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O aumento na eficiéncia das plantas de producéo de bioetanol nacionais tem sido
evidente, devido a muitas contribuicdes tecnologicas para este setor. Com isso, observa-
se um aumento na producdo de bagaco de cana-de-acUcar e, eventualmente, a palha.
Atualmente, estes sdo usados como combustiveis em caldeiras para producdo de vapor e
eletricidade, com a finalidade de suprir a demanda do processo de producédo de agucar e
etanol.

Uma forma de aumentar a capacidade de producgéo nacional de bioetanol sem
afetar a demanda energética e, consequentemente, contribuir para 0 meio ambiente esta
associada ao uso de parte do bagaco e palha gerados, como matérias-primas para a
producdo de bioetanol de segunda geracdo. Adotando-se esta rota, estudos para avaliar a
viabilidade e eficiéncia de enzimas e/ou microrganismos eficientes para conversdo
destes subprodutos em agUcares fermentesciveis é de suma importancia.

A biomassa lignocelulésica apresenta vantagens em relacdo ao caldo, méis e
xaropes de cana, atualmente utilizado nas Usinas nacionais para a producdo de
bioetanol. Dentre estas vantagens podem-se citar a diminui¢cdo dos impactos ambientais,
aumento na capacidade de producdo nacional de bioetanol, entre outras. Para tornar esta
biomassa acessivel a enzimas e microrganismos Sa0 necessarios um pré-tratamento
(fisico-quimico ou bioldgico), o qual gera duas correntes principais: celulignina (fragdo
solida) e o hidrolisado hemiceluldsico (fracdo liquida rica em pentoses) e; uma posterior
hidrolise (quimica ou enzimatica) da fracédo solida. Ocorre que, ap0s o pré-tratamento da
biomassa, o principal agucar liberado ¢é a xilose. No entanto, atualmente sdo poucos 0s
microrganismos capazes de fermentar pentoses (principalmente xilose) em etanol. Os
microrganismos reportados na literatura (Saccharomyces cerevisiae recombinante,
Zymomonas mobilis, Schefferomyces (anteriormente Pichia) stipitis e Escherichia coli
recombinante) apresentam baixos rendimentos de conversdo destes aglcares em etanol,
quando comparados, por exemplo, aos microrganismos que fermentam hexoses e

sacarose. Neste sentido, este trabalho se propde a aplicar a técnica de engenharia



evolutiva para adaptacdo de S. stipitis NRRL Y7124 em hidrolisado hemicelulésico,
visando melhorar os pardmetros cinéticos deste microrganismo neste substrato.

Outro desafio tecnoldgico, contemplado neste trabalho, estd associado a tornar
0s acgucares presentes no hidrolisado hemicelul6sico passiveis de fermentacdo. Isto se
justifica pelo fato de que pré-tratamentos brandos, os quais geram correntes liquidas
com baixa concentracdo de inibidores, geralmente formam elevadas concentracGes de
xilo-oligdbmeros, cujos ndo sdo fermentesciveis por leveduras. Neste sentido, este
trabalho tem também como objetivo estudar a producdo e aplicacdo de hemicelulases
microbianas (endo-xilanases B-Xilosidases) na hidrolise enzimatica de xilo-oligdmeros
presente no hidrolisado hemicelulésico, visando uma posterior fermentagdo alcodlica
por Scheffersomyces stipitis NRRL Y7124 adaptada. Primeiramente, serdo testadas
hemicelulases produzidas por uma linhagem de Bacillus hemicelulolitico, previamente
isolada, em substrato proveniente de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado (hidrolisado
hemicelulésico) e farelo de trigo (condicdo controle). Em seguida, ird se verificar a
eficiéncia de uma nova hemicelulase recombinante bifuncional, cuja construcdo foi
elaborada pelo grupo de trabalho orientado pelo Dr. Roberto Ruller (programa de
pesquisa basica — CTBE).

As enzimas produzidas serdo comparadas com enzimas comerciais por sua
capacidade de hidrolise de xilo-oligbmeros, presentes no hidrolisado hemicelulésico.
Apbs a hidrdlise, os hidrolisados hemiceluldsicos gerados serdo testados em relacdo a
fermentabilidade, a partir da fermentacdo por uma linhagem de S. stipitis NRRL Y7124
previamente adaptada por engenharia evolutiva.
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