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1 Introducéo

O Brasil € o segundo maior produtor de alcool combustivel do mundo. O etanol
atualmente produzido em nosso pais (chamado de etanol de primeira geracao) é proveniente
da fermentacdo do caldo de cana-de-agucar e do melago, substratos ricos em sacarose, pela
levedura Saccharomyces cerevisiae. Como subproduto dessa produc¢édo, obtém-se cerca de 150
milhdes de toneladas de bagaco de cana anualmente, algo que pode ser também utilizado na
producdo de etanol (nesse caso, chamado de etanol de segunda geracéo, etanol 2G ou etanol
lignocelulésico), tendo em vista os carboidratos presentes nessa biomassa lignocelulésica.

Contudo, a levedura S. cerevisiae, embora seja 0 microrganismo melhor adaptado a
indastria sucroalcooleira, € incapaz de fermentar significativa parcela dos carboidratos
presentes na biomassa lignocelulésica, entre eles o polissacarideo xilana e 0 monossacarideo
que o constitui, a xilose (STAMBUK et al, 2008). Em vista dessa incapacidade da levedura S.
cerevisiae, a presente pesquisa se propds a analisar outras espécies, isoladas de matéria
vegetal em decomposicdo, no intuito de verificar suas capacidades fermentativas diante da

xilose e assim contribuir para o aperfeicoamento da producéo de etanol 2G.

2 Objetivo
Caracterizar os perfis de crescimento celular, consumo de acgucares e producdo de

etanol de leveduras isoladas de biomassa lignocelulésica em decomposicao.
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3 Metodologia

Conforme protocolo descrito por Cadete et al. (2009), realizou-se o isolamento das
linhagens a partir de amostras de biomassa em decomposicdo. Apos o isolamento, submeteu-
se as linhagens escolhidas a um pré-cultivo de 48 h antes de serem inoculadas em frascos
Erlenmeyer contendo 1/5 do volume de meio liquido sintético minimo (0,67% de base
nitrogenada e alternadamente 2% de glicose ou xilose como fontes de carbono, pH 5), sendo a
cultura incubada em um agitador a 28°C e 145+10 rpm. Em tempos pré-determinados ao
longo do cultivo, retirou-se amostras para a determinagdo do crescimento celular por
espectrofotometria a 570 nm (DOs70nm) € para a determinagdo do consumo de aclcares e da
producéo de etanol, conforme descrito abaixo.

A dosagem de xilose e glicose consumidas durante os crescimentos celulares foi
realizada através de adaptacdes para microplacas do método colorimétrico de DNS para
deteccdo de acucares redutores (MILLER, 1959). A partir das mesmas aliquotas dos
crescimentos celulares, quantificou-se também a producdo de etanol por metodo enzimatico

colorimétrico, conforme protocolo adaptado de Rodionov et al. (2002).

4 Resultados e Discusséo

No intuito de selecionar linhagens que pudessem contribuir para a viabilizacdo da
producdo de etanol de segunda geracgéo, o presente trabalho se prop6s a analisar, em leveduras
que foram isoladas de biomassa lignocelulosica em decomposi¢éo, seus perfis de crescimento
celular, consumo de aglcares e producdo de etanol. Para isso, isolou-se 44 novas cepas a
partir de amostras de material lignocelulésico em decomposicdo coletadas na Floresta
Nacional de Chapecd (FLONA-Chapec6). Dessas Ultimas linhagens isoladas, trabalhou-se
com as cepas CHAP-018 e CHAP-025. Além disso, analisou-se também outras trés cepas da
colecéo deste grupo de pesquisa, previamente isoladas de amostras coletadas na FLONA-
Chapeco e no Campus Chapec6 da UFFS (FLONA-CE-3.4, UFFS-CE-3.6 e UFFS-CE-3.2.1).

O crescimento celular foi analisado nas cinco linhagens crescidas em meios com
glicose ou xilose como fonte de carbono. As cinco linhagens foram capazes de metabolizar
ambos os agUcares, embora tenham apresentado velocidades de crescimento e consumo de
acuUcares distintas (Fig. 1 e Fig. 2). Apesar de nenhuma das cinco linhagens ter sido capaz de

fermentar a xilose (Fig. 2C), somente a cepa CHAP-025, dentre as cepas testadas, foi incapaz
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de produzir etanol a partir da glicose como fonte de carbono (Fig. 1C). Vale ressaltar que as
linhagens FLONA-CE-3.4 e UFFS-CE-3.1.2 se destacaram por produzir, respectivamente,
cerca de 6 e 7 ¢g/L de etanol quando cultivadas em glicose (Fig. 1C). Tendo em vista que 0
maximo teorico, tomando como base os 20 g/L de acUcar disponibilizados, seria de
aproximadamente 10 g/L de etanol (HAMELINCK et al. 2005), é notavelmente satisfatorio o
rendimento fermentativo das cepas FLONA-CE-3.4 e UFFS-CE-3.1.2 utilizando a glicose
como fonte de carbono, haja vista as condi¢cBes de crescimento a que as células foram

submetidas (aerobiose e meio sintético minimo).

5 Concluséo

Embora tenham apresentado, diante da Xilose, metabolismo respiratério em vez de
fermentativo, quatro das cinco linhagens testadas consumiram por completo essa pentose
durante o tempo de cultivo, o que se mostra como um diferencial em relagdo a cepas de S.
cerevisiae. Além disso, apenas uma das linhagens analisadas deixou de fermentar a glicose,
monossacarideo também presente em grande quantidade nos hidrolisados de biomassa
lignoceluldsica (neste caso, proveniente especialmente da quebra da celulose, em vez da
xilana, como é o caso da xilose). Assim sendo, 0s resultados obtidos demonstram que o
isolamento de leveduras de biomassa vegetal em decomposicdo pode servir de alternativa na
busca por microrganismos que contribuam para a otimizagdo da producdo de etanol de

segunda geracéo.

Figura 1. Perfis de crescimento celular (A), consumo de glicose (B) e producéo de etanol (C)
das linhagens UFFS-CE-3.6 (w), FLONA-CE-3.4 (¢), UFFS-CE-3.1.2 (a), CHAP-018 (e) €

CHAP-025 () em meios sintéticos minimos contendo 2% de glicose.
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Figura 2. Perfis de crescimento celular (A), consumo de xilose (B) e producéo de etanol (C)
das linhagens UFFS-CE-3.6 (w), FLONA-CE-3.4 (#), UFFS-CE-3.1.2 (a), CHAP-018 (e) €

CHAP-025 () em meios sintéticos minimos contendo 2% de xilose.
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