Desafios, 2008. v. 1. p. 9-16.

                                                                                                         Verônica Ferreira 
 

http://lattes.cnpq.br/9003068802390866
http://lattes.cnpq.br/9003068802390866


____________________________________________________________________________________ 
Revisão Bibliográfica   9
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Neste capítulo, será apresentada uma revisão teórica sobre a 

composição da biomassa lignocelulósica, das enzimas celulóliticas, 

incluindo a fundamentação teórica da expressão heteróloga para 

obtenção de celulases recombinantes e para obtenção de etanol de 2ª 

geração. 

2.1 Biomassas Lignocelulósicas 
 

As matérias-primas lignocelulósicas são as fontes renováveis 

mais abundantemente encontradas na natureza, sendo 

compreendidas, majoritariamente, pelos materiais agroindustriais, 

pelos resíduos urbanos e pelas madeiras (Castro e Pereira Jr., 2010). 

Constituem mais de 60% da biomassa produzida mundialmente, o 

que equivale a aproximadamente dois bilhões de toneladas de 
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lignocelulósicos. Essas biomassas são constituídas por três principais 

frações (Figura 2.1): lignina, hemicelulose e celulose, que são unidas 

entre si por ligações covalentes, formando uma rede complexa 

resistente a ataques microbianos (Jeffries, 1990). Internamente, as 

fibrilas da fração celulósica encontram-se dispostas como espirais, de 

forma a conferir força e flexibilidade ao material. Esta fração 

encontra-se envolvida pela lignina, cuja função é aumentar a 

resistência da estrutura a ataques químicos e enzimáticos. A terceira 

e última fração principal, a hemicelulose, atua como um elo químico 

entre a celulose e a lignina. Estas características resultam em 

materiais flexíveis, porém altamente resistentes a espécies químicas 

(Castro, 2006). 

 

 

 

Figura 2.1 Polímeros constituintes dos materiais lignocelulósicos. 

Fonte: Pereira Jr. (2004). 

A composição básica do material lignocelulósico depende do 

vegetal de origem, da espécie da planta, da região de cultivo, idade e 

período do ano em que se realiza a colheita do material, dentre 

outros fatores que a influenciam (Hassuani, 2005). A Tabela 2.1 

ilustra algumas fontes de material lignocelulósico e sua composição 

básica aproximada (porcentagem das frações celulósica, 

hemicelulósica e lignina). 
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O bagaço de cana-de-açúcar é um material lignocelulósico 

produzido em grandes quantidades pelas indústrias sucro-alcooleiras 

do Brasil, Índia, Cuba, China, México, Indonésia e Colômbia (Cardona 

et al., 2010). Anualmente, são processadas 5,4 x 108 toneladas de 

cana-de-açúcar em todo o mundo, em média, 1 tonelada de cana-de-

açúcar geram 280 kg de bagaço (Cerqueira et al., 2007). 

Aproximadamente, 50% deste bagaço são utilizados na geração de 

energia nas usinas (destilarias), o restante é armazenado. Portanto, 

em virtude da importância do bagaço de cana-de-açúcar como 

resíduo industrial, é crescente o interesse no desenvolvimento de 

métodos de produção biocombustíveis e produtos químicos que 

oferecem vantagens econômicas e ambientais (Cadorna et al., 2010). 

Tabela 2.1 Composição de alguns materiais lignocelulósicos. 

 
Componente (%) 

Material Lignocelulósico 
Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas 

Bagaço de Cana 33-36 28-30 18-20 2-5 

Palha de Cana 32-36 19-21 16-18 - 

Palha de Arroz 32-37 19-24 9-13 12-18 

Palha de Trigo 30-33 22-28 14-18 3-7 

Palha de Sorgo 34-36 45-48 25-26 - 

Sabugo de Milho 34-36 16-24 15-19 - 

Papel 43 13 6 - 

Madeira 50 20 10 5 

Fonte: (Olsson e Hahn-Hägerdal, 1996; Lee, 1997) 

Com o aumento da quantidade de excedente de bagaço e a 

existência de processos mais eficientes para a extração de glicídios, o 

bagaço poderia ser destinado a etapas de pré-tratamento e posterior 

transformação em substâncias de maior interesse, aumentando a 

produtividade das indústrias, sem acréscimos nas áreas de plantio. 
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No caso brasileiro, estima-se que o bagaço excedente, se fosse 

utilizado na produção de etanol, permitiria duplicar a produção deste 

combustível no país sem aumentar as áreas de plantio (Vasquez, 

2007). 

2.1.1 Hemicelulose 

A hemicelulose é formada por uma estrutura complexa de 

carboidratos poliméricos, incluindo a xilana, xiloglicana 

(heteropolímero de D-xilose e D-glicose), glicomanana 

(heteropolímero de D-glicose e D-manose), galactoglicomanana 

(heteropolímero de D-galactose, D-glicose e D-manose) e 

arabinogalactana (heteropolímero de D-galactose e arabinose), 

(Shallom et al., 2003). 

Xilana é o principal componente da fração hemicelulósica e o 

segundo polissacarídeo mais abundante na natureza (Collins et al., 

2005). Devido à estrutura complexa da fração hemicelulósica, torna-

se necessário uma variedade de enzimas para sua degradação ou 

modificação. As duas principais enzimas capazes de despolimerizar a 

cadeia de hemicelulose são a endo-1,4-β-D-xilanase e a endo-1,4-β-

D-mananase, ambas glicosil hidrolases (Singh et al., 2003). A Figura 

2.2 ilustra a estrutura de uma hemicelulose, na qual a cadeia linear 

representa a xilana. 
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Figura 2.2 Estrutura típica da hemicelulose. 

Fonte: Mussato, 2002. 
 

2.1.2 Lignina 

A lignina, a macromolécula rica em aromáticos mais abundante 

da terra, é constituída de unidades de fenil-propano não 

fermentáveis, e está diretamente envolvida nas ligações cruzada 

entre moléculas de xilana e outros polissacarídeos. Apesar de ser um 

composto macromolecular aromático, a lignina difere dos outros 

componentes presentes na biomassa do vegetal, na medida em que 

sua estrutura tridimensional não possui ligações repetitivas entre os 

resíduos monoméricos constituintes da macromolécula. Devido a sua 

complexidade estrutural, a lignina apresenta-se como uma barreira à 

ação das celulases e hemicelulases (D’Almeida, 1988). Essa barreira 

de lignina na composição lignocelulósica pode ser removida pela 

utilização de lignina peroxidases, deixando a estrutura mais 

susceptível à hidrólise dos outros polissacarídeos por ação de 

celulases e hemicelulases (Aristidou & Penttilã, 2000). 

2.1.3 Celulose 
 

A celulose é o polímero orgânico mais abundante do planeta e o 

maior componente da biomassa vegetal. Pode ser encontrada na 

forma pura, como no algodão, mas é comumente encontrada 

associada a hemicelulose e lignina na parede celular (Lynd, 2002). A 

celulose tem uma estrutura relativamente simples, sendo formada de 

monômeros de D-glicose unidos por ligações glicosídicas β-1,4. Cada 

resíduo de glicose tem uma orientação de 180° em relação ao resíduo 

adjacente, formando assim a celobiose, a subunidade repetitiva do 

polímero (Figura 2.3). Cada microfibrila é sintetizada 

independentemente e contém entre 2.000 e 20.000 resíduos de D-

glicose. A extremidade da cadeia em que se encontra o resíduo de 
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glicose cujo carbono anomérico não está livre é chamada 

extremidade redutora; a outra extremidade é chamada não redutora 

(Sandgren, 2005). 

Figura 2.3 Estrutura da celobiose e da ligação β-glucosídica na celulose 
(adaptado de Sandgren, 2005). 

A celulose apresenta estrutura cristalina, em que as fibrilas são 

unidas por ligações de hidrogênio tanto intra quanto inter cadeias de 

celulose (Figura 2.4). Cada camada adjacente de celulose é ainda 

unida por forças de van der Waals. Isso resulta em uma fibra 

compacta, capaz de impedir o acesso de enzimas e até mesmo de 

moléculas pequenas, como a água. As regiões cristalinas da celulose 

são intermediadas por regiões menos compactas, chamadas amorfas, 

em que as fibras apresentam maior distância uma das outras. Além 

das regiões amorfas, as fibras de celulose apresentam 

irregularidades, falhas e microporos que aumentam a superfície de 

contato da celulose, permitindo o acesso de moléculas de água e 

outras moléculas maiores, como enzimas celulolíticas (Lynd, 2002). 

O grau de polimerização (GP) e o índice de cristalinidade (IC) 

são duas importantes propriedades que ajudam na diferenciação e 

classificação dos polímeros celulósicos. O GP informa a freqüência 

relativa de ligações glicosídicas internas e terminais, disponíveis para 

atuação de endo e exo enzimas, respectivamente. Pode ser definido 

com base no número médio de monômeros e no peso médio do 
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polímero, assim como inferido a partir de sua viscosidade. Já o IC 

está associado à reatividade do substrato, e pode ser quantificado 

pela técnica de difração de raios-X, utilizando-se equações intrínsecas 

ao tipo de celulose avaliada (Sun et al., 2004). Segundo Zhang e 

Lynd (2004) quando um polímero natural sofre tratamento ácido, 

geralmente, ocorrem reduções nos valores de IC e GP. 

 

Figura 2.4 Estrutura cristalina da celulose. Representação das ligações de 
hidrogênio entre cadeias (inter) e entre resíduos de glicose da mesma 
cadeia (intra). 

A celulose pode ser clivada por intermédio de enzimas, 

denominadas celulases, que reconhecem as ligações β-1,4 entre as 

moléculas de glicose. Essas enzimas agem em consórcio e podem ser 

separadas em três classes, basicamente, as endoglucanases, as 

exoglucanases e as β-glucosidases (Pérez Pons et al., 1995; Aristidou 

e Penttilä, 2000). 
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2.2 Enzimas Celulolíticas 

As enzimas celulolíticas são caracterizadas por realizar a 

hidrólise das ligações O-glicosídicas da celulose, estão divididas em 

três grandes grupos, com base no modo de catálise sobre a fibra de 

celulose: a) endoglucanases, b) exoglucanases e c) β-glucosidases 

(Van Rensburng et al., 1996; Sun e Cheng, 2002). A Tabela 2.2 

apresenta as classificações das enzimas celulásicas segundo a 

Enzyme Comission e a IUBMB - International Union of Biochemistry 

and Molecular Biology. 

Tabela 2.2 Classificações das enzimas celulolíticas segundo Enzyme 
Comission e a IUBMB - International Union of Biochemistry and Molecular 
Biology. 

Celulase Enzyme Comission IUBMB 

Endoglucanases EC 3.2.1.4 
1,4-ß-D-glucana-4-

glucanoidrolases 

Exoglucanases EC 3.2.1.91 
1,4-ß-D-glucana-4-

glucanoidrolases 

β-glucosidase 3.2.1.21 ß-glucosídeo glucohidrolases 

IUBMB: International Union of Biochemistry and Molecular Biology 

a) Endoglucanases (EG) 

As endoglucanases iniciam a hidrólise da celulose através da 

clivagem randomicamente das ligações internas nas microfibrilas que 

se encontram nas regiões menos cristalinas (amorfa), diminuindo o 

comprimento das mesmas e, conseqüentemente, gerando novas 

extremidades livres. Estas enzimas são responsáveis pela redução do 

GP que ocorre através solubilização do polímero celulósico, devido à 

sua hidrólise em oligossacarídeos (Castro, 2006). 

b) Exoglucanases (ExG) 
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O grupo das exoglucanases é constituído por celobiohidrolase 

(CBH) e glucano hidrolase (GH).  As glucano hidrolases, também 

conhecidas como 1,4-β-D-glucana-glucano-hidrolases são capazes de 

liberar glicose diretamente da fibra celulósica. As celobiohidrolases  

agem de maneira progressiva em extremidades redutoras (CBHI) e 

não-redutoras (CBHII) da celulose, com maior afinidade por celulose 

insolúvel ou microcristalina, liberando glicose e principalmente, 

celobiose como produtos. Essas enzimas geralmente sofrem inibição 

pelo seu próprio produto de hidrólise (celobiose). 

c) β-glucosidases (BG) 

As β-glucosidases representam um grupo de grande expressão 

dentre as enzimas hidrolíticas, atuam nos resíduos de celodextrina 

(GP<7) e celobiose hidrolisando-os a glicose (Figura 2.5) (Lynd et al. 

2002). Assim como a CBH, também é reportada com a característica 

de sofrer inibição por seu produto de hidrólise. 

A ação das β-glucosidases é caracterizada pela quebra na 

ligação β-1,4 quando o grupo carboxil do resíduo conservado de ácido 

glutâmico do sítio ativo doa um próton para a ligação e o íon carbônio 

formado é estabilizado pelo resíduo de ácido aspártico. Esse modelo 

foi proposto por analogia com o mecanismo de ação da lisozima, que 

cliva ligações β-glicosídicas entre o ácido N-acetilmurâmico (NAM) e a 

N-acetilglicosamina (NAG) (Dillon, 2004). Dois diferentes mecanismos 

de quebra da ligação glicosídica são utilizados por essas enzimas. 

Algumas enzimas usam o mecanismo de retenção, no qual o carbono 

anomérico (carbono 1) permanece na conformação β (abaixo do 

plano da molécula) após a quebra da ligação. No outro mecanismo, 

chamado de inversão, a configuração do carbono anomérico é 

alterada para a forma α (acima do plano da molécula) durante a 

hidrólise (Sandgreen et al., 2005). 
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As enzimas do complexo celulolítico atacam o substrato de uma 

forma sinergística (Figura 2.5), o que resulta no aumento da 

eficiência pela ação de dois ou mais componentes de um sistema 

quando comparado a ação de cada um deles isoladamente. No caso 

das celulases, esse sinergismo faz com que a velocidade de formação 

de produtos solúveis aumente significativamente quando comparado 

à velocidade de ação isolada das enzimas (Sandgreen et al., 2005). 

A interação sinergística pode acontecer entre uma 

endoglucanase de uma espécie de microrganismo e uma 

celobiohidrolase de outra. As celobiohidrolases são capazes de atuar 

muito rapidamente em uma extremidade gerada pelas 

endoglucanases, mostrando que as enzimas ficam distribuídas ao 

longo da fibra de celulose. O sinergismo ocorre também entre os 

diferentes subtipos de celobiohidrolases, uma vez que há enzimas 

que atacam as extremidades redutoras (CBHI) e outras que atacam 

as extermidades não-redutoras (CBHII) das fibras de celulose (Lynd 

et al., 2002). O grau de sinergismo varia conforme o tipo de celulose 

utilizada: na presença de celulose cristalina o sinergismo endo-exo é 

alto, diminui na celulose amorfa e é muito baixo ou ausente em 

derivados solúveis da celulose, como a carboximetilcelulose (CMC) 

(Bhat e Bhat, 1997). 
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Figura 2.5 Representação esquemática da hidrólise de celulose pelo 
sistema celulolítico. (adaptado de Lynd et al., 2002). 

 Embora celulases sejam divididas em diferentes famílias de 

glicosil-hidrolases, existem algumas características em comum, 

obtidas provavelmente durante a evolução. Elas possuem uma longa 

cavidade de uma das regiões da proteína que se liga a resíduos 

consecutivos de açúcar do substrato, geralmente dois resíduos de 

cada lado da região catalítica da enzima. Nas endoglucanases elas se 
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apresentam em forma de fenda, enquanto que as celobiohidrolases 

possuem uma espécie de túnel que envolve a microfibrila de celulose 

(Sandgren et al., 2005). A maioria das endoglucanases e 

celobiohidrolases de microrganismos celulolíticos possui um domínio 

de ligação à celulose (CBD – cellulose binding domain) que é ligado 

ao domínio catalítico por um peptídeo de ligação flexível. O CBD 

apresenta especificidade de ligação pela superfície da celulose 

cristalina e enfraquece as pontes de hidrogênio das microfibrilas de 

celulose vizinhas. As enzimas que possuem o CBD apresentam maior 

atividade sobre substratos sólidos, principalmente sobre celulose 

cristalina, mas não afetam sua atividade em substratos solúveis (Ito 

et al., 2004, Sandgren et al., 2005). A Figura 2.6 ilustra a ação do 

CBD de celulose sobre a fibra de celulose. 

 

CBD 

Figura 2.6 Ação da celulase na superfície da fibra de celulose, interação 
entre o domínio de ligação a celulose (CBD) e a superfície do polímero. 
Fonte: SciDAC, 2010. 

2.3 Produção de Celulases 
 

As celulases ocupam o terceiro lugar no ranking mundial das 

enzimas produzidas industrialmente, isso se deve às suas amplas 

aplicações: no processamento de algodão, na reciclagem de papel, na 

extração de sucos, como detergentes enzimáticos e como aditivos 

para alimentação animal. No entanto, as celulases podem vir a 
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ocupar o primeiro no ranking, se o etanol de biomassa lignocelulósica 

torna-se uma realidade industrial. 

As celulases podem ser produzidas por uma grande gama de 

organismos, que inclui bactérias, actinomicetos, fungos filamentosos, 

plantas e animais (Lynd et al., 2002; Palomer et al., 2004). Algumas 

leveduras como as do gênero Trichosporium sp também são 

produtoras de celulases (Castro, 2006). As celulases produzidas por 

fungos, actinomicetos e bactérias aeróbias são facilmente secretas na 

forma de molécula livre. Os fungos filamentosos são os mais 

utilizados industrialmente na produção de celulases, principalmente 

dos gêneros Aspergillus, Trichoderma, Humicola e Penicillium, 

Fusarium, Phanerochaete (Singhania et al., 2010). Estes fungos 

filamentos produzem complexo celulásico com todas as três classes 

de enzimas, necessárias para a completa hidrólise de celulose, com 

diferentes proporções. Por exemplo, o fungo filamentoso Trichoderma 

reesei é um dos mais potentes e mais estudados produtores de 

celulase. Ele produz duas celobiohidrolases (CBH I e CBH II) e duas 

endo-glucanases (GE1 e GE2), numa proporção aproximada de 

60:20:10:10, que juntos  podem formar até 90% do pool enzimático, 

enquanto que as sete β-glucosidases -BGLI-BGLVII são secretadas 

por esse fungo, mas correspondem a menos que 1% do complexo 

celulásico (Lynd et al., 2002; Gimbert et al., 2008). 

Novozymes e Genencor Danisco, duas indústrias consagradas 

na produção comercial de enzima, se destacam com a produção de 

celulases para conversão de biomassa. Ambas as empresas tem 

adotado novas tecnologias para reduzir o custo de produção dos 

preparados celulásicos (Singhania et al., 2010). A Tabela 2.3 mostra 

os principais preparados enzimáticos disponíveis no mercado com 

diferentes marcas e origens. Recentemente, a Genencor lançou o 

Accelerase® 1500, um complexo celulásico específico para indústrias 
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que processam a biomassa lignocelulósica (Genencor, 2010). 

Accelerase ® 1500 é produzido com uma linhagem geneticamente 

modificada de T. reesei, este preparado enzimático contêm níveis 

mais elevados de atividade β-glucosidásica, de modo a assegurar 

quase a conversão completa de celobiose a glicose. 
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Tabela 2.3 Celulases comerciais produzidas por empresas internacionais e as fontes de cada pool enzimático 

Pool enzimático Empresa Fonte 

Cellubrix (Celluclast) Novozymes, Dinamarca T. longibrachiatum e A. niger 

Novozymes 188 Novozymes A. Niger 

Cellulase 2000L Rhodia-Danisco (França) T. longibrachiatum/ T. reesei 

Rohament CL Rohm-AB Enzymes  T. longibrachiatum/ T. reesei 

Multifect CL Genencor Intl.  T. reesei 

Bio-feed beta L Novozymes T. longibrachiatum/T. reesei 

Ultraflo L Novozymes T. longibrachiatum/T. reesei 

Viscozyme L Novozymes T. longibrachiatum/T. reesei 

Cellulyve 50L Lyven (França) T. longibrachiatum/T. reesei 

GC 440 Genencor-Danisco (EUA) T. longibrachiatum/T. reesei 

Spezyme CP Genencor T. longibrachiatum/T. reesei 

GC 220 Genencor T. longibrachiatum/T. Reesei 

Accelerase®1500  Genencor T. Reesei 

Cellulase AP30K Amano Enzyme A. niger 

Cellulase TRL Solvay Enzymes  T. reesei/T. longibrachiatum 

Econase CE Alko-EDC  T. reesei/T. longibrachiatum 

Cellulase TAP106 Amano Enzyme  T. viride 

Biocellulase TRI Quest Intl.  T. reesei/T. longibrachiatum 

Biocellulase A Quest Intl. A. niger 

Ultra-low microbial (ULM) Iogen (Canadá) T. reesei/T. longibrachiatum 
Fonte: Singhania et al., 2010.   

.
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As celulases produzidas por fungos filamentosos apresentam 

valores ótimos de pH na faixa ácida (3,6-5,0). Enquanto que 

bactérias chegam a produzir celulases altamente ativas em valores de 

pH alcalinos (Singh, 2001). Em relação às celulases de actinomicetos, 

especialmente do gênero Streptomyces, possuem melhor atuação em 

temperaturas por volta de 50 ºC e valores de pH de neutros a 

moderadamente ácidos (Lima et al., 2005). Para a degradação de 

celulose cristalina, que é insolúvel em água devido a sua estrutura 

altamente compacta, é interessante a utilização de celulases 

termoestáveis ativas a altas temperaturas (Haki & Rakshit, 2003). 

Com o maior interesse por celulases termoestáveis, os sistemas de 

microrganismos termofílicos passaram a ser estudados e 

caracterizados. Dentre estes, destacam-se as bactérias Clostridium 

thermocellum, Thermonospora fusca e Microbispora bispora e os 

fungos Chaetomium thermophile, Thermoascus aurantiacus, 

Sporotrichum thermophile e Humicola grisea var. thermoidea 

(Siqueira, 2006).  

O fungo Humicola grisea var. thermoidea é um deuteromiceto 

heterotrófico e saprofítico, capaz de degradar celulose, hemicelulose, 

amido, gomas vegetais e compostos presentes na lignina. É um fungo 

termofílico, capaz de crescer em temperaturas que variam de 20 a 50 

°C aeróbico. O amplo espectro de substratos degradados por H. 

grisea var. thermoidea e a sua característica termofílica fizeram com 

que esse fungo se tornasse objeto de estudo para identificação e 

caracterização de enzimas hidrolíticas, bem como a regulação da 

produção das mesmas (De-Paula, 1999; Siqueira, 2006).  

Azevedo et al (1990) caracterizaram o gene de uma 

celobiohidrolase (cbh1.1) de H. grisea var. thermoidea que 

apresentou 60% de homologia com um gene de celulase de T. reesei. 

Posteriormente foi identificado o gene da enzima celobiohidrolase I.2 
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(cbh1.2) (Poças-Fonseca et al., 1997). O mesmo gene, cbh1.2, foi 

clonado e expresso em Saccharomyces cerevisiae (Benoliel, 2004) e 

em Pichia pastoris (Miranda, 1999) com a finalidade de fazer a 

caracterização da enzima. Foram caracterizados também 

endoglucanases (Takashima et al., 1996a, 1997, 1999a) e β-

glucosidases (Ferreira Filho, 1996; Takashima et al., 1996b, 1999b) 

de H. grisea var. thermoidea. São conhecidas seis diferentes β-

glucosidases de H. grisea var. thermoidea (BGL1-6). A enzima β-

glucosidase H. grisea apresenta algumas características importantes, 

como alta atividade específica, pH ideal, termotolerância, por isso 

tem sido utilizados para complementar extratos celulolíticos. Por 

exemplo, a β-glucosidase BGL4 tem sido utilizada para complementar 

a atividade β-glucosidásica no preparado celulásico de Trichoderma 

reesei em um processo de sacarificação de celulose (Benoliel et al., 

2010). 

2.3.1 Principais técnicas para a produção de celulases 

As celulases, normalmente, são produzidas por duas 

metodologias de cultivo: em estado sólido ou semi-sólido e em cultivo 

submerso. Muitas pesquisas são conduzidas utilizando cultivo 

submerso, o qual permite o controle dos níveis de aeração, pH e 

temperatura do meio, para o crescimento ótimo do microrganismo. 

Contudo, a fermentação em estado sólido tem sido preferida na 

produção de enzimas lignocelulolíticas. Isto se explica pelo grande 

número de vantagens econômicas e de processo, nos quais se 

destaca a natureza dos substratos utilizados como suporte e/ou fonte 

indutora na produção da enzima. 

As denominações “Fermentação em estado sólido”, 

“Fermentação em substrato sólido”, “Fermentação em meio-sólido” 

ou simplesmente “Fermentação semi-sólida”, consistem em um único 

processo, que é definido como o processo no qual o microrganismo 
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cresce sobre partículas da matriz sólida (substrato ou material 

inerte), onde o conteúdo de líquido (substrato ou meio umidificante) 

está a um nível de água que assegura o crescimento e o metabolismo 

das células e não exceda à máxima capacidade de ligação da água 

com a matriz sólida (Pandey et al., 2000). 

Em países ocidentais, diversos estudos estão sendo realizados 

utilizando substrato sólido, tanto para obtenção de bioprodutos como 

para o desenvolvimento de reatores ou estudos metabólicos de 

bioprodução e de condições de processo. Porém, em níveis 

industriais, o processo submerso continua sendo o principal sistema 

de geração de produtos obtidos via fermentação, sendo insignificante 

o número de empresas que empregam a fermentação em estado 

sólido para estes fins. 

Diversas matérias-primas são utilizadas com o objetivo de se 

obter grandes quantidades de enzimas celulolíticas por 

microrganismos. Os resíduos agrícolas devem ser devidamente 

moídos ou triturados para servir como fonte de nutrientes, 

principalmente de carbono, em fermentação submersa. Na maioria 

dos casos, o simples enriquecimento destes resíduos com fonte de 

nitrogênio, de minerais ou de vitaminas é suficiente para produção de 

elevada atividade enzimática (Bisaria e Ghose, 1981; Elisashvili, 

1993). 

Segundo Menezes et al. (1976) a atividade celulolítica de 

linhagens fúngicas, como Aspergillus niger, desenvolvidas em bagaço 

de cana foi superior às cultivadas em carboximetil celulose e papel de 

filtro. Sugeriram que estas linhagens produzem a fração 

exoglucanase, uma vez que o bagaço é uma celulose in natura e não 

havia recebido qualquer tratamento químico, o que exigiria ação da 

fração pré-hidrolítica da exoglucanase antes de ser hidrolisada pelas 

outras frações endoglucanase e β-glucosidase. Menezes et al. (1991) 
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obtiveram valores próximos a 0,25 UI/mL de celulase total de 

Aspergillus niger, quando utilizaram bagaço de cana pré-tratado com 

solução de hidróxido de sódio 4%, como fonte de carbono. 

Resíduos lignocelulósicos disponíveis em abundância podem ser 

excelentes matérias-primas para a produção enzimática por 

fermentação em estado sólido. Cultura mista de Aspergillus ellipticus 

e Aspergillus fumigatus desenvolvida em bagaço de cana pré-tratado 

com solução de hidróxido de cálcio a 2% foi favorável à produção de 

celulase e β-glucosidase, após 8 dias de fermentação (Gupta e 

Madamwar, 1997). Abdelnasser et al. (1997) testaram três fungos: 

Phanerochaete chrysosporium NRRL 6359, Phanerochaete 

chrysosporium NRRL 6361 e Coriolus versicolor NRRL 6102, quanto 

às suas capacidades de produzir xilanase e celulase, em resíduos 

agrícolas (bagaço de cana tratado e não tratado; palha de trigo; 

espigas de milho; cascas de arroz e celulose em pó). Espigas de 

milho, palha de trigo e bagaço de cana tratado promoveram maior 

indução enzimática. 

Segundo Umikalson et al. (1997) uma linhagem de 

Chaetomium globosum apresentou bom crescimento e substancial 

quantidade de celulase em fibras deslignificadas de palma, 

produzindo extrato celulolítico cujas atividades de enduglucanase e β-

glucosidase foram 30,8, 9,8 UI/mL, respectivamente. 

Castro (2006) comparou a produção de Endoglucanase (EnG) e 

β-glucosidase (BG por Trichoderma reesei e Humicola grisea, quando 

cultivadas em substratos insolúveis (celulignina de bagaço de cana-

de-açúcar e avicel) e solúveis (CMC e celobiose). Foram observadas 

cinéticas mais lentas de produção das enzimas quando fontes 

insolúveis foram utilizadas, especialmente a de origem 

lignocelulósica, devido a um período inicial de aclimatação das células 

a essa matéria-prima. Já quando CMC e celobiose foram 

 
                                                                                                         Verônica Ferreira 



____________________________________________________________________________________ 
Revisão Bibliográfica   28
 

consideradas, os tempos correspondentes à produção enzimática 

máxima foram antecipados em cerca de 50 h. Ainda, nesse estudo 

pôde-se concluir que na síntese das enzimas do complexo celulolítico 

pelos fungos T. reesei Rut C30 e Humicola grisea var. thermoidea, 

não há correlação direta com a fonte de carbono utilizada para a 

indução, visto que mesmo quando as linhagens foram cultivadas na 

presença apenas de celobiose como substrato, EnG e ExG também 

foram excretadas pelas células, e que essa síntese não se 

enquadrava em caráter constitutivo. 

Muitas vezes, os microrganismos que apresentam elevado 

potencial para a produção de celulases são submetidos a técnicas de 

biologia molecular, as mais comuns são a mutação clássica 

(aleatória) e a expressão gênica. Tais alterações possibilitam um 

aumento na produtividade enzimática, redução da inibição por glicose 

durante a expressão de celulases, e incrementos nas taxas de O-

glicosilação (Lynd et al., 2002; Castro e Pereira Jr., 2010). 

A mutação clássica vem sendo aplicada há décadas sobre 

linhagens de Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina), gerando 

diversas linhagens, geralmente agrupadas em séries, dentre as quais 

a mais reportada é a linhagem Rut C30. Esta linhagem teve seu 

potencial celulolítico incrementado devido à mutação do gene cre1 

(acarretando menor efeito de repressão catabólica da glicose pelas 

células, durante a expressão das enzimas) e ao aumento da 

quantidade de retículo endoplasmático (promovendo aumento nas 

taxas de O-glicosilação das proteínas). 

No que tange à expressão gênica, as formas mais conhecidas 

de manipulação do conteúdo genético das células são a expressão 

homóloga e a expressão heteróloga, que são distinguidas conforme a 

procedência do material genético inserido na célula hospedeira. 

Dentre os organismos hospedeiros mais comumente utilizados para a 
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expressão heteróloga de proteínas, estão a bactéria Escherichia coli e 

as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris. O sistema 

de S. cerevisiae, embora tenha se mostrado eficiente em alguns 

casos, apresenta forte tendência a hiperglicosilar (50 a 150 resíduos 

de manose) as proteínas produzidas, acarretando, no caso das 

celulases, em uma redução da capacidade destas em adsorver-se em 

substratos sólidos. Em relação ao sistema de expressão de E. coli, 

uma das principais desvantagens é a deficiência de etapas pós-

traducionais, que decorre em errônea organização estrutural da 

cadeia polipeptídica, além do fato de esta ficar localizada em corpos 

de inclusão, os quais dificultam a extração do produto. Por fim, o 

sistema de expressão de P. pastoris, embora tenha apresentado 

hiperglicosilação em alguns casos, mostra-se como um dos mais 

adequados dentre os conhecidos atualmente, por proporcionar 

elevada produção da proteína de interesse. Entretanto, se o objetivo 

for a produção das enzimas celulolíticas para a conversão de 

biomassa lignocelulósica a etanol, S. cerevisiae configura-se como o 

mais adequado sistema de expressão heteróloga. Esse sistema além 

de expressar as enzimas de interesse é capaz de fermentar os 

produtos de hidrólise.  

A enzima β-glucosidase também pode ser expressa em 

sistemas heterólogos, alguns genes de β-glucosidase foram expressos 

em S. cerevisiae visando a sua caracterização e aplicação industrial. 

S. cerevisiae também foi usada para co-expressar exo/endocelulases 

e β-glucosidases de fungo filamentoso a fim de conduzir a produção 

de etanol a partir de materiais lignocelulósicos (Benoliel et al., 2010; 

Iwashita, et al., 1999; Rajoka et al., 2003; van Rensburg et al., 

1998; Fujita et al., 2002). 
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2.4  Saccharomyces cerevisiae como sistema de 
expressão heteróloga 

Saccharomyces cerevisiae é um microrganismo amplamente 

estudado, e informações sobre sua genética, biologia molecular e 

fisiologia têm contribuído para o entendimento da célula eucariótica, 

bem como da biologia humana. Esse organismo já tem seu genoma 

totalmente seqüenciado e possui aproximadamente 3.000 genes 

caracterizados. Desde muitos anos ela tem sido usada pelo homem 

para fabricação de pães e bebidas alcoólicas e atualmente, devido à 

sua classificação, como organismo seguro (GRAS - Generally 

Regarded as Safe), é cultivada em escala industrial no setor industrial 

farmacêutico. Tal classificação só foi possível devido a sua utilização 

na fabricação de produtos de consumo humano e por ser um 

microrganismo não-patogênico (Ostergaard et al., 2000). 

Durante as duas últimas décadas os estudos em engenharia 

genética têm permitido criar linhagens de microrganismos capazes de 

produzir proteínas de interesse em grandes quantidades e de boa 

qualidade. S. cerevisiae é um microrganismo facilmente manipulado 

geneticamente pela tecnologia do DNA recombinante e seu processo 

de fermentação é bem conhecido e estabelecido. Devido a essas 

vantagens e a possibilidade de modificar as vias metabólicas a fim de 

aumentar o rendimento de produção, muitas proteínas heterólogas 

são produzidas nesse microrganismo, dentre elas, a primeira vacina 

recombinante comercializada, para hepatite B (Gellissen e 

Hollenberg, 1997). A expressão heteróloga em S. cerevisiae é 

facilitada, pois possui um protocolo de transformação simples e uma 

taxa de recombinação homóloga muito eficiente in vivo, além de ser 

um dos poucos eucariotos que possui um plasmídio natural, o 2µ, que 

permite a construção de vetores para a transferência de genes e 

sistemas de expressão (Brandão, 1996). 
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Os vetores de expressão de leveduras são baseados no 

plasmídeo multicopia 2µ e contém seqüências para propagação em E. 

coli e na levedura, possuem também seqüências promotoras e 

terminadoras de levedura para uma transcrição eficiente do gene 

exógeno (Figura 2.7). Entretanto, a inserção de um gene no cassete 

de expressão não garante sempre um alto nível da proteína 

correspondente; a expressão gênica é um processo com vários 

passos e problemas que podem ocorrer em qualquer estágio, da 

transcrição até a secreção. 

 

Figura 2.7 Típico vetor de expressão em Saccharomyces cerevisiae 
com as seqüências para propagação em E. coli e em levedura. 

2.4.1 Produção de celulases por S. cerevisiae 

A utilização da levedura Saccharomyces cerevisiae como 

sistema de expressão heteróloga de enzimas celulolíticas viabiliza a 

obtenção de grande quantidade da(s) enzima(s) para aplicação 
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industrial e a associação da produção enzimática com o processo de 

obtenção de etanol de biomassa lignocelulósica.  

Celulases de diversos fungos têm sido clonadas e expressas em 

S. cerevisiae (Tabela 2.4).  A maioria dos trabalhos relata um bom 

nível de produção e quando o gene da enzima recebe um peptídeo 

sinal grande parte passa a ser secretada para o meio de cultura pela 

levedura. Segundo Minamiguchi et al. (1995) os níveis de glicosilação 

da enzima, quando existentes, não aumentam significativamente a 

massa molecular da enzima em relação ao tamanho da proteína 

nativa (de 24 kDa para 28 kDa na FI-CMCase de Aspergillus 

acuelatus) e não interferem na atividade enzimática. 

Rooyen et al. (2005) ao expressar o gene de β-glucosidase em 

S. cerevisiae afirmaram que a enzima estava presente no espaço 

periplasmático, o que foi explicado pelo aumento da massa molecular 

da enzima. O aumento da massa molecular foi explicado pelos altos 

níveis de N-glicosilação.  

As endoglucanases 1 e 3 de Trichoderma longibrachiatum foram 

expressas em S. cerevisiae dirigidas pelos promotores dos genes 

PGK1 (fosfogliceratoquinase) e ENO1 (enolase). As enzimas foram 

eficientemente secretadas somente após o final da fase exponencial 

de crescimento. Foram produzidas somente na forma 

hiperglicosiladas e ficaram heterogêneas no tamanho. Apesar disso, 

mais de 80% dessas celulases foram detectadas no meio de cultura, 

sendo que a maioria das enzimas intracelulares ficou localizada no 

espaço periplasmático. Apesar da hiperglicosilação a atividade 

específica da enzima recombinante não foi significantemente alterada 

em relação à enzima nativa, apresentando considerável atividade em 

celulose insolúvel (Lynd et al., 2002). 
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Tabela 2.4 Celulases produzidas por expressão heteróloga em 
Saccharomyces cerevisiae 

Celulase Origem Referência 

FI-CMCase Aspergillus acuelatus 
Minamiguchi et al. 

(1995) 

Endoglucanases 1 
e 3 

Thichoderma 
longibrachiatum 

Lynd et al. (2002) 

EGII e CBHII Thichoderma reesei Fujita et al. (2004) 

CBHI Thichoderma reesei 
Den Haan et al. 

(2007) 

Endoglucanase 

β-glucosidase 

Clostridium 
thermocellum 

Saccharomycopsis 
fibuligera 

Jeon et al. (2009) 

β-glucosidase Cellulomonas biazotea Rajoka et al. (2003) 

β-glucosidase Saccharomycopsis 
fibuligera 

McBride et al. (2005) 

β-glucosidase Saccharomycopsis 
fibuligera 

Shen et al. (2008) 

β-glucosidase Humicola grisea Benoliel et al. (2010) 

β-glucosidase Aspergillus aculeatus Tokuhiro et al. (2008) 

Cho et al. (1999) e Fujita et al. (2004) construíram linhagens 

de S. cerevisiae co-expressando uma endoglucanase, uma 

celobiohidrolase e uma β-glucosidase para a utilização da levedura 

em processo de sacarificação e fermentação simultâneas. Ensaios 

preliminares foram feitos com celodextrinas e celulose amorfa como 

fonte de carbono para essas leveduras e mostraram que S. cerevisiae 

co-expressando essas três enzimas foi capaz de gerar açúcares a 

partir desse substrato e produzir etanol. 

O gene de β-glucosidase de Saccharomycopsis fibuligera, BGL1, 

foi clonado em S. cerevisiae industrial por Shen et al. (2008). A 
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linhagem recombinante apresentou crescimento e produção de etanol 

em meio de celobiose e em meio de celobiose e glicose. Ao se utilizar 

S. cerevisiae recombinante em processo de fermentação de 

sacarificação simultâneas de sabugo de milho pré-tratado com ácido 

foram produzidos 20 g L-1 de etanol a 72 h, concentração semelhante 

a produzido pela levedura nativa com adição de 20 UI de β-

glucosidase/ g de substrato foi adicionada. 

O gene de β-glucosidase (BGL4) de Humicola grisea var. 

thermoidea foi expresso com sucesso em Saccharomyces cerevisiae. 

A proteína recombinante (BGL4Sc) foi, inicialmente, detectada no 

citoplasma celular e, posteriormente, no meio de cultura. A enzima 

apresentou atividade para celobiose e alguns substratos sintéticos, 

por exemplo, p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (pNPG). Os autores 

afirmam que a enzima BLG4Sc é ideal para ser usada no processo de 

sacarificação e fermentação simultâneas de materiais lignocelulósicos 

para a produção de etanol (Benoliel et al., 2010). 

Com as informações obtidas na literatura percebe-se que a 

levedura Saccharomyces cerevisiae configura-se como um ótimo 

sistema de expressão heteróloga de enzimas celulolíticas, permitindo 

tanto a obtenção da enzima recombinante quanto de etanol de 

biomassa lignocelulósica. Os cultivos conduzidos em regime de 

batelada simples permitiram o crescimento da levedura e a produção 

enzimática tanto em condições aeróbicas quanto em condições 

anaeróbicas (van Rooyen et al., 2005). Adicionalmente, para que a 

linhagem recombinante cresça em meio contendo material celulósico 

como única fonte de carbono é necessário que a enzima esteja 

ancorada a parede celular da levedura recombinante ou que seja 

secretada (Shen et al., 2008; Cho et al., 1999; Mc Bride et al., 2005; 

Fujita et al., 2004). 
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2.5 Fermentação alcoólica 

A fermentação de açúcar a etanol por leveduras tem um 

importante papel em vários processos industriais. As leveduras de 

maior interesse industrial são as espécies Saccharomyces cerevisiae, 

Saccharomyces uvarum (carlsbergensis), Schizosaccharomyces 

pombe, e Kluyveromyces. Uma ótima conversão de açúcares a etanol 

requer das cepas de leveduras capacidade para tolerar altas 

concentrações de etanol, dado que o etanol inibe o crescimento e a 

fermentação (Melo, 2008).  

Leveduras são capazes de utilizar uma grande variedade de 

substratos. Em geral, crescem e fermentam eficientemente a valores 

de pH entre 3,5 e 6,0 e temperaturas de 28 a 35 °C. Embora a taxa 

inicial da produção de etanol seja maior a temperaturas elevadas (40 

°C) a produtividade global da fermentação é reduzida devido à 

inibição pelo etanol produzido (Kosaric, 2001). Leveduras, sob 

condição não aerada, metabolizam glicose a etanol primariamente 

pela via de Embden-Meyerhof. A reação líquida global envolve a 

produção de 2 mol de etanol, 2 mol de CO2, e 2 mol de ATP por mol 

de glicose fermentada. 

Com base em massa, cada grama de glicose pode, 

teoricamente, se converter a 0,51 grama de álcool e 0,49 gramas de 

CO2. Entretanto, na prática, o rendimento do etanol produzido não 

excede usualmente a 90-95% do valor teórico. Isto é devido ao 

requerimento celular de nutrientes para a síntese de nova biomassa 

celular e outras demandas relacionadas com a manutenção celular. 

Reações paralelas também ocorrem na fermentação (normalmente 

glicerol e succinato) que podem consumir até 4-5% do substrato 

total. A Figura 2.8 representa um esquema simplificado do 

catabolismo aeróbio e anaeróbio de S. cerevisiae.  
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Em termos nutricionais, uma pequena quantidade de oxigênio 

deve ser provida ao processo fermentativo como um componente 

necessário para a síntese de lipídeos e ácidos graxos poli-insaturados 

pela levedura. Valores comuns de tensão de O2 mantidos no meio de 

fermentação estão entre 0,05 e 0,10 mmHg. Qualquer valor superior 

a estes promoverá o crescimento celular às custas da produtividade 

de etanol (efeito Pasteur).  

 

Glicólise 
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de 
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Cadeia de transporte de elétrons 
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6 H2O 
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Figura 2.8: Esquema simplificado do metabolismo anaeróbio e 

aeróbio de Saccharomyces cerevisiae. (Melo, 2008) 

As necessidades relativas por nutrientes não utilizados na 

síntese de etanol estão na proporção dos principais componentes 

celulares da levedura. Estes incluem carbono, oxigênio, nitrogênio e 

hidrogênio. Pequenas quantidades de fósforo, enxofre, potássio e 

magnésio devem ser fornecidas. Minerais (exemplos: Mn, Co, Cu, Zn) 
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e fatores orgânicos de crescimento (aminoácidos, ácidos nucléicos e 

vitaminas) são requisitados em quantidades traço. Os mais 

importantes fatores de crescimento para levedura são as vitaminas, 

biotina, ácido pantotênico, inositol, tiamina, ácido nicotínico e ácido 

fólico (Maiorella et al., 1981 apud Kosaric, 2001). 

Inúmeras biomassas vegetais consideradas para a produção de 

etanol em larga escala fornecem além dos carboidratos para a 

bioconversão etanólica todos os nutrientes necessários para o 

crescimento e manutenção das leveduras. A suplementação adicional 

pode ser necessária em alguns casos. Esses nutrientes podem ser 

fornecidos como componentes individuais como sais de amônio e 

fosfato de potássio ou, provenientes de fontes de baixo custo como 

milhocina (subproduto da maceração por via úmida do milho). 

2.6 Produção de etanol a partir de material 

lignocelulósico 

O processo fermentativo é o mais viável economicamente para 

produção de etanol, devido principalmente à grande variedade de 

matérias-primas naturais (açucaradas, amiláceas ou lignocelulósicas) 

com potencial uso biotecnológico.  

Há que se ressaltar que a matéria-prima é um dos 

componentes mais relevantes nos custos de produção, havendo casos 

em que pode representar até 75% dos custos totais, sendo esta uma 

das razões pelo crescente interesse no aproveitamento de resíduos 

agro-industriais e florestais como matérias-primas para a produção 

não somente de etanol, mas de uma grande gama de substâncias 

químicas de interesse comercial (Pereira Jr., 1991). 

Sumariamente, a matéria-prima, seja qual for sua origem, é 

submetida a um pré-tratamento para a liberação de glicídios que são, 
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subseqüentemente, metabolizados por um agente biológico 

adequado, via de regra células de leveduras. Esses pré-tratamentos 

(físicos, químicos ou enzimáticos), dependem do tipo de matéria-

prima (cana-de-açúcar, amido de milho, beterraba, resíduos de 

composição lignocelulósica, dentre outros) e do agente biológico a ser 

utilizado. Após o consumo do substrato, por meio de uma seqüência 

de reações, o agente biológico é separado do meio fermentado, para 

posterior reaproveitamento (Pereira Jr., 2005).  

O processo fermentativo pode ser operado por três formas: 

batelada simples, batelada alimentada ou contínuo. Na batelada 

simples, ao meio de fermentação é adicionada uma suspensão celular 

e o processo é transcorrido, sem adições de meio novo, nem 

retiradas de meio reacional durante o seu curso. A batelada simples é 

caracterizada por alteração nas condições ambientais a todo instante 

do processo (as concentrações de nutrientes são reduzidas e de 

células, produtos e sub-produtos aumentadas). O principal problema 

desta forma de se operar o processo fermentativo é decorrente de 

fenômenos de inibição pelo substrato, produto, ou outros 

metabólitos. Para se contornar esses problemas associados à inibição, 

outras formas de condução podem ser utilizadas, como a batelada 

alimentada, que possibilita a manutenção da concentração desses 

inibidores/repressores em níveis sub-inibitórios/sub-repressores, com 

implicações diretas no desempenho da célula. A técnica de batelada 

alimentada é definida como um modo de operação onde um ou mais 

nutrientes necessários ao crescimento celular são adicionados ao 

fermentador, intermitentemente ou continuamente, sem que ocorra 

retirada de material durante a operação (Pereira Jr., 2005).  

A condução contínua é outra modalidade de se operar 

fermentadores. Como o próprio nome sugere tanto a alimentação de 

meio nutriente, quanto a retirada de produto (meio fermentado) são 
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realizadas de forma contínua. Sua principal vantagem, quando 

comparada com outras formas de condução, está ligada à 

possibilidade de se operar o sistema por extensos períodos de tempo, 

resultando em aumento de produtividade. Adicionalmente, o agente 

biológico converte substrato em condições estacionárias, que podem 

ser determinadas previamente para o seu melhor desempenho, em 

contraste com a batelada simples, na qual o agente biológico está 

submetido, a todo o momento, a condições ambientais diferentes 

(Pereira Jr., 1991).  

O líquido resultante, após consumo dos componentes do meio 

de fermentação, é destilado com o intuito de concentrar o etanol até 

um nível determinado ou até o limite possível, o azeótropo etanol-

água (95,5% de etanol). Este azeótropo é comumente comercializado 

como etanol hidratado, sendo possível a sua utilização direta nos 

motores automotivos. No entanto, para ser misturado à gasolina o 

etanol necessita estar na sua forma anidra, cuja obtenção se dá por 

meio de processos de desidratação como o arraste com benzeno ou o 

uso de absorventes regeneráveis (Pereira Jr., 1991).  

Ressalta-se que o processamento de matérias-primas 

açucaradas e amiláceas geram resíduos de composição lignocelulósica 

que podem incrementar a produção de etanol, na medida em que 

possuem polissacarídeos (celulose e hemicelulose) em sua 

composição, passíveis de processos de hidrólise (química ou 

enzimática) e fermentação. Este é um aspecto de capital importância, 

que justifica o enorme interesse no aproveitamento dessas biomassas 

residuais, já que se pode incrementar a relação de etanol produzido 

por matéria-prima utilizada no processo tecnológico. 

A obtenção de etanol a partir dos materiais lignocelulósicos 

permite diferentes estratégias de processamento. Devido à presença 

de diferentes açúcares, muitas vezes se faz necessário o emprego de 

 
                                                                                                         Verônica Ferreira 



____________________________________________________________________________________ 
Revisão Bibliográfica   40
 

enzimas simultaneamente à ação de microrganismos. Pode-se ainda 

utilizar diferentes microrganismos em etapas sucessivas, de maneira 

a se aproveitar ao máximo à matéria-prima disponível. Na literatura 

são apontadas quatro estratégias para obtenção de etanol de 

material lignocelulósico: 

Hidrólise e Fermentação em Separado (SHF): a hidrólise 

do material lignocelulósico, etapa de pré-tratamento, ocorre num 

estágio separado da fermentação. Nesta estratégia, a etapa de 

hidrólise pode ser realizada química ou enzimaticamente. Ao ser 

utilizado um agente químico como catalisador da clivagem da 

macroestrutura no processo, são formados compostos inibidores de 

fermentação. Por isso, segundo a severidade da hidrólise, podem ser 

requeridas etapas de destoxificação posterior, o que não permite 

fermentação simultânea. A hidrólise enzimática, geralmente, é 

conduzida nas condições ótimas de pH e temperatura das celulases. A 

dificuldade deste processo reside no acúmulo da glicose e 

polissacarídeos, provenientes da mesma hidrólise, que atuam como 

inibidores enzimáticos de algumas enzimas envolvidas, decorrendo 

numa hidrólise incompleta da celulose. Uma vez terminada a 

hidrólise, o resíduo sólido é separado e o sobrenadante é empregado 

para fermentação por microrganismos (Wingren et al. 2003; 

McMillan, 2004).  

Sacarificação e Fermentação Simultâneas (SSF): neste 

processo, a sacarificação e fermentação da fração celulósica ocorrem 

numa única etapa, sendo realizada enzimáticamente a hidrólise da 

macromolécula, evitando a formação de inibidores, e possibilitando o 

sinergismo com o microrganismo fermentador. Em etapas separadas 

são realizadas a clivagem e hidrólise da hemicelulose, assim como a 

fermentação dos açúcares gerados neste processo. As enzimas 

empregadas no processo, o complexo celulásico, são também 
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produzidas separadamente. As enzimas têm como função a hidrólise 

da celulose até os monômeros de glicose. A glicose produzida inibe as 

enzimas β-glucosidases interrompendo o processo hidrolítico. O 

microrganismo, ao consumir esta glicose, reativa o processo 

enzimático e é obtido o produto desejado no processo fermentativo 

(Wingren et al. 2003). A Figura 2.9 ilustra a sinergia entre enzima e 

microrganismo durante o SSF, o qual favorece: 

 a redução da inibição enzimática pela glicose formada, devido à 

inexistência do acúmulo desses açúcares no meio; 

 a diminuição da complexidade do processo pela existência de 

uma única etapa;  

 a minimização dos riscos de contaminação, devido às baixas 

concentrações de açúcar livre no meio;  

 o alcance de maiores índices de conversão a glicose, pois os 

equilíbrios das reações enzimáticas são deslocados no sentido 

de formação de mais produto, visto que a glicose é 

concomitantemente consumida; 

 o desfavorecimento da cinética enzimática pela necessidade de 

condução do processo em condições compatíveis com as de 

crescimento da linhagem fermentativa da glicose.  

Sacarificação com Co-fermentação Simultânea (SSCF): este 

processo envolve 3 etapas, das quais a hidrólise da fração 

hemicelulósica e a produção de celulases ocorrem separadamente. A 

hidrólise da celulose e a fermentação, tanto das pentoses quanto das 

hexoses, acontecem simultaneamente, num mesmo equipamento, 

sendo geralmente necessário o auxílio da biologia molecular para o 

desenvolvimento de microrganismos capazes de fermentar pentoses 

e hexoses. 
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Bioprocesso Consolidado (CBP): é o processo de concepção 

mais complexo devido ao envolvimento de, pelo menos, 3 das etapas 

num único equipamento. Para este processo será necessário recorrer 

às ferramentas modernas, como a engenharia genética, no intuito de 

se obter um microrganismo que consiga produzir diversas enzimas 

que permitam a clivagem dos complexos hemicelulósico e celulósico, 

e alta habilidade fermentativa, tanto de pentoses quanto hexoses. 

 

 

Figura 2.9 Esquema do processo SSF em biorreator. 

Fonte: Vasquez, 2007 
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

Neste capítulo será apresentada a justificativa para o 

desenvolvimento desta tese assim como a sua importância frente ao 

desenvolvimento de processo para a obtenção de etanol de segunda 

geração. Adicionalmente, serão listados os objetivos geral e 

específicos. 

3.1 Justificativa 

Nos últimos anos o setor agroindustrial vem se destacando por 

ser um forte gerador de matéria-prima para vários ramos das 

indústrias de bioprocessos, principalmente o de biocombustível. Brasil 

e Estados Unidos, em especial, têm investido na produção de 

bioetanol a partir de biomassa lignocelulósica proveniente, sobretudo, 

de bagaço de cana-de-açúcar e sabugo de milho. A busca pelas 

fontes de energia renováveis é justificada pela tendência a 
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substituição de matérias-primas não renováveis, especialmente 

combustíveis fósseis, por fontes renováveis. 

Atualmente, o grande desafio é a redução do custo nos 

processos de produção do etanol de segunda geração. Várias 

pesquisas em andamento apontam que a introdução da hidrólise 

enzimática, ação de enzimas hemicelulolíticas e celulolíticas, no pré-

tratamento de biomassas em substituição da hidrólise química, 

aumentaria os rendimentos do processo. Uma vez que, nos processos 

de hidrólise química são formados muitos inibidores, os quais 

comprometem a fermentação microbiana. Por isso, são muitos os 

grupos de pesquisas que vêm investindo na produção de enzimas 

celulolíticas por microrganismos nativos e/ou por recombinantes. 

Comercialmente, são vendidos consórcios enzimáticos que 

apresentam os três grupos de celulases, Endoglucanases, 

Celobiohidrolase, β-glucosidase, produzidas por diferentes 

microorganismos. Contudo, esses consórcios enzimáticos comerciais 

apresentam baixa atividade β-glucosidásica, o que gera uma 

necessidade de suplementação desta enzima a estes preparados, 

quando utilizados na hidrólise de materiais lignocelulósicos. 

O grupo de pesquisas de Desenvolvimento de Bioprocessos da 

Escola de Química/ UFRJ vem se destacando por sua experiência na 

produção de xilanase e asparaginase recombinantes em processos 

conduzidos em biorreator sob regime de batelada alimentada, nos 

quais se alcançou altos valores de atividade enzimática quando 

comparados com dados reportados na literatura. Aplicando esta 

experiência na produção de β-glucosidase por microrganismo 

geneticamente modificado se daria um grande passo para obtenção 

desta enzima, visando uma produção economicamente viável e com 

grande potencial para aplicação industrial na obtenção de bioetanol 

de segunda geração. 
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Entre os microrganimos utilizados para a expressão heteróloga 

de enzimas, Saccharomyces cerevisiae se destaca por ser uma 

levedura amplamente estudada para estes fins e, ainda, por ser 

robusta quando utilizada na fermentação alcoólica. Sendo assim, 

torna-se o microrganismo altamente interessante para promover a 

suplementação do preparado enzimático utilizado na produção de 

etanol de segunda geração em sistemas de fermentação e 

sacarificação simultâneas (SSF). 

3.2 Objetivo geral 

Esta tese teve como objetivo geral a produção em biorreator de 

β-glucosidase 4 de Humicola grisea var. thermoidea em 

Saccharomyces cerevisiae como sistema de expressão heteróloga e 

sua utilização na obtenção de bioetanol a partir de celulignina pré-

tratada de bagaço de cana-de-açúcar.  

3.3 Objetivos específicos 

 Selecionar o melhor clone de S. cerevisiae MFL que 

expressa o gene de β-glucosidase 4 de H. grisea var.termoida; 

 Selecionar as condições - temperatura, concentração 

inicial de glicose, concentração celular inicial, fonte de nitrogênio e 

relação C:N - mais adequadas ao crescimento celular e a expressão 

de β-glucosidase recombinante em frascos agitados; 

 Avaliar a produção de β-glucosidase recombinante em 

biorreator em batelada simples; 

 Selecionar o modo de condução da produção de β-

glucosidase recombinante em biorreator em diferentes condições de 

alimentação e diferentes meios de cultivo; 
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 Caracterizar a enzima produzida em biorreator através da 

técnica de SDS-PAGE; 

 Levantar as cinéticas de produção de etanol por linhagens 

de Saccharomyces cerevisiae recombinante e de panificação; 

 Avaliar a fermentação e sacarificação simultâneas de 

diferentes fontes celulósicas - celulose cristalina, CMC, celulignina 

pré-tratada de bagaço de cana-de-açúcar - utilizando a linhagem 

recombinante; 

 Produzir em biorreator etanol de segunda geração de 

celulignina pré-tratada de bagaço de cana-de-açúcar utilizando a 

linhagem de Saccharomyces cerevisiae expressando β-glucosidase 

recombinante; 

 Avaliar a redução da carga enzimática na produção de 

bioetanol de segunda geração de celulignina pré-tratada de bagaço 

de cana-de-açúcar utilizando a linhagem de Saccharomyces 

cerevisiae expressando β-glucosidase recombinante.
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

Neste capítulo estão descritos os materiais e a metodologias 

experimentais utilizados na condução dos todos os experimentos 

realizados para a composição desta tese. 

4.1 Microrganismo utilizado 

A linhagem de Saccharomyces cerevisiae MFL (leu2) utilizada 

neste trabalho, que contém o gene de β-glucosidase do fungo 

filamentoso Humicola grisea var. thermoida,  foi obtida por Benoliel 

(2004) aplicando técnicas de biologia molecular. A levedura S. 

cerevisiae MFL é uma linhagem mutante auxotrófica para leucina 

derivada da linhagem industrial de S. cerevisiae FTPT472, isolada do 

fermentador industrial da Fundação Tropical de Pesquisas 

Tecnológicas André Tosello (Campinas, Brasil). Para a obtenção da 
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linhagem recombinante utilizada neste trabalho, Benoliel et al. (2010) 

clonaram o gene bgl4 de Humicola grisea var. thermoida no 

plasmídeo YEp351PGK, gerando o vetor pYBG4 que foi utilizado na 

transformação da levedura S. cerevisiae MFL (Rocha, 2004; Benoliel 

et al., 2010). 

4.2 Meios de cultura 

4.2.1 Meio de propagação 

Na propagação da levedura foi utilizado meio YPD constituído 

de (em g L-1): extrato de levedura (10,0), peptona de caseína (20,0) 

e glicose (20,0). Os componentes do meio foram esterilizados, 

separadamente, em autoclave a 120ºC por 15 minutos, para 

posteriormente serem misturados. 

4.2.2 Meio de manutenção 

Para manutenção celular foi utilizado meio sólido constituído de 

(em g L-1): ágar bacteriológico (20,0); extrato de levedura (10,0), 

peptona de caseína (20,0) e glicose (20,0). Os componentes do meio 

foram esterilizados, separadamente, em autoclave a 120ºC por 15 

minutos, para posteriormente serem misturados.  

4.2.3 Meio de crescimento e expressão 

O meio de crescimento em glicose – meio BG – foi constituído 

de 1,7 g L-1 de Yeast Nitrogen Base sem aminoácidos, 5 g L-1 de 

sulfato de amônio, 20 g L-1 de glicose, 10 g L-1 de tampão ácido 

aspártico/ ácido glutâmico de pH 6,0. O meio foi esterilizado através 

de filtração em membrana de éster de celulose 0,22 µm. 

O meio de crescimento em celobiose – meio BC – foi constituído 

de 1,7 g L-1 de Yeast Nitrogen Base sem aminoácidos, 5 g L-1 de 

sulfato de amônio, 20 g L-1 de celobiose, 10 g L-1 tampão ácido 
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aspártico/ ácido glutâmico pH 6,0. O meio foi filtrado em membrana 

de éster de celulose 0,22 µm para esterilização. 

O meio de crescimento em glicose e celobiose - meio BGC – foi 

constituído de 1,7 g L-1 de Yeast Nitrogen Base sem aminoácidos, 5 g 

L-1 de sulfato de amônio, 10 g L-1 de glicose, 10 g L-1 de celobiose e 

10 g L-1 tampão ácido aspártico/ ácido glutâmico pH 6,0. O meio foi 

esterilizado em membrana de éster de celulose 0,22 µm. 

4.3 Pré-inoculo 

Frascos cônicos de 50 mL contendo 10 mL de meio BG (seção 

4.2.3) foram inoculados com uma colônia de Saccharomyces 

cerevisiae recombinante estocada em meio de manutenção (seção 

4.2.2). Este meio foi incubado em agitador rotatório com controle de 

temperatura e agitação por aproximadamente 24 horas, sob agitação 

de 200 rpm e a 30°C. 

4.4 Expressão de β-glucosidase de Humicola grisea 
em Saccharomyces cerevisiae recombinante em 
frascos cônicos 

Para conduzir a expansão do inóculo, transferiu-se a suspensão 

celular, obtida no pré-inóculo (seção 4.3), para um frasco cônico de 

1L contendo 200 mL de meio BG (seção 4.2.3), o qual foi incubado a 

30°C e 200 rpm até obtenção de concentração celular de 1,0 g L-1. 

Após centrifugação (7800 g por 20 minutos) da suspensão celular 

obtida, o sobrenadante foi descartado e as células precipitadas foram 

ressuspendidas em 100 mL de meio BG em frasco cônico de 500 mL 

para concentração celular desejada, a fim de se acompanhar a 

expressão enzimática. 

A cada 4 ou 6 horas, foram retiradas alíquotas de 3 mL do 

meio. As células foram separadas do sobrenadante por centrifugação, 
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procedendo-se à quantificação da atividade β-glucosidásica dos 

extratos enzimáticos extracelular (sobrenadante do meio) e 

intracelular (após rompimento da parede celular). 

4.5 Seleção do melhor clone de Saccharomyces 
cerevisiae MFL (LEU2) expressando gene de β-
glucosidase 

O objetivo deste experimento foi selecionar o melhor clone de 

S. cerevisiae recombinante na produção de β-glucosidase em 

presença de glicose (meio BG), presença de celobiose (meio BC) e 

em presença de glicose e celobiose (meio BGC). 

Foram selecionadas, aleatoriamente, 15 colônias dentre 50 

colônias de clones positivos, cedidas pelo Professor Fernando Araripe 

Torres do grupo de Biologia Molecular da UNB. Em seguida, as 

referidas colônias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 3 

mL dos meios específicos (BG, BC e BGC), os quais foram incubados 

por 48 horas a 30°C e 200 rpm. Com os resultados de atividade 

enzimática e atividade enzimática específica, apresentada pelos 

clones de S. cerevisiae nos meios BG, BC e BGC, selecionou-se o 

melhor deles, o qual foi utilizado nos processos de produção de β-

glucosidase deste trabalho. 

4.6 Avaliação do crescimento celular e da produção 
de β-glucosidase por S. cerevisiae recombinante 
utilizando planejamento experimental 

Este experimento foi conduzido utilizando o planejamento 

experimental multivariado com modelo fatorial completo de dois 

níveis e três variáveis (23) mais os pontos centrais para quantificação 

do erro experimental e validação da analise estatística. As variáveis a 

serem avaliadas para a produção de β-glucosidase foram: 

temperatura (30 e 37°C), concentração de glicose (20 e 60 g L-1) e 

de concentração celular inicial (2 e 6 g L-1). Para estes experimentos 
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foram consideradas como variáveis de resposta a concentração 

celular e a atividade enzimática no final do processo (24 h). O arranjo 

experimental completo apresenta-se na Tabela 5.1 do Capítulo 5 

(Seção 5.3). 

4.7 Avaliação de diferentes fontes de nitrogênio para 
expressão de β-glucosidase recombinante 

O objetivo deste experimento foi analisar a influência de 

diferentes fontes de nitrogênio - Yeast Nitrogen Base sem 

aminoácido, extrato de levedura, uréia e sulfato de amônio - na 

expressão de β-glucosidase e produção de etanol por Saccharomyces 

cerevisiae recombinante. Os experimentos foram conduzidos em 

frascos cônicos de 500 mL (seção 4.4) utilizando como composição 

base o meio que forneceu os melhores resultados de atividade 

enzimática nos experimentos de seleção do melhor clone. Nestes 

ensaios, o meio foi suplementado com uma das quatro fontes de 

nitrogênio avaliadas – YNB (0,17 g L-1), extrato de levedura (5,64 g 

L-1), uréia (1,32 g L-1) ou sulfato de amônio (5,01 g L-1) – visando 

fornecer ao meio uma concentração de nitrogênio de 0,615 g L-1 e 20 

g L-1 de glicose  (Tabela 4.1). 

Tabela 4.1 Composição do meio utilizado nos experimentos de avaliação da 
influência de diferentes fontes de nitrogênio na expressão de β-glucosidase 
recombinante. 

Componente Concentração g L-1

Glicose 20 

Tampão ácido aspártico/glutâmico pH 6,0 10 

Nitrogênio presente nas fontes avaliadas 0,615 

Fonte: (Benoliel, 2004) 
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4.8 Avaliação da influência da relação C/N na 
expressão de β-glucosidase recombinante. 

Com os resultados obtidos no experimento de seleção da fonte 

de nitrogênio mais adequada para a produção enzimática (seção 4.7), 

avaliaram-se as relações carbono/nitrogênio de 6,5, 13 e 26, 

utilizando as duas melhores fontes de nitrogênio e glicose como fonte 

de carbono. O experimento foi conduzido em frascos cônicos de 250 

mL contendo 50 mL de meio BG (com variação na concentração de 

nitrogênio) e a concentração de carbono foi mantida constante em 8 

g L-1. 

4.9 Expressão de β-glucosidase recombinante por S. 
cerevisiae em biorreator 

Os experimentos foram conduzidos em biorreator 

instrumentado modelo Biostat® (B.Braun Biotech International) com 

vaso reacional de 2 L, controle de temperatura, pH, nível de oxigênio 

dissolvido e espuma (Figura 4.1). 

O inóculo foi crescido em frascos cônicos nas condições 

descritas na seção 4.3. Após o crescimento da levedura, a suspensão 

celular foi centrifugada a 7800 g por 20 minutos, posteriormente, 

ressuspensa em 1 L de meio BG e então transferida para o vaso 

reacional. A temperatura do meio foi mantida a 37°C e o pH foi 

controlado em 6,0 através da adição automática de solução 2 M de 

NaOH. A concentração de oxigênio dissolvido no meio foi fixada em 

30% da saturação (Ferrara, 2004) e foi mantido através da variação 

da agitação, entre 50 e 1000 rpm, e da vazão de ar, que variou de 

0,5 a 1,0 L min-1. 
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Figura 4.1 Biorreator instrumentado modelo Biostat® utilizado na 
produção de β-glucosidade recombinante. 

Durante a produção de β-glucosidase, foram retiradas alíquotas 

para que fossem acompanhadas as taxas de crescimento celular, de 

produção enzimática, de produção protéica e de consumo de 

substrato. 

Foram realizados experimentos avaliando diferentes fontes de 

nitrogênio e diferentes estratégias de alimentação para a produção de 

β-glucosidase recombinante, conforme descrito nas seções a seguir. 

4.9.1 Batelada Simples em diferentes fontes de 
nitrogênio – Bio I e Bio II 

Com o objetivo de avaliar a produção de β-glucosidase 

recombinante em biorreator realizaram-se dois experimentos, 

denominados de Bio I e Bio II, com meio suplementado com as fontes 

de nitrogênio mais adequadas á produção de β-glucosidase, como 

indicado nos resultados dos experimentos de avaliação das diferentes 

fontes de nitrogênio (Seção 4.7). 
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Ambos os experimentos iniciaram-se com 1,8 L de meio BG 

(seção 4.2.3) variando, apenas, a fonte de nitrogênio. A concentração 

celular inicial foi de 1,7 g L-1 para Bio I e 1,6 g L-1 para Bio II. 

Durante cada uma das fermentações, realizaram-se amostragens 

com intervalo de 4 horas para quantificação da atividade enzimática, 

da concentração celular, de concentração de glicose e etanol. 

4.9.2 Batelada Alimentada por pulsos com 
alimentação de glicose – Bio III 

Objetivando analisar a produção da enzima recombinante em 

regime de batelada alimentada por pulsos, iniciou-se o experimento 

com 1,8 L de meio de crescimento descrito na seção 4.9.1. A cada 8 

horas foi realizada alimentação de 45 a 60 mL de glicose 800 g L-1, a 

fim de obter, aproximadamente, a concentração de 20 g L-1 de 

glicose no meio. A alimentação por pulsos foi mantida por 40 horas e 

foram realizadas amostragens a cada 4 horas para o 

acompanhamento do crescimento celular, consumo de glicose e 

produção enzimática. 

4.9.3 Batelada Alimentada por pulsos com 
alimentação por glicose e fonte de nitrogênio – Bio IV 

Este experimento foi conduzido com alimentação por pulsos de 

glicose e fonte de nitrogênio para avaliar a influência do fornecimento 

pulsado de nitrogênio no meio de produção da enzima recombinante. 

O experimento foi iniciado com 1,8 L de meio de crescimento (seção 

4.9.1) e concentração celular de 1,7 g L-1. Após o total consumo da 

glicose inicial, iniciou-se a alimentação por pulsos de 90 a 120 mL de 

solução contendo glicose 800 g L-1 e fonte de nitrogênio em uma 

proporção que mantenha a melhor relação C/N sinalizada na seção 

4.8. A alimentação foi realizada com a finalidade de fornecer a cada 

pulso uma concentração de, aproximadamente, 20 g L-1 de glicose e 

a quantidade proporcional de fonte de nitrogênio. Amostras foram 
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recolhidas a cada 4 horas para a realização da quantificação do 

crescimento celular, do consumo de glicose e da produção de enzima 

recombinante. 

4.9.4 Batelada Alimentada por vazão constante – Bio 
V e Bio VI 

O objetivo deste experimento foi avaliar a cinética de produção 

da enzima recombinante em regime de batelada alimentada 

continuamente. Os resultados obtidos na seção 4.9.3 foram utilizados 

para definir a vazão de alimentação utilizando a equação 4.1. Esta 

equação é típica de bioprocessos conduzidos por alimentação 

constante, em que a vazão de alimentação é calculada considerando 

dados da batelada simples inicial e valores de concentração celular 

que se deseja alcançar em um intervalo de tempo previamente 

determinado. 

 

 tXYS
VXVXF

SXf

ooo

)( / −
−

=     Equação 4.1 

 

F: Vazão de alimentação (h-1) 

Xo: Concentração de concentração celular inicial (g L-1) 

X: Concentração de concentração celular final (g L-1) 

Vo: Volume inicial (L) 

Sf: Concentração de glicose da alimentação (g L-1) 

YX/S: Fator de rendimento de glicose em biomassa (g de biomassa g-1 

de glicose) 

t: tempo de fermentação estimado (h-1) 

 
Foram realizados dois experimentos com alimentação continua, 

Bio V, com alimentação apenas de glicose e Bio VI com alimentação 

de glicose e fonte de nitrogênio, para avaliar a influência da 
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disponibilização continua tanto da fonte de carbono quanto da fonte 

de nitrogênio.  

Em Bio V foi feita a alimentação continua de solução de glicose 

na concentração de 300 g L-1 por 36 horas, contadas a partir do 

término da batelada simples inicial. Utilizou-se 1,8 L de meio de 

crescimento (seção 4.9.1) e concentração celular de 1,87 g L-1 para 

iniciar a batelada simples. 

Bio VI foi caracterizado pela alimentação continua de solução de 

glicose 300 g L-1 e fonte de nitrogênio na melhor proporção C/N, por 

36 horas após total consumo da glicose inicial. As condições iniciais 

de cultivo foram semelhantes às utilizadas em Bio V. 

Tanto em Bio V quanto em Bio VI foram retiradas alíquotas, com 

intervalos de 4 horas, para quantificação de glicose, biomassa celular 

e atividade enzimática intracelular e extracelular.  

As principais características dos experimentos de produção de β-

glucosidase recombinante em biorreator estão descritas, 

resumidamente, na Tabela 4.2. 

Tabela 4.2: Condições experimentais da produção de β-glucosidase 

recombinante em biorreator.  

Experimento Condução Alimentação Fonte de N Xo (g L-1) 

Bio I BS - FN 1 1,6 

Bio II BS - FN 2 1,7 

Bio III BA por pulsos Glicose FN 1,8 

Bio IV BA por pulsos Glicose + FN FN 1,7 

Bio V BA continua Glicose + FN FN 1,6 

Bio VI BA continua Glicose FN 1,8 

BS: Batelada simples; BA: Batelada alimentada; FN 1 e FN 2: Melhores 
duas fonte de nitrogênio segundo resultados da seção 51; FN: Melhor fonte 
de nitrogênio segundo Bio I e Bio II. 
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Em todos os experimentos conduzidos em biorreator foram 

mantidas as concentrações iniciais de glicose 20 g L-1 e de tampão 

ácido aspártico/ glutâmico 4 g L-1 e o volume útil inicial do reator de 

1,8 L. 

4.10 Estudo das cinéticas de produção de etanol por 
S. cerevisiae recombinante e S. cerevisiae 
comercial 

Para a obtenção de perfil cinético de produção de etanol em 

condições anaeróbicas utilizando S. cerevisiae recombinante, 

realizou-se um estudo comparativo desta linhagem com S. cerevisiae 

comercial. O cultivo foi iniciado com 3,0 g L-1 de concentração celular, 

100 g L-1 de glicose, 1,5 g L-1 de extrato de levedura, 40mL L-1 de 

solução de sais (Tabela 4.3). No caso de levedura recombinante, foi 

utilizado tampão ácido aspártico/ ácido glutâmico (4 g L-1) pH 6,0. 

Todos os experimentos foram realizados em frascos cônicos 

equipados com fermentômetro contendo 50 mL de meio. A utilização 

do fermentômetro permitiu o acompanhamento do desprendimento 

de CO2 para posterior correlação com o etanol produzido utilizando 

cálculo estequiométrico da conversão de glicose em gás carbônico e 

etanol. 

Tabela 4.3 Composição da solução de sais minerais e ácido cítrico 

Componente 
Concentração 

(g/L) 
Componente 

Concentração 
(g/L) 

MgSO4.7H2O 12,5 CuSO4.5H2O 0,025 

CaCl2.2H2O 1,25 CoCl2.6H2O 0,025 

Ácido cítrico 12,5 NaMoO4.2H2O 0,035 

FeSO4.7H2O 0,9 H3BO3 0,050 

MnSO4 0,19 KI 0,009 

ZnSO4.7H2O 0,30 Al2(SO4)3 0,0125 

(Pereira Jr., 1991) 
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4.11  Obtenção de celulignina de bagaço de cana-de-
açúcar 

Para a obtenção da celulignina de bagaço de cana-de-açúcar foi 

utilizada metodologia descrita por Vasquez, 2007. Inicialmente, foi 

realizado o pré-tratamento ácido de bagaço de cana-de-açúcar com 

ácido sulfúrico (1% v/v) com relação sólido:líquido 1 g: 2 mL a 121ºC 

por 40 minutos, obtendo uma fração líquida, rica em pentoses, e uma 

fração sólida composta basicamente por lignina e celulose. Em 

seguida, foi realizada a deslignificação alcalina desta fração sólida 

com NaOH (4% m/V), relação sólido:líquido 1g:20mL a 121ºC por 30 

minutos, o sólido obtido foi denominado de celulignina de bagaço de 

cana-de-açúcar. A determinação dos conteúdos de açúcar, de lignina 

e de cinzas seguiram metodologia descrita pelo National Renewable 

Energy Laboratory (Sluiter et al 2004) e Ververis et al. (2007). 

4.12  Fermentação e sacarificação simultânea de 
diferentes fontes celulósicas 

Este experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar o 

desempenho da levedura recombinante na produção de etanol por 

SSF. Inicialmente, foi realizada hidrólise de diferentes materiais 

celulósicos – Carboximetilcelulose, celulose cristalina e celulignina – 

utilizando o preparado enzimático comercial Multifect (Genencor 

International). As hidrólises enzimáticas foram realizadas a 

temperatura de 47°C e agitação orbital de 250 rpm por 12 horas, 

sendo o meio tamponado com citrato de sódio pH 5,0, carga 

enzimática de 25 FPU/g de material celulósico com uma relação 

sólido:líquido de 1g:4mL. Ao final da etapa de pré-hidrólise 

enzimática (12 horas) foi retirada uma alíquota para quantificação de 

celobiose e glicose.  

Em seguida, iniciou-se a etapa de fermentação e hidrólise 

simultânea, com o uso de fermentômetros. Foram adicionados 10 mL 
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de suspensão celular com concentração de 13 g/L ao hidrolisado 

enzimático obtido, a fim de iniciar a fermentação com concentração  

celular de 2,17 g/L. Os sistemas foram realizados em duplicata e 

incubados a 37°C e 250 rpm por 30 horas. 

4.13  Avaliação do efeito da redução da carga 
enzimática na fermentação e sacarificação 
simultâneas de celulignina de bagaço de cana-de-
açúcar 

Neste experimento foi avaliada a redução da carga enzimática 

no processo de obtenção de etanol a partir de celulignina de bagaço 

de cana-de-açúcar. Foi utilizado o preparado enzimático comercial, 

Multifect (Genencor International). Os experimentos foram realizados 

em duplicata e seguiram metodologia descrita na seção 4.12. A 

Tabela 4.4 apresenta as características de cada sistema avaliado na 

redução de carga enzimática. 

Tabela 4.4 Relação das cargas enzimáticas da produção de etanol a 

partir de SSF de celulignina de cana-de-açúcar. 

Experimento Preparado enzimático 
Carga Enzimática 
(U g-1 celulignina) 

RC1 MULTIFECT 25 

RC2 MULTIFECT 19 

RC3 MULTIFECT 12,5 

4.14 Metodologias utilizadas no acompanhamento dos 

experimentos de produção enzimática 

Todos os experimentos relacionados com a produção da enzima 

β-glucosidase recombinante envolveram a quantificação da 

concentração celular, da atividade enzimática intracelular e 
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extracelular e na maioria dos casos da fonte de carbono (glicose) e o 

principal produto de fermentação (etanol), utilizando as metodologias 

descritas a seguir. 

4.14.1 Determinação da concentração celular 

A concentração celular foi acompanhada por espectrometria a 

600 nm. A concentração celular foi determinada por correlação com a  

absorvância a 600 nm, seguindo a equação 4.2. 

( ) fdAbsX **7128,0=   Equação 4.2 

Na qual, 

X:concentração celular em massa seca (g L-1); 

Abs: absorvância em 600 nm; 

fd: fator de diluição empregado na suspensão celular. 

4.14.2 Rompimento celular 

A cada amostragem de 1 mL do meio de cultivo, as células 

foram separadas do sobrenadante por centrifugação a 6.000 g por 10 

minutos para, então, serem lavadas por duas vezes com 1 mL de 

tampão acetato de sódio 1 mM pH 6,0, para total remoção do meio 

de cultura, seguido de centrifugação a 6.000 x g por 10 minutos. 

Posteriormente, as células foram ressuspensas em 1 mL do tampão 

acetato de sódio e transferidas para um tubo Eppendorf de 2 mL. 

Para facilitar o rompimento da parede celular as células foram 

congeladas a -4°C e descongeladas a 42°C. Em seguida, Adicionou-se 

1 mL de pérolas de vidro ao tubo e as células foram incubadas a 0°C 

por 10 minutos, seguida por agitação vigorosa em vórtex, para o 

rompimento da parede celular por atrito. Foram feitos três 

tratamentos de 45 segundos em vórtex com intervalos de 15 

segundos no banho de gelo. O extrato periplasmático foi separado 
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por centrifugação a 6.000 g por 10 minutos. Esse extrato foi estocado 

a 4°C e utilizado para a quantificação da atividade enzimática 

intracelular (Figura 4.2). 
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Figura 4.2 Etapas da obtenção de extrato enzimático intracelular 

através do rompimento celular. 

4.14.3  Quantificação da Atividade β-glucosidásica 

Para a determinação da atividade ß-glucosidásica em celobiose, 

50 µL de extrato enzimático intracelular ou extracelular, previamente 

diluídos em tampão acetato de sódio 1 mM pH 6,0, foram incubados 

com 50 µL de solução de celobiose 15 mM pH 6,0 por 30 min. a 50ºC 

em banho tesmostatizado (Dubnoff). Após o tempo reacional, os 

tubos foram imediatamente incubados a 100ºC por 10 min., de forma 

a promover a inativação das enzimas. Em seguida, adicionou-se 1 mL 

de reativo enzimático para dosagem de glicose (Seção 4.14.4) e os 

tubos foram novamente incubados, desta vez a 37ºC por 15 min. 

Finalmente, foi adicionado 1 mL de água destilada e as soluções 
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tiveram suas absorvâncias registradas em espectrofotômetro 

(Spectrumlab modelo 22PC - Spectrophotometer) a 505 nm com 

posterior correlação com curva de calibração (adaptado de Ghose, 

1987). As análises foram realizadas em triplicata, utilizando glicose 

como padrão. 

A partir da concentração de glicose foi determinada a atividade 

enzimática (U/L). Uma unidade de atividade β-glucosidásica (U) foi 

definida como a quantidade de enzima que catalisa a liberação de 1 

µmol de glicose por minuto, sob as condições de ensaio padrão (50°C 

por 30 minutos). 

( ) ( )[ ]
( ) ( )[ ]tempovolume

fdeglidemolesidásicagluAtividade
*

*coscos µβ =−  Equação 4.3  

Em que, 

 Atividade β-glucosidádica: U L-1; 

 µmoles de glicose: quantidade de micromoles de glicose 

calculados a partir da curva padrão; 

 fd: fator de diluição empregado ao extrato enzimático; 

 tempo: tempo de reação enzimática, em minutos; 

 volume: volume de amostra empregado na reação enzimática. 

4.14.4 Reativo enzimático para quantificação de 
glicose 

Este reativo é obtido a partir das seguintes soluções: 

Solução A: 25 mM de 4-aminofenazona (4-AF) em tampão Tris 920 

mM; 

Solução B: 55 mM de fenol; 
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Solução C: Solução enzimática contendo acima de 1KU/mL de 

glicose oxidase (GOD) e acima de 0,15 KU/mL de peroxidase (POD). 

Para o preparo de 100 mL de reativo, adicionou-se, na 

seqüência, 70 mL de água destilada, 5 mL da solução A, 5 mL da 

solução B, 300 µL da solução C e o volume foi completado com água 

destilada. 

4.14.5 Quantificação de etanol e celobiose 

O meio, após filtração em membrana de acetato de celulose 

(MillexTM 0.22 µ, Millipore) e diluição adequada com água destilada, 

foi analisado utilizando o equipamento de Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (CLAE) da Waters® Corporation, contendo o sistema de 

bombeamento modelo 510 (Waters), injetor Rheodyne, detector de 

índice de refração modelo 2487 (Waters) e integrador HP 3390A 

(Hewlett Packard). Foi utilizada a coluna de troca iônica Sugar 

SC1011 (Shodex®), mais adequada para os analitos em questão. 

Como fase móvel foi utilizada água “Milli-Q” a uma vazão de 0,6 

mL/min. sob pressão de 500 psi. O volume de amostra injetada foi de 

5 µL. As temperaturas do forno e do detector foram de 75°C e 40°C, 

respectivamente. Nessas condições, os tempos de retenção do etanol, 

da glicose e da celobiose foram, respectivamente, 15,99, 11,72 e 

9,69 minutos. Foi utilizado padrão de etanol a 15 g/L. As soluções-

padrão de celobiose (2,5 g/L) e glicose (10,0 g/L) foram preparadas a 

partir de padrões sólidos. 

4.15 Caracterização da enzima β-glucosidase de 

Humicola grisea variação thermoida expressa por 

S. cerevisiae 

Para a determinação da massa molecular da enzima 

recombinante por SDS PAGE e para a caracterização da atividade β-
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glucosidásica por zimograma utilizou-se extrato enzimático 

intracelular concentrado por precipitação por sulfato de amônio, 

previamente quantificadas. As metodologias para quantificação 

protéica, para a concentração do extrato enzimático e para a 

eletroforese estão descritas a seguir. 

4.15.1 Quantificação protéica 

A quantificação de proteínas foi realizada seguindo o método de 

Bradforf (1976). O conteúdo protéico total dos extratos enzimáticos 

foi determinado incubando-se 800 µL de amostra com 200 µL de 

reagente à base do corante Coomassie blue por 5 min. a temperatura 

ambiente. Após este tempo reacional, adicionou-se 1 mL de água 

destilada e a absorvância das soluções foi registrada a 595 nm. O 

branco reacional continha 800 µL de água, no lugar da amostra. 

A curva padrão que correlaciona valores de absorvância ao 

conteúdo protéico de soluções foi obtida utilizando-se albumina 

bovina sérica, como padrão, em concentrações na faixa de 5 a 50 mg 

L-1. Os pontos da curva padrão foram submetidos às mesmas etapas 

que as amostras dos extratos enzimáticos, para sua quantificação.  

4.15.2 Precipitação enzimática por sulfato de amônio 

Para a precipitação enzimática seguiu-se a metodologia descrita 

por Ferreira (2005). Nesta metodologia o extrato enzimático 

intracelular ou extracelular, obtido em processos em frascos agitados 

ou biorreator, foi incubado em banho de gelo a, aproximadamente, 

0ºC e foi mantido sob agitação. Durante esta etapa, adicionou-se 

lentamente a quantidade de sulfato de amônio referente a 90% de 

saturação do extrato enzimático (60,3g de sulfato de amônio para 

cada 100mL de extrato enzimático). Após ter adicionado todo o 

sulfato de amônio, o extrato enzimático foi mantido em banho de 

gelo a 0ºC por aproximadamente 1:30h, em seguida, a suspensão foi 
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centrifugada a 7000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado e 

o precipitado ressuspendendido na menor quantidade possível de 

tampão acetato de sódio 1mM pH 6,0. 

4.15.3 Eletroforese em SDS-PAGE 

Para caracterização da proteína recombinante e da atividade β-

glucosidásica expressa por S. cerevisiae recombinante foi realizada 

eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes 

(SDS-PAGE) e nativas. 

A 50µL de extrato enzimático, contendo 250 mg/L de proteína, 

foram adicionados 50 µL de tampão de amostra e esta mistura foi 

desnaturada por aquecimento a 95°C durante 4 minutos. 20 µL de 

padrão de massa molecular e 20 µL de mistura foram aplicados em 

gel de poliacrilamida 15%, previamente preparado seguindo 

metodologia de Laemmli (1970). As amostras correram a 20mA por 

aproximadamente 90 minutos, e em seguida o gel foi corado com 

solução 0,1% de Coomassie Blue R-250, para então ser tratado por 

solução descorante (metanol 45% e ácido acético 10%).  

Para revelação específica da atividade β-glucosidásica utilizou-

se metodologia proposta por Kwon et al. (1994). O gel nativo, isento 

de SDS, foi imerso em tampão acetato de sódio 1mM contendo 

Esculim (6,7-dihydroxycoumarin 6-glucoside) e cloreto férrico, sendo 

mantido sob agitação orbital de 50 rpm a 37°C. Durante a incubação, 

a atividade da enzima β-glucosidase foi detectada através da 

formação de um precipitado escuro, característico da hidrólise 

promovida ao Esculim pela enzima β-glucosidase.  

Os padrões de proteína utilizados para a realização de corrida 

de eletroforese em gel de acrilamida estão descritos na Tabela 4.5. 
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Para a determinação da massa molecular das proteínas 

identificadas no gel de acrilamida foi utilizado o programa “Gel Pro-

Analyser versão 4”. 

Tabela 4.5: Composição da solução padrão de proteínas 

 

Proteína Massa Molecular (KDa) 

Albumina 66 

Ovoalbumina 45 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 36 

Anidrase carbônica bovina 29 

  Tripsinogênio pancreático bovina 24 

Inibidor de tripsina de soja 20,1 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Neste capítulo estão descritos os principais resultados obtidos 

nesta tese, com as suas discussões baseadas nos fenômenos 

observados e nos resultados reportados pela literatura. 

5.1 Seleção do melhor clone de Saccharomyces 
cerevisiae MFL (Leu2) recombinante 

A levedura Saccharomyces cerevisiae destaca-se como um dos 

microrganismos mais utilizados para a expressão heteróloga e para a 

produção de etanol (Wong, 1979; Van Rensburg, 1996). Em sua 

forma nativa, a levedura não apresenta atividade celulolítica, fato que 

somado a sua alta capacidade fermentativa, tem motivado múltiplas 

pesquisas para a expressão de celulases, objetivando, 

principalmente, a obtenção destas enzimas para aplicação industrial, 
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bem como para produção de etanol, no caso de processos SSF (Lynd 

et al., 2000; McBride, 2005). 

Vários clones da linhagem de Saccharomyces cerevisiae 

contendo o gene de β-glucosidase 4 de Humicola grisea var. 

thermoidea foram obtidos pelo grupo de Biologia Molecular da 

Universidade de Brasília (Benoliel, 2004), e foram gentilmente 

cedidos pelo professor Fernando Torres para realização desta tese. O 

gene bgl4 do fungo filamentoso Humicola grisea está presente no 

plasmídeo pYBG4, que foi utilizado para a transformação da levedura 

S. cerevisiae. 

 

Figura 5.1 Plasmídeo pYBG4 utilizado por Benoliel (2004) para 
transformação da levedura S. cerevisiae. 
Fonte: Benoliel et al. (2010) 
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A levedura utilizada expressa a enzima que hidrolisa celobiose, 

desta forma tornou-se interessante analisar o potencial desta em 

degradar celobiose e consumir a glicose liberada. Para tal, foi 

analisada a produção de enzima na presença de glicose (meio BG), 

na presença de glicose e celobiose (meio BGC), e na presença apenas 

de celobiose (meio BC) seguindo metodologia descrita na seção 4.5. 

Nenhum dos clones da linhagem recombinante apresentou 

crescimento celular, nem atividade β-glucosidásica em meio contendo 

celobiose como fonte exclusiva de carbono (BC). Fujita et al. (2004), 

Van Rooven et al. (2005), Mcbride et al. (2005) e Den Haan et al. 

(2007) descrevem em seus trabalhos que a enzima β-glucosidase 

recombinante, em muitos casos, é expressa no citoplasma celular. 

Nestes trabalhos a enzima foi ancorada na superfície celular da 

levedura S. cerevisiae para se garantir o consumo de celobiose. Desta 

forma, pode-se explicar a falta de crescimento celular e da atividade 

celular em meio BC, pois a linhagem utilizada nesta tese não possui a 

enzima recombinante ancorada na superfície celular (Benoliel, 2004). 

Tanto o meio BG quanto o meio BGC possibilitaram o 

crescimento celular e a produção de β-glucosidase recombinante. 

Analisando a Figura 5.2 pode-se perceber que a presença de 

celobiose limitou a produção enzimática (no meio BGC), na maioria 

dos clones, diferente do observado em meio BG. Nestes ensaios era 

esperado que no meio BGC as atividades enzimáticas apresentassem, 

pelo menos, a metade dos valores obtidos em meio BG, ao possuir a 

metade da concentração de glicose destes. No entanto, os valores de 

atividade β-glucosidásica foram menores, corroborando a deficiência 

dos clones para a expressão da enzima na presença de celobiose 

(meio BG e BGC).  
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Figura 5.2 Atividade β-glucosidásica de 15 clones de Saccharomyces 
cerevisiae produtores de β-glucosidase em meio de glicose (BG) e em meio 
de glicose e celobiose (BGC). 

Os clones 6, 16 e 17 não apresentaram produção enzimática 

em meio com a mistura glicose e celobiose (BGC), enquanto que o 

clone 13 não apresentou produção enzimática em meio contendo 

apenas glicose como fonte de carbono. Já os clones que produziram 

β-glucosidase em ambos os meios, BG e BGC, apresentaram grande 

diferença na produção enzimática. A atividade β-glucosidásica em 

meio de glicose e celobiose (BGC) variou entre 3 e 6 U L-1 e em meio 

de glicose entre 18 e 43 U L-1. Analisando esses valores, os clones 12 

e 18 apresentaram-se como melhores produtores de β-glucosidase  

em ambos os meios. O clone 12 foi selecionado para ser utilizado em 

todos os experimentos posteriores por apresentar maior atividade 

enzimática específica – U g-1 - (Figura 5.3). 
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Figura 5.3 Atividade β-glucosidásica específica de 15 clones de 
Saccharomyces cerevisiae produtores de β-glucosidase em meio de glicose 
(BG). 

Shen et al. (2008) descrevem que a habilidade de utilização de 

glicose em presença de celobiose da levedura Saccharomyces 

cerevisiae modificada com o gene BGL1, para expressão de β-

glucosidase, não é alterada. No entanto, os ensaios realizados com a 

linhagem de S. cerevisiae MFL não mostraram tal comportamento. 

Neste caso, a presença de celobiose comprometeu o crescimento 

celular e a produção da enzima. 

A Figura 5.4 apresenta o perfil cinético de produção da enzima 

β-glucosidase recombinante do clone 12 de Saccharomyces cerevisiae 

MFL (Leu 2). A produção foi realizada em meio contendo glicose como 

fonte de carbono, nestas condições o clone selecionado manteve os 

níveis de produção enzimática apresentado no experimento de 

seleção dos clones, produzindo 45 U L-1 de atividade β-glucosidásica 

intracelular, ao final de 24 horas. A levedura recombinante 
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apresentou uma taxa específica de crescimento de 0,124 h-1 e 

produtividade volumétrica de atividade enzimática intracelular (QAE) 

igual a 1,875 U L-1 h-1. 
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Figura 5.4 Cinética de produção da enzima β-glucosidase recombinante 
utilizando o clone 12 de Saccharomyces cerevisiae MFL em frasco cônico. 

5.2 Caracterização da enzima β-glucosidase 
recombinante por SDS-PAGE 

A técnica eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) é 

amplamente utilizada para caracterizar proteínas e baseia-se na 

migração de moléculas de diferentes tamanhos (massas moleculares) 

sobre um meio gelatinoso poroso, que age como uma peneira 

molecular, em que as moléculas maiores migram mais lentamente do 

que as moléculas menores. Sendo assim, as moléculas maiores ficam 

localizadas na parte superior, enquanto que as moléculas menores, 

que migram mais facilmente, são encontradas em sua parte inferior 

(Castro, 2006). A técnica de zimograma pode ser associada a  
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eletroforese em gel de poliacrilamida para a detecção da atividade 

específica de enzimas. Para a detecção de β-glucosidase, em gel de 

poliacrilamida, destacam-se alguns substratos específicos, por 

exemplo, p-nitrofenil-β-D-glicosídeo ou 6-bromo-2-naftil-β-D-

glicosídeo ou 4-metilumbeliferil-β-D-glicosídeo ou 6,7-

dihidroxicumarin 6-glicosídeo (Benoliel et al., 2010; Kwon et al., 

1994).  

Com o objetivo de identificar e caracterizar a enzima β-

glucosidase, produzida pela linhagem de Saccharomyces cerevisiae 

recombinante utilizada neste trabalho, foi realizada a eletroforese em 

condições nativas do extrato enzimático intracelular. Para tal, o 

extrato enzimático intracelular foi concentrado através da técnica de 

precipitação de proteínas por sulfato de amônio com 90% de 

saturação (salting out). A caracterização da enzima β-glucosidase 

recombinante foi realizada seguindo metodologia descrita por Kwon 

et al. (1994), em que foi utilizado o esculin (6,7-dihidroxicoumarin 6-

glicosídeo) como substrato do zimograma para a localização da 

enzima β-glucosidase em gel de poliacrilamida. A identificação ocorre 

através da ação da enzima β-glucosidase ao β-glucosídeo natural, 

esculin, que é hidrolisado em esculetin (6,7-dihidroxicoumarin) e 

glicose, e quando o esculetin reage com o cloreto férrico forma um 

precipitado preto. Segundo Kwon et al. (1994) esta metodologia 

permite a localização da enzima com alta nitidez, rapidez e facilidade 

de manipulação. 

Após a corrida eletroforética, a qual seguiu as condições 

descritas na seção 4.15.3, dividiu-se o gel de poliacrilamida 15% em 

duas partes, uma denominada por “CA” que continha o padrão de 

massa molecular para proteínas e duplicata da amostra do extrato 

enzimático intracelular, e outra denominada por “CE” que continha 
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apenas a duplicata da amostra de extrato enzimático intracelular 

(Figura 5.5). 

 
CE CA    

β-glucosidase 

EEI EEI EEI EEI PD 

56,3 kDa 

43,6 kDa 

20,1 kDa 

24 kDa 

29 kDa 

36 kDa 

45 kDa 

66 kDa 

Figura 5.5 Gel de poliacrilamida 15% em condições nativas para amostras 
de extrato enzimático intracelular concentrado de Saccharomyces cerevisiae 
recombinante. O gel “CA” foi corado com Coomassie Blue 0,1% e o gel “CE” 
foi submerso em solução de esculin/cloreto férrico. PD: Padrão de massa 
molecular de proteína contendo albumina (66 KDa); ovoalbumina (45 KDa); 
gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (36 KDa); anidrase carbônica bovina 
(29 KDa); tripsinogênio pancreático bovina (24 KDa); inibidor de tripsina de 
soja (20,1 KDa) e EEI: Extrato enzimático intracelular concentrado. 

A parte do gel denominada como “CE” foi incubada em tampão 

acetato de sódio 1 mM pH 6,0 contendo esculin 0,1% (m/v) e cloreto 

férrico 0,03% (m/v) durante 15 minutos a 40ºC sob agitação orbital 

de 50 rpm. Durante a incubação, bandas escuras foram aparecendo 

correspondendo a formação da esculetina com íon férrico, 

caracterizando assim a atividade β-glucosidásica (Figura 5.5). A parte 

do gel denominada de “CA” foi corada com Coomasie Blue 0,1 % e as 

massas moleculares das bandas de proteína presentes no extrato 

enzimático intracelular foram calculadas através da ferramenta 

computacional “Gel Pro-Analyzer versão 4”. A Figura 5.6 apresenta a 

analise gerada pelo software “Gel Pro-Analyzer versão 4” realizada 

através da correlação entre as bandas de proteína presentes no 

padrão de massa molecular e das bandas presentes na amostra. 

Dessa forma, foi possível identificar três bandas de proteínas: a 
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primeira banda, mais intensa, de massa molecular 56,3 kDa e outras 

duas bandas de menor intensidade, dentre as quais identificou-se a 

banda de massa 43,6 kDa como sendo a banda característica da 

enzima β-glucosidase, que foi confirmada pelo zimograma (gel “CE”). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d c 

b a 

Figura 5.6 Gráficos gerados pelo programa “Gel Pro-Analyzer versão 4” 
determinação das massas moleculares pelo do gel de poliacrilamida 15% 
em condições nativas para amostras de extrato enzimático intracelular 
concentrado de Saccharomyces cerevisiae recombinante. a: gel de 
poliacrilamida 15% com padrão de massa molecular e extrato enzimático 
intracelular; b: caracterização das massas moleculares do padrão de 
amostra; c: caracterização da massa molecular da proteína de massa 56,3 
kDa; d: caracterização da massa molecular da proteína de massa 43,6 kDa.  

Benoliel et al. (2010) descrevem a expressão de β-glucosidase 

de Humicola grisea var. thermoida em Saccharomyces cerevisiae, em 

frascos agitados, e identificaram que a enzima recombinante 

apresenta massa molecular de 57 kDa através de zimograma 

utilizando MUG como substrato específico. 
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Jeon et al. (2009) obtiveram através de técnicas de engenharia 

molecular uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae expressando 

D-endoglucanase de Clostridium cellulovorans e β-glucosidase (Bgl1) 

de Saccharomycopsis fibuligera para ser utilizada na produção de 

bioetanol por sacarificação e fermentação simultânea da celulose. As 

enzimas recombinante tiveram suas massas moleculares identificadas 

através de SDS-PAGE, D-endoglucanase e β-glucosidase 

apresentaram massas moleculares de 50 kDa e 90 kDa, 

respectivamente. 

5.3 Avaliação do crescimento celular e da produção 
de β-glucosidase por S. cerevisiae recombinante 
utilizando planejamento experimental 

Os experimentos foram conduzidos, em frascos agitados, com o 

intuito de avaliar a produção de β-glucosidase em diferentes 

condições de cultivo, utilizando planejamento experimental para 

posterior análise dos efeitos das variáveis. Foram avaliadas: a 

temperatura, a concentração celular inicial e a concentração de 

substrato. Os valores definidos para os níveis mínimos e máximos, 

bem como os pontos centrais referentes a cada variável estão 

descritos na seção 4.6. 

Ao analisar o crescimento celular, observou-se que as maiores 

concentrações celulares finais foram obtidas nos experimentos em 

que foram utilizado os níveis máximos para concentração inicial de 

células (experimentos 3, 4, 7 e 8) (Tabela 5.1), sendo, 

adicionalmente, independente da concentração inicial de glicose, 

dados que se corroboram com o gráfico de Pareto (Figura 5.7). 

Segundo a Figura 5.7 a única variável que apresentou influência 

significativa no crescimento celular foi a concentração inicial de 

células. É importante evidenciar como erro experimental (erro puro) 

obedeceu a uma ordem de grandeza menor aos resultados 
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experimentais, indicando a reprodutibilidade dos experimentos. 

Adicionalmente, a significância estatística apresentada pela curvatura 

indica que na faixa de valores avaliados o comportamento da 

resposta (concentração celular final) pode ser melhor representado 

por um modelo quadrático.  

Os valores máximos das atividades β-glucosidásicas, presentes 

na Tabela 5.1, indicam que o experimento 8, com os níveis máximos 

das três variáveis analisadas, forneceu o melhor valor de atividade 

enzimática. No entanto, segundo o gráfico de Pareto (Figura 5.8), 

apenas as variáveis temperatura e concentração celular inicial 

apresentaram significância estatística sobre produção enzimática. 

Tabela 5.1 Matriz do planejamento fatorial 23 para otimização do 
crescimento celular e da produção de β-glucosidase utilizando planejamento 
experimental. 

Experimentos 
Glicose  
(g L-1) 

Xo  
(g L-1) 

T  
(ºC) 

X  
(g L-1) 

Atividade        
β-glucosidásica 

máxima 
(U L-1) 

1 20 2 30 5,8 60 

2 60 2 30 5,1 70 

3 20 6 30 10,8 260 

4 60 6 30 10,7 160 

5 20 2 37 5,1 230 

6 60 2 37 5,5 230 

7 20 6 37 10,4 335 

8 60 6 37 10,3 420 

9 40 4 33,5 9,2 318 

10 40 4 33,5 8,8 313 

11 40 4 33,5 8,9 275 

12 40 4 33,5 8,8 275 

Xo: Concentração celular inicial; T: Temperatura; X: Concentração celular final. 
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Figura 5.7 Gráfico de Pareto para análise da variável dependente X 
(concentração celular final). 

 

Figura 5.8 Gráfico de Pareto para análise da variável dependente atividade 
β-glucosidásica. 
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Considerando-se que a concentração de glicose, na faixa de 

valores avaliados, não apresentou efeito significativo para nenhuma 

das variáveis de resposta, foram consideradas como as melhores 

condições: Xo = 6 g L-1, So = 20 g L-1 a 37ºC. Estas condições foram 

validadas, obtendo-se uma atividade final de 440 U L-1 após 24 horas 

de processo, como apresentado na Figura 5.9. Este resultado condiz 

com os resultados do planejamento. No entanto, foi extremamente 

laborioso obter um inóculo da ordem de 6 g L-1 da levedura 

recombinante para se iniciar a produção enzimática. Uma vez que, foi 

necessário centrifugar grandes volumes de suspensão celular para se 

obter a concentração de 6 g L-1, isto porque as células de S. 

cerevisiae recombinante atingiram a fase exponencial do crescimento 

com 12 horas de cultivo e concentração celular de 1 g L-1. Com toda 

esta realidade experimental, foi definida uma concentração inicial de 

células de 2 g L-1, para os experimentos posteriores, uma 

concentração inicial de glicose de 20 g L-1 e temperatura de 37°C a 

fim de facilitar o trabalho laboratorial. 
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Figura 5.9 Cinética de produção de β-glucosidase e crescimento de 
Saccharomyces cerevisiae recombinante, em frascos agitados, nas 
condições indicadas como melhores pelo planejamento fatorial – Xo: 6 g L-1; 
So: 60 g L-1; T: 37 ºC. 

5.4 Avaliação de diferentes fontes de nitrogênio para 
expressão de β-glucosidase recombinante 

A suplementação de nutrientes e o modo de operação de um 

biorreator são modificações intrínsecas que podem levar ao aumento 

do rendimento e da produtividade de um dado bioprocesso. A 

suplementação do meio de cultura com compostos nitrogenados é de 

fundamental importância para as rotas biossintéticas da levedura 

Saccharomyces cerevisiae (Brandberg, 2007). Com base nestas 

informações foi realizada a avaliação da influência de diferentes 

fontes de nitrogênio na expressão enzimática, seguindo metodologia 

descrita na seção 4.7. As fontes de nitrogênio avaliadas foram Yeast 

Nitrogen Base sem aminoácido (YNB), extrato de levedura, uréia e 

sulfato de amônio ((NH4)2SO4). 
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A Figura 5.10 fornece os valores de atividade enzimática 

obtidos pelo cultivo de S. cerevisiae recombinante em meio 

suplementado com as diferentes fontes de nitrogênio. Nesses 

resultados, percebe-se que a utilização de extrato de levedura levou 

aos maiores valores de atividade β-glucosidásica (787 U L-1), com 

20% a mais da atividade enzimática apresentada com YNB como 

fonte de nitrogênio (631 U L-1). Quando o meio foi suplementado com 

uréia ou sulfato de amônio obtiveram-se valores de atividade 

enzimática de 204 U L-1 e 76 U L-1, respectivamente. Da mesma 

forma, Aiyer (2004) reportou a obtenção dos menores valores de 

atividade enzimática (atividade amilásica) ao utilizar sulfato de 

amônio como fonte de nitrogênio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.10 Valores de atividade β-glucosidásica máxima em diferentes 
fontes de nitrogênio produzida por S. cerevisiae recombinante a 37ºC, 
200rpm, Xo: 2 g L-1; So: 20 g L-1. 
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Em cultivos em que os meios foram suplementados extrato de 

levedura ou YNB foram obtidos os melhores valores de atividade 

enzimática, provavelmente, por estas fontes de nitrogênio serem 

enriquecidas com algumas vitaminas, aminoácidos e outros micro-

nutrientes, os quais devem exercer papel de grande importância na 

síntese da enzima heteróloga β-glucosidase. Lang et al. (1997) 

utilizaram diversas fontes de aminoácidos (caseína, peptona e extrato 

de levedura) para enriquecer o meio e observaram que em todos os 

casos investigados houve um aumento na produção da proteína 

heteróloga de interesse, especialmente quando utilizado extrato de 

levedura. Thomas e Ingledew (1990) descrevem que uma mistura de 

aminoácidos (como extrato de levedura ou casaminoácidos) ou um 

simples aminoácido (tal como ácido glutâmico) estimulam o 

crescimento celular e reduzem o tempo de fermentação alcoólica em 

cultivos de Saccharomyces cerevisiae. Com as afirmações expostas 

por Lang et al. (1997) e Thomas e Ingledew (1990) pode-se dizer 

que a presença de aminoácidos favorece a produção de β-glucosidase 

recombinante.  

No que concerne à produção de etanol, as fontes YNB e sulfato 

de amônio foram as mais adequadas, sendo alcançados os maiores 

valores de concentração de etanol, 12,1 g L-1 e 10,5 g L-1, 

respectivamente (Figura 5.11), correspondentes a produtividades 

volumétricas de etanol de 0,504 g L-1 h-1 e 0,438 g L-1 h-1, 

respectivamente. Estas fontes de nitrogênio caracterizam-se por 

apresentar o íon amônio como a molécula que fornece o nitrogênio 

diretamente a célula. Albers et al. (1996) demonstram que a 

formação de produtos é diretamente afetada pela fonte de nitrogênio 

utilizada no cultivo da levedura S. cerevisiae, especialmente, 

verificaram que a produtividade de etanol aumentou nos cultivos em 

que foram utilizadas fontes amoniacais, fato que corrobora os 
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resultados de produtividades volumétricas de etanol (QP) obtidos 

neste trabalho. 
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Figura 5.11 Valores de concentração de etanol produzida por 
Saccharomyces cerevisiae recombinante em diferentes fontes de nitrogênio 
a 37ºC, 200rpm, Xo: 2 g L-1; So: 20 g L-1. 

5.5 Avaliação da influência da relação C/N na 
expressão de β-glucosidase recombinante. 

Segundo Brandberg (2007), a variação na disponibilidade de 

nitrogênio no meio de cultivo ocasiona muitas conseqüências nas 

rotas metabólicas de Saccharomyces cerevisiae. Com o objetivo de 

avaliar a relação entre a disponibilidade de nitrogênio e a produção 

da enzima β-glucosidase recombinante, utilizaram-se as relações C/N 

de 6,5, 13 e 26 para as fontes de nitrogênio YNB e extrato de 

levedura nos cultivos com a levedura Saccharomyces cerevisiae. A 

seleção de YNB e extrato de levedura, para a realização deste 

experimento, decorrem dos resultados obtidos na avaliação da 
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influência de diferentes fontes de nitrogênio na expressão enzimática 

(seção 5.4), nos quais estas duas fontes se mostraram como as 

melhores.  

A relação C/N de 13 forneceu os maiores valores de atividade 

enzimática, tanto para YNB quanto para extrato de levedura. Esta 

relação representa uma concentração de nitrogênio de 0,615 g L-1 no 

meio de cultivo (Figura 5.12) para a concentração inicial de glicose 

utilizada (20 g L-1) . 

No experimento em que foi utilizado YNB com relação C/N 13 

alcançou-se a atividade enzimática de 631 U L-1, a maior atividade 

dentre as três relações C/N analisadas para YNB (Figura 5.12). O 

cultivo em que foi utilizado YNB com a relação C/N 6,5 possibilitou 

alcançar 100 U L-1 de atividade β-glucosidásica, 6,3 vezes menor do 

que a máxima obtida para essa fonte de nitrogênio. Quando 

diminuída a disponibilidade desta fonte de nitrogênio (relação C/N 26) 

não foi observada nenhuma atividade enzimática. Os resultados 

obtidos com as relações C/N 6,5 e 13 sugerem que há uma 

quantidade ideal de íons amônio que favorece a produção da enzima 

β-glucosidase. Lang et al. (1997) verificaram que a quantidade da 

fonte de nitrogênio utilizada no meio de cultivo interfere na produção 

da proteína de interesse, bem como a relação carbono/nitrogênio 

imposta ao meio de cultivo, devido ao aumento da quantidade de íons 

amônio.  
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Figura 5.12 Atividade β-glucosidásica máxima em diferentes relações C/N, 
tendo YNB e extrato de levedura como fonte de nitrogênio e glicose como 
fonte de carbono. Condições iniciais: a 37ºC, 200rpm, Xo: 2 g L-1; So: 20 g 
L-1. 

Em processos nos quais se têm uma proteína recombinante 

como produto, a indução de proteases se dá quando ocorre a 

diminuição da concentração de nitrogênio no meio, sendo estas 

proteases responsáveis pela degradação de proteínas presentes no 

meio de cultivo. Tal fato poderia explicar a ausência de atividade 

enzimática ao utilizar a relação C/N de 26, tendo YNB como fonte de 

nitrogênio. 

5.6 Expressão de β-glucosidase de Humicola grisea 
em S. cerevisiae recombinante em biorreator 

O desenvolvimento de cultivos da levedura Saccharomyces 

cerevisiae em biorreator, visando à obtenção de proteínas 
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recombinantes, tem proporcionado um ganho na produtividade 

através do controle mais rigoroso de algumas variáveis importantes 

como pH, temperatura, assim como pela possibilidade de modificar o 

modo de condução do processo (Miguel, 2006). Dessa forma, foram 

avaliadas diferentes condições de cultivo de S. cerevisiae 

recombinante em biorreator visando obter maiores valores de 

atividade de β-glucosidase.  

5.6.1 Batelada simples em diferentes fontes de 
nitrogênio – Bio I e Bio II 

Nesta seção foi verificada a influência das fontes de nitrogênio, 

YNB e extrato de levedura, em biorreator sob regime de batelada 

simples. Para tal, utilizou-se a relação C/N de 13 apontada na seção 

5.5 como a melhor relação, dentre as avaliadas, para expressão da 

enzima β-glucosidase. 

A produção da enzima recombinante em biorreator sob regime 

de batelada simples utilizando extrato de levedura como fonte de 

nitrogênio e glicose (20 g L-1) como fonte carbono, com relação C/N 

de 13, foi denominada de Bio I. As condições iniciais para a realização 

do processo Bio I foram as sinalizadas como as melhores nos 

resultados descritos na seção 5.5, que apontaram o extrato de 

levedura como a melhor fonte de nitrogênio para a expressão 

enzimática em frascos cônicos. Quando estas condições foram 

utilizadas em biorreator, identificou-se que a levedura apresentou a 

fase exponencial de crescimento celular entre 3 e 9 horas de cultivo, 

com uma taxa específica de crescimento (µx) de 0,116 h-1. Durante o 

crescimento exponencial toda a fonte de carbono foi consumida (20 g 

L-1 de glicose), posteriormente, houve uma redução considerável da 

taxa específica de crescimento (0,001 h-1), mesmo sendo evidenciado 

o consumo de etanol. Em termos gerais, a levedura recombinante 
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apresentou uma taxa média de consumo de substrato (glicose) de 

2,27 g L-1 h-1. 

A linhagem de S. cerevisiae recombinante expressou a enzima 

β-glucosidase constitutivamente, produzindo principalmente atividade 

intracelular, e em menor quantidade a atividade extracelular. A 

produção enzimática total (intracelular e extracelular) foi de 

aproximadamente 1100 U L-1 ao final de 24 horas de cultivo, 

correspondendo ao fator de rendimento atividade enzimática em 

relação à concentração celular (YP/X) de 201 U g-1. A análise do perfil 

cinético do processo (Figura 5.13) tornou evidente que a linhagem 

recombinante expressou a enzima β-glucosidase (intra e extracelular) 

concomitante ao crescimento celular e a produção de etanol (fase 

fermentativa). A enzima intracelular continuou sendo expressa após 

total depleção de glicose, quando a levedura passou a consumir o 

etanol como fonte de carbono (fase aeróbica). Enquanto que, a 

atividade extracelular observada na 10ª hora de cultivo permaneceu 

constante até o final do cultivo. 
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Figura 5.13 Perfil cinético da expressão de β-glucosidase recombinante, 
consumo de glicose e produção de etanol em biorreator – Bio I – utilizando 
extrato de levedura com relação C/N: 13. Condições experimentais: Xo: 1,6 
g L-1; So: 20 g L-1;O.D.: 30% saturação; 37ºC; pH 6,0; agitação 50-1000 
rpm; vazão de aeração: 0,5 - 1,0 L min-1. 

O experimento conduzido para avaliar a produção de β-

glucosidase recombinante em biorreator tendo YNB como fonte de 

nitrogênio e glicose como fonte de carbono na relação C/N 13 foi 

denominado de Bio II, sendo mantidas as condições sinalizadas na 

seção 5.5. Neste experimento, não foi observada a presença de fase 

lag no perfil de crescimento da levedura (Figura 5.14), apresentando-

se uma taxa específica de crescimento de 0,061 h-1, muito abaixo da 

observada no experimento Bio I (0,116 h-1). Adicionalmente, no 

experimento Bio II, houve crescimento celular e produção enzimática 

até a 29ª hora de cultivo (Figura 5.14), a glicose foi consumida em 

12 horas, e a partir daí, a levedura passou a crescer a expensas de 

seu próprio produto, o etanol. Comparando o comportamento da 

concentração celular em ambos os processos (Bio I e Bio II), a 
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suplementação com extrato de levedura como fonte de nitrogênio, 

mais uma vez, propiciou maior crescimento celular. 
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Figura 5.14 Perfil cinético de crescimento celular, de expressão de β-
glucosidase recombinante, consumo de glicose e produção de etanol em 
biorreator – Bio II – utilizando YNB com relação C/N: 13. Condições 
experimentais: Xo: 1,7 g L-1; So: 20 g L-1;O.D.: 30% saturação; 37ºC; pH 
6,0; agitação 50-1000 rpm; vazão de aeração: 0,5 - 1,0 L min-1. 

Durante o processo realizado em biorreator com YNB como 

fonte de carbono, a levedura Saccharomyces cerevisiae recombinante 

não apresentou atividade enzimática extracelular. A produção 

enzimática, intracelular, foi de 440 U L-1 em 29 horas de processo 

(Figura 5.14), correspondendo a 49% da atividade enzimática obtida 

no Bio I, comportamento que já havia sido sinalizado nos 

experimentos realizados em frascos cônicos.  

No experimento Bio II, o fator de rendimento de atividade 

enzimática em relação à biomassa celular (YP/X) foi de 206 U g-1, 
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muito próximo ao apresentado pela levedura em Bio I (201 U g-1), 

tornando evidente que a atividade enzimática intracelular foi 

associada ao crescimento da linhagem recombinante, tanto em meio 

de cultivo suplementado com extrato de levedura (Bio I) quanto 

naquele suplementado com YNB (Bio II).  

Cabe ressaltar que os resultados obtidos em frascos agitados e 

em biorreator (Bio I e Bio II) confirmam que a produção enzimática 

encontra-se associada ao crescimento, sugerindo que a obtenção de 

maiores concentrações finais de células levaria a maiores valores de 

atividade enzimática.  

Sumarizando, os resultados obtidos nos experimentos em 

bioreator (Bio I e Bio II) mostraram-se promissores quanto à 

expressão de β-glucosidase recombinante. Estes experimentos 

elucidaram e confirmaram os resultados obtidos, em frascos agitados, 

a respeito da seleção da fonte de nitrogênio (seções 5.4) mais 

adequada ao crescimento celular e a expressão da atividade β-

glucosidase extracelular. Adicionalmente, os experimentos foram 

fundamentais para direcionar a seleção do modo de operação em 

biorreator mais adequado para o aumento da produtividade e da 

expressão extracelular de enzima recombinante, fundamentando os 

experimentos posteriores. 

5.6.2 Batelada alimentada 

A produção de proteína recombinante através do processo em 

batelada alimentada é reportada em diferentes trabalhos científicos 

como apropriada para se obter maiores produtividades quando 

utilizando, principalmente, Saccharomyces cerevisiae como sistema 

de expressão heteróloga. Diferentes metodologias de alimentação 

têm sido investigadas, como alimentação continua com vazão 

constante e exponencial, visando à obtenção de taxas de crescimento 
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constantes ou utilizando sistemas sofisticados de alimentação, 

suportados pelo uso de instrumentação específica para controle em 

linha de glicose e etanol (Alberghina, 1991, Rech e Ayub, 2006). 

Associando estas informações com os resultados obtidos nos 

experimentos em que a produção de β-glucosidase foi conduzida sob 

o regime de batelada simples (seção 5.6.1), assim como, 

considerando que a enzima recombinante é constitutiva e a linhagem 

utilizada expressa atividade extracelular enquanto há consumo de 

glicose, tornando interessante alcançar alta densidade celular e desta 

forma uma alta atividade β-glucosidásica, decidiu-se avaliar 

diferentes formas de alimentação e meios de alimentação para a 

produção desta enzima recombinante.  

5.6.2.1 Batelada alimentada por pulsos – Bio III e Bio 
IV 

O cultivo para produção de β-glucosidase recombinante sob 

regime de batelada alimentada por pulsos de glicose foi denominado 

de Bio III. Este experimento foi iniciado com o cultivo em batelada 

simples, utilizado extrato de levedura como fonte de nitrogênio e 

glicose como fonte de carbono com relação C/N de 13. As condições 

experimentais foram as mesmas descritas na seção 5.16.2. O cultivo 

teve duração de 40 horas e a cada 8 horas foi realizada a alimentação 

de solução de glicose (800 g L-1), com volume variável, visando 

fornecer, aproximadamente, 20 g L-1 de glicose no meio de cultivo. 

Nos primeiros dois pulsos foram adicionados 45 mL de solução de 

glicose (800 g L-1) e nos pulsos posteriores foram adicionados 60 mL 

desta mesma solução. A concentração média de glicose fornecida ao 

meio de cultivo foi de 16,1 g L-1 (Figura 5.15). 

A Figura 5.15 mostra que a levedura recombinante apresentou 

atividade enzimática extracelular e intracelular durante todo o 

processo. Quando decorridas 43 horas de processo foram atingidas 
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1482 U L-1 e 1262 U L-1 de atividade β-glucosidásica intracelular e 

extracelular, respectivamente, correspondendo a uma atividade 

enzimática total de 2744 U L-1 e uma produtividade volumétrica de 

atividade enzimática total (QAE) de 43 U L-1 h-1.  A concentração 

celular obtida, ao final de 43 horas de batelada alimentada por 

pulsos, foi de 11,8 g L-1 (Figura 5.15), gerando um fator de 

rendimento da atividade enzimática total em relação à concentração 

celular (YP/X) de 233 U g-1 de células. 

Figura 5.15: Perfil cinético de crescimento celular, de consumo de glicose e 
de expressão de β-glucosidase recombinante em regime de batelada 
alimentada por pulsos de glicose - Bio III. Condições experimentais: Xo: 1,8 
g L-1; So: 20 g L-1;O.D.: 30% saturação; 37ºC; pH 6,0; agitação 50-1000 
rpm; vazão de aeração: 0,5 - 1,0 L min-1. 

No cultivo sob batelada alimentada por pulsos, Bio III, foi 

adicionado apenas glicose, no entanto, sabe-se que a fonte de 

nitrogênio exerce papel primordial no crescimento celular e na síntese 

de metabólicos (Albers et al., 1996; Miguel, 2006). Para avaliar a 
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influência da fonte de nitrogênio, na produção da enzima β-

glucosidase recombinante, foi conduzido um experimento em regime 

de batelada alimentada por pulsos de glicose e extrato de levedura 

com relação C/N de 13, denominado por Bio IV. 

No cultivo de Saccharomyces cerevisiae recombinante em 

regime de batelada alimentada, com o meio contendo de glicose e 

extrato de levedura (Bio IV), foram realizados pulsos com intervalos 

de 8 horas durante 50 horas de processo (Figura 5.16). O volume 

adicionado de solução de glicose e extrato de levedura (800 g L-1 e 

112,8 g L-1, respectivamente) variou de 90 mL a 120 mL, mantendo-

se a relação C/N de 13 e objetivando alcançar 20 g L-1 de glicose no 

meio de cultivo, sendo conseguida uma concentração média de 

glicose de 18,2 g L-1 ao inicio de cada ciclo.  Entretanto, não foram 

aplicadas metodologias para a quantificação da concentração de 

nitrogênio durante o experimento, devido à interferência ocasionada 

pela constante formação de produtos de base nitrogenada (enzimas). 

A incorporação da fonte de nitrogênio, no meio de alimentação 

(Bio IV), permitiu alcançar a concentração final de levedura de 24 g 

L-1 ao final de 48 horas, o dobro da concentração de células obtida no 

processo alimentado apenas com glicose (Bio III), apresentando uma 

taxa específica de crescimento celular (µx) de 0,100 h-1. Este 

comportamento da concentração celular, para a levedura 

recombinante S. cerevisiae, corrobora os resultados expostos por 

Albers et al. (1996) e Miguel (2006), no que tange a influência 

positiva da disponibilidade da fonte de nitrogênio frente ao 

crescimento celular. 

Neste processo, Bio IV, a linhagem de S. cerevisiae 

recombinante utilizada também apresentou atividade β-glucosidásica 

intracelular e extracelular durante todo o tempo. A atividade 

enzimática intracelular máxima foi de 1798 U L-1 após 37 horas de 
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processo, enquanto a atividade extracelular máxima de 1343 U L-1 foi 

observada decorridas 48 horas. Neste tempo, a atividade β-

glucosidásica total foi de 3005 U L-1, o que corresponde a 

produtividade volumétrica de atividade enzimática total (QAE) de 63 U 

L-1 h-1. O fator de rendimento da atividade enzimática total em 

relação à concentração celular (YP/X) foi de 125 U g-1 de células. 
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Figura 5.16: Perfil cinético de crescimento celular, de consumo de glicose e 
de expressão de β-glucosidase recombinante em regime de batelada 
alimentada por pulsos de glicose e extrato de levedura - Bio IV. Condições 
experimentais: Xo: 1,7 g L-1; So: 20 g L-1;O.D.: 30% saturação; 37ºC; pH 
6,0; agitação 50-1000 rpm; vazão de aeração: 0,5 - 1,0 L min-1. 

A introdução da fonte de nitrogênio no meio alimentado no 

processo em regime de batelada alimentada por pulsos (Bio IV) 

favoreceu ao crescimento celular e aumentou a produtividade 

volumétrica de atividade enzimática total (QAE), aproximadamente, 

1,7 vezes em relação ao cultivo em que a fonte de nitrogênio não foi 

incorporada a alimentação (Bio III). 
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5.6.2.2 Batelada alimentada continuamente – Bio V e 
Bio VI 

O regime de batelada alimentada continuamente possibilita o 

oferecimento ininterrupto de nutrientes às células, o que garante a 

constante manutenção do crescimento celular e a síntese de produtos 

pelo microrganismo, diferentemente do observado na alimentação 

por pulso em que foram observados períodos de depleção de glicose. 

Desta forma, foi avaliada a produção de β-glucosidase recombinante 

em regime de batelada alimentada continuamente, com alimentação 

de glicose e extrato de levedura (Bio V) e com alimentação de apenas 

glicose (Bio VI). 

Para a determinação da vazão de alimentação foi utilizada a            

Equação 5.1 que define a relação entre a concentração celular a ser 

obtida ao final do processo e todas as variáveis envolvidas em 

cultivos sob regime de batelada alimentada continuamente. 

tFV
VXYVStYSF

X
o

ooSXooSXf

+

++
= //

           Equação 5.1 

Em que: 

Xo: concentração de biomassa celular inicial (g L-1); 

X: concentração de biomassa celular estimada (g L-1); 

So: concentração de substrato inicial (g L-1); 

Sf: concentração de substrato na solução de alimentação (g L-

1); 

YX/S: fator de rendimento concentração celular em relação ao 
substrato (g g-1); 

Vo: Volume inicial (L); 

t: tempo final estimado (h);  

F: vazão de alimentação (L h-1). 

A produção da enzima recombinante em regime de batelada 

alimentada continuamente com uma solução de glicose e extrato de 
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levedura, Bio V, foi iniciada com uma batelada simples utilizando as 

condições iniciais descritas nos experimentos de batelada alimentada 

por pulsos (seção 5.6.2.1). Para o calculo da vazão de alimentação 

empregada (Equação 5.1) foram considerados, como condições 

inicias, os resultados obtidos ao final da batelada simples (Yx/s = 0,2 g 

g-1, X0 = 5,52 g L-1 e S0 = 0 g L-1) e uma concentração da solução de 

alimentação de 300 g L-1 (glicose), visando atingir uma concentração 

final de células 25 g L-1 em um tempo total de batelada alimentada 

continuamente de 36 horas. Sendo assim, empregou-se a vazão de 

alimentação constante de 0,027 L h -1. 

No cultivo de S. cerevisiae recombinante em batelada 

alimentada continuamente com solução de glicose e extrato de 

levedura (Bio V) foram detectadas as atividades β-glucosidásica 

intracelular e extracelular (Figura 5.17). A atividade enzimática 

intracelular apresentou o valor máximo de 998 U L-1 em 10 horas de 

cultivo e após este tempo ocorreu um decréscimo na atividade 

intracelular, chegando a 500 U L-1 ao final de 36 horas. Enquanto 

que, a atividade β-glucosidásica extracelular apresentou valores 

crescentes durante todo o processo, com 384 U L-1 ao final de 36 

horas. A atividade enzimática total foi de 884 U L-1, correspondendo a 

produtividade volumétrica de atividade enzimática total (QAE) de 23,2 

U L-1 h-1. O decréscimo da atividade intracelular poderia ser atribuído 

a excreção da enzima β-glucosidase (aumento da atividade 

extracelular), no entanto, a diminuição da atividade intracelular foi 

maior que o aumento da atividade extracelular. Adicionalmente, a 

análise da Figura 5.17, permite afirmar que a produção da enzima 

intracelular está associada ao crescimento celular, enquanto que a 

produção da enzima extracelular mostrou-se independente do 

crescimento celular. 
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A estratégia de condução por alimentação continua visava o 

favorecimento do crescimento celular, com a perspectiva de alcançar 

a concentração de biomassa celular de 25 g L-1, em um tempo total 

de 36 horas. Entretanto, em 12,5 horas de processo obteve-se a 

concentração celular de 9,64 g L-1 (Figura 5.17), momento a partir do 

qual foram observadas a estagnação do crescimento da levedura 

recombinante e o aumento na glicose residual no meio, indicando que 

a taxa de consumo do substrato manteve-se menor a taxa de 

alimentação do mesmo durante todo o processo.  
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Figura 5.17 Perfil cinético de crescimento celular, de consumo de glicose e 
de expressão de β-glucosidase recombinante em regime de batelada 
alimentada continuamente de glicose e extrato de levedura - Bio V. 
Condições experimentais: Xo: 1,6 g L-1; So: 20 g L-1;O.D.: 30% saturação; 
37ºC; pH 6,0; agitação 50-1000 rpm; vazão de aeração: 0,5 - 1,0 L min-1. 

No experimento Bio VI, foi realizada a produção da enzima 

recombinante em regime de batelada alimentada continuamente 

apenas com solução de glicose. Neste processo, foi mantida a 
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estratégia utilizada no experimento Bio V para o cálculo da vazão a 

ser empregada, alimentação constante de 0,026 L h-1 de solução de 

glicose (300 g L-1), porém sem extrato de levedura.  

A Figura 5.18 mostra que a levedura S. cerevisiae 

recombinante apresentou crescimento até a 17º hora de processo e a 

partir deste momento deixou de crescer, semelhantemente ao 

observado no experimento denominado por Bio V. A concentração 

celular final obtida foi 8,31 g L-1, cerca de 3 vezes menor que a 

concentração celular utilizada (25 g L-1) para estimar a vazão de 

alimentação a ser empregada. 

O processo apresentou 1136 U L-1 de atividade enzimática total 

em 40 horas de cultivo. A atividade β-glucosidásica intracelular 

máxima (800 U L-1) foi alcançada na 17º hora de processo, enquanto 

que a atividade extracelular foi crescente durante as 40 horas de 

processo. A produtividade volumétrica de atividade enzimática total 

ao final do cultivo foi de 28,4 U L-1 h-1. 

No intervalo entre 17 horas e 30 horas do processo Bio VI 

(Figura 5.18) verifica-se que a concentração residual de glicose no 

meio permanece, relativamente, constante (aproximadamente 2 g L-

1), indicando que as taxas de consumo e de alimentação deste 

substrato permaneceram iguais durante este período. Como neste 

intervalo não houve crescimento celular, o consumo de glicose, 

provavelmente, esteve relacionado à produção da atividade 

enzimática extracelular.  
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Figura 5.18 Perfil cinético de crescimento celular, de consumo de glicose e 
de expressão de β-glucosidase recombinante em regime de batelada 
alimentada continuamente de glicose - Bio VI. Condições experimentais: 
Xo: 1,8 g L-1; So: 20 g L-1;O.D.: 30% saturação; 37ºC; pH 6,0; agitação 
50-1000 rpm; vazão de aeração: 0,5 - 1,0 L min-1. 

Tanto no experimento Bio V quanto no experimento Bio VI, 

esperava-se obter perfis típicos de cultivo em batelada alimentada 

continuamente, em que, inicialmente, a concentração de glicose é 

maior que a demanda da célula, o que propicia o crescimento celular 

exponencial. Com o decorrer do cultivo, esta oferta passa a ser muito 

menor que a demanda levando ao crescimento limitado, 

caracterizado pela redução da concentração de substrato no meio de 

cultivo. Entretanto, este comportamento não foi observado nos 

experimentos Bio V e Bio VI, indicando que a estratégia de 

alimentação contínua, para as condições utilizadas, não forneceu o 

aumento da atividade enzimática comparado com as atividades 

obtidas nos experimentos com alimentação por pulsos (Bio III e Bio 
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IV). No entanto, os processos Bio V e Bio VI foram primordiais no 

esclarecimento da relação entre a produção intracelular e extracelular 

da enzima β-glucosidase recombinante e o crescimento celular. 

5.7 Comparação das variáveis de respostas obtidas 
nos experimentos para produção de β-glucosidase 
em biorreator 

Os parâmetros cinéticos obtidos ao final de cada cultivo de 

Saccharomyces cerevisiae em biorreator e alguns dos resultados 

apresentados na seção 5.6, estão presentes na Tabela 5.2. 

O uso de extrato de levedura como fonte de nitrogênio, 

complementado com o controle mais rigoroso das condições de 

processo (facilitado pelo uso de biorreator) mostraram-se favoráveis 

a produção de β-glucosidase intracelular e extracelular, quando 

comparados aos experimentos realizados em frascos agitados, nos 

quais somente a atividade enzimática intracelular foi detectada. 

Nos processos conduzidos em batelada simples (BSG e BSEL) 

foram avaliadas duas fontes de nitrogênio, extrato de levedura e 

YNB. O extrato de levedura (Bio I) favoreceu tanto o crescimento 

celular quanto a produção enzimática extracelular, apresentando uma 

taxa específica de crescimento (µx) 1,9 vezes maior do que quando 

utilizada a fonte de nitrogênio YNB (Bio II). No que tange à 

produtividade volumétrica, a utilização de extrato de levedura 

permitiu um valor 3,1 vezes maior para em relação ao YNB.  
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Tabela 5.2 Variáveis de respostas obtidas na produção de β-glucosidase 
recombinante em biorreator utilizando diferentes estratégias de condução. 

Parâmetros do  

Processo 
Bio I Bio II Bio III Bio IV Bio V Bio VI 

Modo de condução BSEL BSYNB BAPG
BAPG+

EL

BACG+

EL
BACG

Atividade β-glucosidásica 
intracelular (U L-1) 

894 440 1482 1343 500 790 

Atividade β-glucosidásica 
extracelular (U L-1) 

200 - 1262 1662 384 346 

Tempo total de cultivo 
(h) 

24 29 45 48 38 40 

Concentração celular     
(g L-1) 

6,0 3,5 11,8 24 9,6 8,3 

µx (h-1) 0,116 0,061 0,100 0,096 0,083 0,095 

YP/X (U g-1) 201 206 233 125 116 186 

QAE (U L-1 h-1) 46 15 60 63 23,2 28,4 

BSEL: Batelada simples com extrato de levedura como fonte de nitrogênio; 
BSYNB: Batelada simples com YNB como fonte de nitrogênio; BAPG: 
Batelada alimentada com pulsos com solução contendo apenas glicose; 
BAPG+EL: Batelada alimentada com pulsos com solução contendo glicose e 
extrato de levedura; BACG+EL: Batelada alimentada continuamente com 
solução glicose e extrato de levedura; BACG: Batelada alimentada com 
pulsos com solução contendo apenas glicose; µx: Taxa específica de 
crescimento celular; YP/X: Fator de conversão atividade enzimática total em 
relação ao crescimento celular; QAE: Produtividade volumétrica de atividade 
enzimática total. 

Lojudice et al. (2001) afirmam que há casos em que 

microrganismos geneticamente modificados precisam ser cultivados 

em meios específicos para evitar a perda do plasmídeo responsável 

pela produção da biomolécula de interesse. Entretanto, este 

comportamento não foi observado nos experimentos realizados neste 

trabalho com a levedura S. cerevisiae recombinante expressando β-

glucosidase (Bio I e Bio II), uma vez que a não utilização de YNB, 

meio específico para microrganismos geneticamente modificados, não 

ocasionou a perda do plasmídeo. Neste sentido, a utilização de meio 
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não especifico (extrato de levedura) favoreceu o aumento da 

produção enzimática (1094 U L-1) em 2,5 vezes se comparado ao 

meio específico (YNB).  O comportamento observado no presente 

trabalho foi também reportado por Danesi et al. (2005), que 

estudaram o uso de melaço de cana-de-açúcar (fonte de carbono) e 

extrato de levedura (fonte de nitrogênio), em diferentes relações 

C/N, para a produção de G6PDH em S. cerevisiae W303-181. Esses 

autores verificaram que, com C/N igual a 10, a produtividade 

enzimática foi 3,7 vezes maior que as obtidas utilizando glicose como 

fonte de carbono e YNB como fonte de nitrogênio. 

Analisando a Tabela 5.2, observou-se que os cultivos em 

regime de batelada alimentada por pulsos (BAP) possibilitaram a 

obtenção de alta concentração celular quando relacionados aos 

cultivos em regime de batelada simples (BS). Nos experimentos em 

que houve a alimentação por pulsos de fonte de carbono e de 

nitrogênio (Bio III) a concentração celular foi cerca de 2 vezes maior 

que no processo alimentado com pulsos apenas de fonte de carbono 

(Bio IV). Apesar do ganho no crescimento celular quando a 

alimentação foi suplementada com fonte de nitrogênio, estes 

processos não apresentaram diferenças significativas na comparação 

dos valores de atividade enzimática intracelular e extracelular, da 

taxa específica de crescimento e da produtividade volumétrica da 

atividade enzimática total. Portanto, do ponto de vista econômico, o 

processo em batelada alimentada por pulsos, apenas de glicose, 

apresenta-se mais interessante para a produção da enzima β-

glucosidase recombinante porque não compromete a obtenção de 

altas atividades enzimáticas, sem requerimentos de onerosas fontes 

de nitrogênio. Adicionalmente, este apresentou o fator de conversão 

atividade enzimática total em relação à concentração celular 

(YP/X=233 U g-1) 1,86 vezes maior que em cultivo com alimentação 
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por pulsos de glicose e extrato de levedura, tornando-o mais 

interessante. 

Os processos utilizando a linhagem recombinante conduzidos 

em regime de batelada alimentada continuamente (BAC) tinham 

como finalidades a obtenção de alta concentração celular e a 

avaliação da influência deste fator na expressão da atividade β-

glucosidásica. Neste sentido, os processos foram realizados com a 

estimativa de alcançar 25 g L-1, tanto na alimentação de apenas 

glicose (Bio VI) quanto na alimentação de glicose e extrato de 

levedura (Bio V). No entanto, em média, obtiveram-se 2,8 vezes 

menos concentração celular ao final dos processos (Tabela 5.2). No 

que diz respeito a atividade enzimática total, o processo com 

alimentação de glicose alcançou um valor 22% maior  (1136 U L-1) ao 

da a atividade enzimática total obtida no cultivo com alimentação de 

glicose e extrato de levedura (884 U L-1). Estes resultados refletiram 

diretamente nos valores de produtividade volumétrica de atividade 

enzimática total de ambos os experimentos. Em todos os processos 

realizados verificou-se que a atividade enzimática intracelular 

acompanhou o perfil do crescimento celular, atingindo um valor 

máximo que se mantinha até o final do processo. No entanto, no 

experimento denominado Bio V, verificou-se um decréscimo da 

atividade enzimática intracelular após atingir seu valor máximo, 

comportamento que, provavelmente, esteve relacionado com a 

alimentação interrupta de extrato de levedura como fonte de 

nitrogênio (diferencial deste processo). 

Na avaliação geral dos processos realizados em biorreator, 

pode-se dizer que o extrato de levedura favoreceu o crescimento 

celular e atividade da β-glucosidase extracelular, se comparado com 

YNB como fonte de nitrogênio. No entanto, quando se utilizou o 

regime de alimentação por pulsos, a presença de extrato de levedura 

  
                                                                                                         Verônica Ferreira  



 

Resultados e Discussões 
105 

na alimentação favoreceu a obtenção de alta concentração celular, 

sem representar um ganho proporcional na produção enzimática. 

Quanto à condução do processo, a batelada alimentada por pulsos 

mostrou-se mais adequada à produção da enzima recombinante e ao 

aumento da produtividade volumétrica de atividade enzimática total.  

Patkar et al. (2003) destacaram que o crescimento celular e a 

fase de expressão do gene clonado podem ser desaclopados, 

possibilitando alcançar maiores produtividades em processos em 

batelada alimentada, quando comparado ao cultivo em batelada 

simples. Comportamento semelhante foi observado no presente 

trabalho, onde a condução do processo por batelada alimentada 

permitiu visualizar a produção da atividade β-glucosidase extracelular 

desaclopada ao crescimento celular, enquanto que a atividade 

intracelular mostrou-se associada ao crescimento celular. 

Finalizando, os resultados apontam que esta linhagem de 

Saccharomyces cerevisiae, expressando o gene de β-glucosidase, 

possui grande potencial para a produção de etanol por sacarificação e 

fermentação simultâneas (SSF), uma vez que esta pode ser capaz de 

fermentar e de suplementar o meio com β-glucosidase, enriquecendo 

os consórcios enzimáticos comerciais utilizados em processos de SSF. 

Chen et al. (2007) e Hodge et al. (2008) reportaram a necessidade 

de suplementação do pool enzimático comercial utilizado em 

processos de SSF com β-glucosidase. Vasquez et al. (2007) também 

observaram o acúmulo de celobiose no processo de obtenção de 

bioetanol de celulignina de bagaço de cana-de-açúcar através de SSF 

utilizando a linhagem de S. cerevisiae de panificação. Sendo 

necessária a adição de β-glucosidase em seus cultivos para a redução 

da concentração de celobiose. 
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5.8 Estudo comparativo das cinéticas de produção de 
etanol por S. cerevisiae recombinante e S. 
cerevisiae comercial em frascos cônicos 

A levedura S. cerevisiae destaca-se como a espécie mais 

explorada comercialmente, entre as leveduras, e apresenta grande 

emprego em nosso país, notadamente na indústria produtora de 

álcool. O objetivo principal deste estudo foi avaliar a capacidade 

fermentativa da levedura recombinante frente à linhagem de 

panificação, sendo esta comumente utilizada para ensaios de 

sacarificação e fermentação simultâneas (Vasquez et al., 2007). 

Neste experimento utilizou-se meio sintético, como descrito na seção 

4.10. 

A levedura recombinante mostrou maior robustez ao ser 

comparada com a levedura de panificação, apresentando 

produtividade volumétrica de 4,65 g L-1 h-1, cerca de 2,7 vezes maior 

que a apresentada pela linhagem comercial (Figura 5.19). 

Considerou-se os valores de etanol equivalente para o estudo 

comparativo, pois foi utilizado fermentômetro para garantir as 

condições anaeróbicas do meio. 
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Figura 5.19 Produção de etanol por Saccharomyces cerevisiae de 
panificação e Saccharomyces cerevisiae recombinante realizado em frascos 
cônicos. Xo: 2 g L-1; So: 100 g L-1; 200 rpm; 37ºC.  

Com base nos resultados obtidos neste experimento, pode-se 

concluir que a levedura S. cerevisiae recombinante apresenta-se 

muito interessante à pesquisa já que, alem de expressar uma enzima 

(β-glucosidase) altamente importante para o aproveitamento de 

biomassa lignocelulósica para a produção de etanol, possibilita a 

obtenção de alta produtividade volumétrica frente à levedura de 

panificação, reduzindo, com isso, o tempo de produção de etanol. 

5.9 Avaliação da fermentação e sacarificação 
simultânea de diferentes fontes celulósicas 

Atualmente, o processo baseado na hidrólise enzimática e na 

fermentação configura-se como uma alternativa promissora na 

conversão dos materiais lignocelulósicos em etanol, com elevada 

produtividade e baixo custo. Estas duas etapas podem ser realizadas 

simultaneamente, sendo o processo denominado de sacarificação e 

fermentação simultânea (SSF), apresentando grandes vantagens em 

comparação aos processos em que estas etapas são realizadas 
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separadamente (Ferreira et al., 2010; Sassner et al., 2006). Wingren 

et al. (2003) descrevem que o processo SSF reduz significantemente 

a inibição enzimática pelos produtos finais da hidrólise. Para o 

desenvolvimento deste tipo de processo (SSF), a levedura S. 

cerevisiae apresenta-se como um excelente agente catalisador, ao se 

caracterizar por ser uma ótima produtora de etanol e apresentar 

tolerância a inibidores comumente encontrados nos hidrolisados 

provenientes de pré-tratamentos de biomassa vegetal (Haan et al., 

2007). 

Sendo assim, o objetivo desta seção foi avaliar sacarificação e 

fermentação simultânea (SSF) de três diferentes fontes celulósicas 

(carboximetilcelulose, celulose cristalina e celulignina pré-tratada de 

bagaço de cana-de-açúcar), utilizando a S. cerevisiae recombinante 

expressando β-glucosidase. 

A composição de açúcar da celulignina pré-tratada de bagaço 

de cana-de-açúcar está presente na Tabela 5.3. Estes valores foram 

utilizados para calcular a produtividade de açúcar em etanol. 

Considerando a hidrólise completa da celulose, presente nas 

diferentes fontes de celulose avaliadas, e a eficiência de fermentação, 

as concentrações teóricas de glicose e etanol foram estimadas e 

apresentadas na Tabela 5.4. Estes valores são importantes para o 

calculo da eficiência de fermentação do processo de SSF realizado. 

Tabela 5.3 Composição da celulignina pré-tratada de bagaço de cana-de-
açúcar. 

Composição % de matéria seca ± desvio padrão 

Glicose 67,968 ± 1,309 

Hemicelulose 12,197 ± 0,945 

Lignina 9,303 ± 0,617 

Cinzas 3,501 ± 0,423 
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Tabela 5.4 Concentrações teóricas de glicose e etanol considerando-se 
hidrolise completa da celulose e eficiência de fermentação. 

Fonte 
celulósica 

Teor de 
celulose (%) 

Concentração de 
glicose (g L-1) 

Concentração teórica 
de etanol (g L-1) 

CMC 100 220 112,42 

Celulignina 68 149,6 76,45 

AVICEL 100 220 112,42 

  

Inicialmente, realizou-se o pré-tratamento enzimático dos 

materiais celulósicos em 12 horas, pois segundo Vasquez et al. 

(2007) tempos maiores 12 horas não exercem influência significativa 

sobre a etapa de pré-hidrólise. As concentrações dos produtos de 

pré-hidrólise, utilizando o preparado enzimático comercial Multifect 

(Genercor International) estão presentes na Tabela 5.5. Ao final de 

12 horas, o produto de hidrólise enzimática de CMC foi 

exclusivamente glicose, enquanto que para celulignina e celulose 

cristalina (AVICEL), havia como produtos tanto glicose quanto 

celobiose. Provavelmente, a quantidade de glicose produzida nestas 

duas fontes celulósicas gerou a inibição da enzima β-glucosidase, 

presente no preparado enzimático, considerando a presença de 

celobiose no meio. Segundo Öhgren (2007), as enzimas endo e exo-

glucanases são inibidas pela celobiose e as enzimas β-glucosidases 

são inibidas por glicose. A diferença entre a concentração de açúcares 

produzidos com celulignina pré-tratada de bagaço de cana-de-açúcar 

e AVICEL, em relação à CMC na etapa de pré-tratamento, foi, 

possivelmente, devido aos tipos de celulases presente no pool 

comercial utilizado. De acordo com Hodge et al. (2008), as atividades 

celulásicas são fortemente dependentes ao tipo de celulose a ser 

hidrolisada. Sukumaran et al. (2009) também obtiveram diferentes 

concentrações de açúcares fermentáveis ao final do processo de pré-

hidrolise usando biomassa de aguapé, palha de arroz e bagaço de 
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cana-de-açúcar, resultando em 14,2 g L-1, 26,3 g L-1 e 17,8 g L-1, 

respectivamente, indicando a estreita relação entre o poll enzimático 

e a fonte celulósica. 

Tabela 5.5 Produtos de pré-hidrólise enzimática dos materiais celulósicos. 
Condições experimentais: Relação sólido:líquido: 1:4; Carga enzimática 25 
FPU g-1 de material celulósico; T: 50ºC. 

Concentrações após pré-hidrólise (g L-1) 
Fonte Celulósica 

celobiose glicose 

CMC 0,00 25,20 ± 0,45 

Celulignina BC 1,28 ± 0,62 69,79 ± 2,83 

AVICEL 8,62 ± 0,24 59,54 ± 0,21 

Após a pré-hidrólise enzimática, cada fonte celulósica foi 

inoculada com a levedura Saccharomyces cerevisiae recombinante e 

a produção de etanol pelo processo de SSF foi monitorada por 65 

horas (Figura 5.20). Como observado celulignina e AVICEL foram as 

fontes de substrato que forneceram os melhores valores de 

concentração de etanol, quando comparados com CMC. Da mesma 

forma, estas foram as fontes celulósicas que forneceram os maiores 

valores de açúcares fermentáveis após a etapa de pré-hidrólise 

(Tabela 5.5). As concentrações de celobiose, glicose, etanol, assim 

como as eficiências de fermentação ao final do processo SSF para as 

três fontes celulósicas investigadas, estão presentes na Tabela 5.6. 

Em todas as fontes, celobiose foi totalmente convertida em glicose, e 

os valores de produtividade volumétrica foram de 1,18 g L-1 h-1, 0,95 

g L-1 h-1 e 0,33 g L-1 h-1 para celulignina, AVICEL e CMC, 

respectivamente, após 43 horas de processo SSF. A presença de 

glicose no meio ao final do processo SSF indica a continuação da 

atividade catalítica do complexo celulásico (Ballesteros et al., 2004), 
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o que é visualizado nos ensaios em que foi utilizada celulignina ou 

AVICEL (Tabela 5.6). 
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Figura 5.20 Sacarificação e fermentação simultâneas de diferentes fontes 
celulásicas de Saccharomyces cerevisiae recombinante para produção de 
etanol de 2ª geração em frascos agitados (PH: etapa de pré-hidrólise 
enzimática). Condições experimentais da PH: Relação sólido:líquido: 1:4; 
Carga enzimática 25 FPU g-1 de material celulósico; T: 50ºC). Condições 
experimentais do processo de SSF: Xo: 2 g L-1; 250 rpm; 37ºC. 

Nos processos conduzidos em frascos agitados, os melhores 

resultados foram obtidos quando utilizada celulignina como fonte 

celulósica, tanto na pré-hidrólise enzimática quanto no processo SSF. 

Isto levou a seleção desta fonte para avaliar o desempenho da 

levedura recombinante, em biorreator, e quantificar com maior 

acurácia as variáveis do processo.  

No processo realizado em biorreator com celulignina como fonte 

de celulósica, foi observado, ao final da etapa de pré-hidrólise, 95,5 g 

L-1 de glicose e 29,5 g L-1 de celobiose no meio. Para iniciar a etapa 

de SSF, o biorreator foi inoculado com 2 g L-1 de células de S. 
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cerevisiae recombinante (Figura 5.20). Após 78 horas de processo, 

obteve-se 60 g L-1 de etanol e sem a presença de celobiose residual, 

demonstrando uma ação efetiva da β-glucosidase expressa pela 

levedura recombinante. 

Tabela 5.6 Concentração residual de açúcares e etanol produzidos no 
processo SSF (Condições experimentais do processo de SSF: Xo: 2 g L-1; 
250 rpm; 37ºC). 

Concentração final (g L-1) 
Fonte Celulósica 

Celobiose Glicose Etanol 
EF (%) 

CMC 0,00 0,59 15,15 13,5 

Celulignina 0,00 0,69 52,69 68,9 

AVICEL 0,00 1,15 42,45 37,8 

A produção de etanol em biorreator validou os resultados 

obtidos usando frascos agitados, resultando em um desempenho 

semelhante (produtividade volumétrica média de 1,0 g L-1 h-1 para 

ambos os sistemas) (Figura 5.21). Os resultados obtidos nestes 

experimentos foram interessantes, visto que eles sinalizam o uso da 

linhagem de levedura S. cerevisiae recombinante como uma solução 

para a redução da concentração de celobiose residual, normalmente 

encontrada no processo SSF da biomassa lignocelulósica. Além disso, 

as concentrações de etanol e as eficiências de fermentação foram 

maiores que as reportadas recentemente na literatura. Neste sentido, 

Hernández-Salaz et al. (2009) encontraram 12,5 g L-1 de etanol 

aplicando o processo SSF em bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado 

com ácido e deslignificado com NaOH, após 48 horas de processo, 

correspondendo a uma eficiência de etanol de 32,6%. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Sukumaran et al. (2009) que 

encontraram, após 24 horas de processo SSF, uma concentração de 

etanol de 12,3 g L-1, usando palha de arroz pré-tratado com álcali e 
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hidrolisado enzimaticamente, correspondendo a uma eficiência em 

etanol de 40,3%. 
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Figura 5.21 Sacarificação e fermentação simultâneas de celulignina de 
bagaço de cana-de-açúcar de Saccharomyces cerevisiae recombinante para 
produção de etanol de 2ª geração em biorreator. Condições experimentais 
da PH: Relação sólido:líquido: 1:4; Carga enzimática 25 FPU g-1 de material 
celulósico; T: 50ºC). Condições experimentais do processo de SSF: Xo: 2 g 
L-1; 250 rpm; 37ºC. 

 

5.10 Avaliação do efeito da redução enzimática na 
fermentação e sacarificação simultâneas de 
celulignina de bagaço de cana-de-açúcar 

 

Um dos grandes gargalos da produção de etanol de segunda 

geração é o alto custo das enzimas celulolíticas (Singhania et al., 

2010).  Para garantir a eficiência do processo de sacarificação e 

fermentação simultâneas é necessário à utilização de uma carga 

elevada do consórcio enzimático ou a suplementação deste consórcio 
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celulásico com a enzima β-glucosidase. Essas são ações que 

favorecem a conversão total da celulose em açúcar fermentável 

(glicose) e a manutenção do processo SSF. Desta forma, foi avaliado 

o efeito da redução da carga enzimática na etapa de pré-hidrólise de 

celulignina de bagaço de cana-de-açúcar, pela utilização da linhagem 

de Saccharomyces cerevisiae que produz a enzima β-glucosidase 

constitutivamente, garantindo a suplementação do consórcio 

celulásico. 

Neste experimento foi utilizado o preparado enzimático 

comercial, Multifect, nas concentrações 12,5; 19 e 25 FPU g-1 de 

celulignina de bagaço de cana-de-açúcar. A razão sólido:líquido 

empregada foi de 1:4, a mesma empregada na seção 5.9. A faixa de 

concentração enzimática utilizada foi baseada nos resultados obtidos 

por Vasquez, 2007.  

As concentrações dos produtos finais da pré-hidrólise 

enzimática estão presentes na Tabela 5.7. Nestes resultados destaca-

se que as cargas enzimáticas 19 e 25 FPU g-1 não apresentaram 

diferença significativa nas concentrações de glicose e celobiose ao 

final da etapa de pré-hidrólise enzimática. No entanto, no 

experimento em que foi utilizada a carga de 12,5 FPU g-1 a 

concentração de glicose obtida foi 25% menor que a obtida com a 

carga de 25 FPU g-1. Este resultado é bastante interessante, pois foi 

possível reduzir a carga enzimática em 50%, com uma redução da 

concentração de produto que não apresentou uma relação 

proporcional, diminuindo-se em 25%.  

Após 12 horas de pré-hidrólise enzimática, iniciou-se o processo 

de sacarificação e fermentação simultâneas, que foi mantido por, 

aproximadamente, 54 horas a 37ºC a 200 rpm. Ao final do processo 

SSF, obtiveram-se concentrações de etanol de 54,50 g L-1, 52,30 g L-
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1 e 50,11 g L-1 para as cargas enzimáticas de 25 FPU g-1, 19 FPU g-1 e 

12,5 FPU g-1, respectivamente. 

Tabela 5.7 Concentração dos produtos ao final da pré-hidrólise enzimática 
da celulignina com diferentes cargas enzimáticas. (Relação sólido:líquido 
1:4; T: 50ºC; t: 12 horas ) 

Concentrações após pré-hidrólise (g L-1) Carga Enzimática 

(FPU g-1 de celulignina) 
celobiose glicose 

12,5 2,12 ± 0,37 50,09 ± 2,79 

19 1,95 ± 0,25 64,87 ± 1,31 

25 1,72 ± 0,47 67,45 ± 3,42 
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Figura 5.22 Produção de etanol de celulignina de bagaço de cana-de-
açúcar em diferentes cargas enzimática. 

Ao comparar os valores da produtividade volumétrica em etanol 

(Tabela 5.8) obtidos ao final da etapa de SSF, pode-se dizer que a 

redução da carga enzimática, de 25 para 12,5 FPU g-1 de celulignina, 
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favoreceu o processo de obtenção de bioetanol de celulignina de 

cana-de-açúcar, uma vez que a redução de 50% da carga enzimática 

representa a redução de, apenas, 6% na produtividade volumétrica 

em etanol (QP). 

Tabela 5.8 Concentrações dos produtos finais do processo de obtenção de 
bioetanol por SSF 

Concentração final (g L-1) Carga Enzimática 

(FPU g-1 Celulignina) Celobiose Glicose Etanol 

QP

(g L-1 h-1) 
EF (%) 

12,5 0,00 0,89 51,32 0,95 67 

19 0,00 0,63 53,46 0,99 70 

25 0,00 0,61 54,78 1,01 72 

Os valores de eficiência de fermentação (Tabela 5.8) foram 

calculados a partir da concentração teórica de etanol (76,45 g L-1) 

que pode ser obtida pela conversão total da celulose contida na 

celulignina, como apresentado na seção 5.9. Quando utilizada a 

levedura recombinante no processo SSF, foi possível reduzir a carga 

enzimática do processo sem comprometer a eficiência do mesmo 

(Tabela 5.8). A redução da carga enzimática e a utilização da 

levedura recombinante, não forneceram diferencias significativas nos 

ensaios realizados. Adicionalmente, o emprego da levedura 

recombinante expressando β-glucosidase permitiu a condução de 

processos SSF nos quais não foi observada a presença celobiose 

residual. 

5.11 Considerações Gerais 

A produção de etanol de biomassas residuais, denominado de 

etanol de segunda geração, envolve diferentes etapas: pré-

tratamento, hidrólise (sacarificação) e obtenção de etanol por 

fermentação. A hidrólise da biomassa é essencial para a liberação de 

açúcares fermentáveis que são convertidos a etanol através da ação 
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microbiana. A hidrólise, que pode ser ácida ou enzimática, tem como 

finalidade principal a disponibilização dos açúcares fermentáveis que 

constituem as frações polissacarídicas. O tipo de hidrólise a ser 

empregada depende das condições de tratamento, do tipo de 

biomassa e das propriedades de cada agente de hidrólise. A hidrólise 

ácida é a tecnologia mais explorada, mas com grandes desvantagens 

como a geração de subprodutos tóxicos, decorrentes da desidratação 

ácida de açúcares e a solubilização de compostos fenólicos oriundos 

da degradação parcial da lignina. Como alternativa, apresenta-se 

método enzimático, sendo este mais eficiente, que ocorre em 

condições ambientais (vantagem adicional) e não apresenta a 

geração de subprodutos tóxicos.  

A hidrólise enzimática possui grande potencial para a redução 

do custo e aumento da eficiência na obtenção de etanol. No entanto, 

a comercialização do etanol produzido de biomassa lignocelulósica é 

dificultada, principalmente, pelo alto custo dos preparados celulósicos 

utilizado na etapa de sacarificação. A redução de custo destes 

preparados enzimáticos pode ser alcançada através de esforços 

concentrados nos aspectos que envolvam a produção destas enzimas, 

que podem está ligado ao tipo matéria-prima utilizada até a 

manipulação de linhagem produtora. 

Os microrganismos naturalmente ocorrentes utilizados na 

obtenção dos preparados enzimáticos comerciais produzem menor 

quantidade de β-glucosidase do que as outras enzimas do pool 

enzimático (endoglucanase e exoglucanase). Neste sentido, a etapa 

de sacarificação de celulose pode ser comprometida pelo excesso de 

celobiose remanescente no meio, a qual acentua a inibição da ação 

das enzimas endoglucanase e exoglucanase. A suplementação do 

meio com a enzima β-glucosidase evita o acúmulo de celobiose e, 

portanto ameniza o efeito inibitório na etapa de sacarificação, 
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garantindo a conversão da biomassa em glicose e sua pronta 

utilização pela levedura, agente de fermentação. 

No presente trabalho foi possível obter grandes avanços na 

produção de etanol de materiais lignocelulósicos, em especial, 

celulignina de bagaço de cana-de-açúcar. A levedura utilizada neste 

trabalho é uma linhagem recombinante que se mostrou capaz de 

produzir altas concentrações de enzima β-glucosidase, intracelular e 

extracelular, e apresentou grande robustez para ser utilizada como 

agente catalítico em processo de sacarificação e fermentação 

simultâneas. A Figura 5.23 apresenta a evolução na produção da 

enzima β-glucosidase recombinante, desde a seleção dos clones de 

Saccharomyces cerevisiae em experimentos realizados em frascos 

cônicos até a produção em biorreator em regime de batelada 

alimentada por pulsos, experimento que forneceu os maiores valores 

de produção enzimática.  

Fujita et al. (2004) descrevem a obtenção de uma linhagem de 

Saccharomyces cerevisiae capaz de expressar as três principais 

celulases, endoglucanase II, celobiohidrolase II de Thichoderma 

reesei e β-glucosidase de Aspergillus aculeatus. Estas enzimas foram 

ancoradas na parede celular da levedura com o objetivo de produzir 

bioetanol de celulose amorfa através do processo de fermentação e 

sacarificação simultânea. Neste sentido foram produzidos 2,9 g L-1 de 

etanol em 40 horas de processo, correspondendo a 88% da 

produtividade teórica de etanol. 
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Figura 5.23 Evolução dos valores de atividade enzimática intracelular, 
extracelular e total obtidos por Saccharomyces cerevisiae recombinante 
obtidos na realização deste trabalho. SC YNB: Seleção dos clones com YNB; 
FA YNB: Frascos agitados com extrato de levedura; BS YNB: Batelada 
simples em biorreator com YNB; BS EL: Batelada simples em biorreator com 
extrato de levedura; BAP EL: Batelada alimentada por pulsos em biorreator 
com extrato de levedura. 

O trabalho de Rajoka et al. (2003) destaca-se na literatura 

como o único a reportar, exclusivamente, a produção de β-

glucosidase recombinante sem apresentar produção de bioetanol. 

Neste trabalho, obteve-se 222 U g-1 de células ao final de 72h de 

fermentação ao se utilizar linhagem de S. cerevisiae expressando o 

gene BGL1 de Cellulomonas biazotea. 

Shen et al. (2008) detectaram 1,02 U mg-1 de atividade β-

glucosidásica específica a partir da linhagem de recombinante de S. 

cerevisiae expressando a enzima β-glucosidase de Saccharomycopsis 

fibuligera. Com esta linhagem obtiveram 3,3 g L-1 de etanol ao final 

de 48h de fermentação de celobiose. 
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Na Tabela 5.9 estão os valores de concentração de etanol 

obtidos a partir de matéria-prima celulósica ou celobiose 

apresentados na literatura em que se utilizaram S. cerevisiae 

expressando β-glucosidase recombinante. 

Tabela 5.9 Valores das concentrações de etanol obtidas por S. cerevisiae 
expressando β-glucosidase recombinante reportados pela literatura. 

Fonte de Carbono 
Etanol 
(g L-1) 

Fonte 

Celulose amorfa pré-tratada 20,6 (36h) Fujita et al.( 2008) 

Celobiose 3,3 (48h) Shen et al. (2008) 

Celobiose 20,6 (36h) Nakamura et al. (2008) 

Celobiose 7,5 (50h) Jeon et al. (2009) 

β-glucana 9,15 (50h) Jeon et al. (2009) 

Carboxi-metil-celulose 15,15 (62h) Este trabalho 

Celulose cristalina 42,45 (62h) Este trabalho 

Celulignina pré-tratada de 
bagaço de cana de açúcar 

52,7 (62h) Este trabalho 

No presente trabalho, foi possível obter, aproximadamente, 52 

g L-1 de etanol a partir de celulignina pré-tratada de bagaço de cana 

de açúcar, o que representa uma eficiência de processo de 70%. A 

comparação dos valores de concentração de etanol e de atividade 

enzimática obtidas neste trabalho e os valores apresentados pela 

literatura, permitem afirmar que a linhagem de Saccharomyces 

cerevisiae expressando a enzima β-glucosidase de Humicola grisea 

var. thermoida configura-se claramente como uma alternativa 

promissora para a produção de etanol de segunda geração a partir de 

celulignina pré-tratada. 
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6 CONCLUSÕES E SUGESTÕES 
 

Neste capítulo são apresentadas as principais conclusões desse 

trabalho baseadas nos resultados experimentais descritos 

anteriormente. Também estão pontuadas, neste capítulo, as 

principais sugestões para a continuidade do presente trabalho de 

pesquisa. 

6.1 Conclusões 
 

 A levedura Saccharomyces cerevisiae MFL Leu2 

apresentou-se como um promissor vetor de expressão heteróloga da 

enzima β-glucosidase 4 de Humicola grisea var. thermoida, 

apresentando crescimento celular e expressão enzimática em meio 

contendo glicose e celobiose como fontes de carbono. 
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 Na produção da enzima β-glucosidase recombinante, em 

frascos agitados, a temperatura do meio e a biomassa celular inicial 

foram as variáveis de maior relevância. 

 Na análise de algumas fontes de nitrogênio, extrato de 

levedura e YNB conduziram a melhores valores de atividade 

enzimática, provavelmente por serem fontes de nitrogênio 

enriquecidas com vitaminas, aminoácidos e outros micro-nutrientes, 

os quais exercem papel de grande importância na síntese da enzima 

heteróloga β-glucosidase. 

 A relação C/N de 13 possibilitou maiores valores de 

atividade enzimática recombinante, tanto para a fonte de nitrogênio 

YNB quanto para extrato de levedura. Esta relação representa uma 

concentração de nitrogênio de 0,615 g L-1 no meio de cultivo da 

levedura recombinante S. cerevisiae. 

 Na avaliação geral dos processos realizados em 

biorreator, pode-se dizer que o extrato de levedura favoreceu o 

crescimento celular e a atividade β-glucosidase extracelular, se 

comparado com YNB como fonte de nitrogênio. 

 Na produção de β-glucosidase recombinante em 

biorreator sob regime de alimentação por pulsos, a presença de 

extrato de levedura na alimentação favoreceu a obtenção de alta 

concentração celular (24 g L-1), sem representar um ganho 

proporcional na produção enzimática intracelular quando comparado 

com pulsos apenas de glicose. No entanto, apresentou um ganho de 

30% na atividade extracelular. 

 O processo conduzido em regime de batelada alimentada 

por pulsos mostrou-se mais adequado a produção da enzima 

recombinante e favoreceu o aumentou da produtividade volumétrica 

de atividade enzimática total quando comparado a batelada simples e 
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a batelada alimentada continuamente. A produção de β-glucosidase 

recombinante por S. cerevisiae em biorreator em regime de batelada 

alimentada por pulsos de glicose e extrato de levedura forneceu cerca 

de 3000 U L-1 de atividade β-glucosidásica total. 

 A linhagem de Saccharomyces cerevisiae, expressando o 

gene de β-glucosidase, utilizada nesta tese, possui grande potencial 

para a produção de etanol por sacarificação e fermentação 

simultâneas (SSF), uma vez que foi capaz de suplementar o meio 

com β-glucosidase, enriquecendo os consórcios enzimáticos 

comerciais utilizados em processos de SSF.  

 Na fermentação e sacarificação simultâneas de diferentes 

fontes celulósicas, utilizando a linhagem recombinante de S. 

cerevisiae para a produção de bioetanol de segunda geração, a 

celulignina pré-tratada de bagaço de cana-de-açúcar forneceu os 

melhores resultados de produção de etanol. Com a fonte mais 

complexa (celulignina pré-tratada de bagaço de cana-de-açúcar) 

obteve-se 51,7 g L-1 e 60 g L-1 de bioetanol em frascos agitados e 

biorreator, respectivamente. Este resultado evidencia o potencial 

biotecnológico desta linhagem de S. cerevisiae para a produção de 

etanol de 2ª geração. 

 Na avaliação do efeito da redução da carga enzimática 

empregada na etapa de pré-hidrólise da celulignina pré-tratada de 

bagaço de cana-de-açúcar obteve-se uma redução de apenas 6% da 

concentração de etanol, de 54,78 g L-1 para 51,32 g L-1, ao se reduzir 

50% da carga enzimática empregada. 
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6.2 Sugestões 

 Estudar o efeito do etanol e da saturação de oxigênio na 

expressão enzimática; 

 Investigar estratégias que favoreçam o aumento da 

eficiência do processo de obtenção de etanol de celulignina pré-

tratada de bagaço de cana-de-açúcar utilizando Saccharomyces 

cerevisiae recombinante como agente catalítico. Principalmente, em 

relação à concentração celular inicial a ser empregada no processo de 

sacarificação e fermentação simultâneas; 

 Validar em biorreator o resultado obtido com a redução 

de 50% da carga enzimática empregada no processo de produção de 

etanol a partir de celulignina pré-tratada de bagaço de cana-de-

açúcar utilizando Saccharomyces cerevisiae recombinante; 

 Desenvolver uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae 

que expresse a enzima β-glucosidase de Humicola grisea var. 

thermoida ancorada à parede celular a fim de garantir o crescimento 

desta levedura em meio contendo celobiose como fonte exclusiva de 

carbono. 
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