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1 Introducéo

O Brasil é o segundo maior produtor de etanol combustivel no mundo. O etanol
atualmente produzido em nosso pais € proveniente da fermentagdo do caldo de cana-de-agucar
e do melago, substratos ricos em sacarose, pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Contudo,
a producdo brasileira poderia ser aumentada ainda mais com a viabilizacdo do uso de residuos
lignocelulésicos (STAMBUK et al., 2008). Segundo estimativas do IBGE, em 2015 foram
gerados cerca de 55 milhdes de toneladas de residuos da colheita de milho no pais, sendo esta,
entdo, uma biomassa em destaque para fins energéticos, em especial, na producgdo de etanol.

No entanto, se faz necessaria a otimizacdo do processo fermentativo, que depende de
uma levedura capaz de metabolizar os acUcares provindos da hidrélise dos residuos

lignocelulésicos do milho, para garantir a producdo do chamado etanol de segunda geracéo.

2 Objetivos
— Isolar leveduras a partir de amostras de biomassa de milho em decomposicao;

— Caracterizar biogquimicamente as leveduras isoladas através da utilizacdo de meios de

cultura com as seguintes fontes de carbono separadas: glicose, xilose e celobiose.

3 Metodologia

O isolamento das linhagens ocorreu conforme protocolo descrito por Cadete et al.
(2009), a partir de amostras de palha e caule residuais da producdo de milho. 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, xilose ou celobiose como
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fontes de carbono, pH 5). As culturas, entdo, foram incubadas em agitador a 25°C e 145 + 10
rpm durante 48 h adicionais. Em tempos pré-determinados, retirou-se amostras para a
determinacdo do crescimento celular por espectrofotometria a 570 nm (DOs7onm) € para
determinacéo do consumo de acUcares e de producéo etanol.

A dosagem dos aglcares consumidos durante os crescimentos celulares foi realizada
através do método de DNS em microplacas desenvolvido por Santos et al. (2017). A dosagem
da producéo de etanol ocorreu a partir das mesmas aliquotas via HPLC (detector RID-10A,

coluna C18, 4min40seg de retencdo, H3PO4 0,1% como fase movel e temperatura de 40°C).

4 Resultados e Discusséo

A partir de amostras de caule e palha de milho em decomposicdo, coletadas na area
experimental da UFFS (Campus Chapec6), foram isoladas 26 linhagens de leveduras. Os
coédigos das linhagens seguem numeracdo da colecdo deste grupo de pesquisa. Desse
montante, foram escolhidas inicialmente seis cepas para a analise de perfis de crescimento
celular, consumo de agucares e producdo de etanol, conforme apresentado nas Figuras 1 a 3.

Na Figura 1 encontram-se os dados das seis linhagens em meios contendo glicose. O
crescimento celular (Figura 1A) mostrou-se muito semelhante para todas as cepas analisadas.
A fase lag durou em média 10 h, até que a glicose comecasse a ser consumida (Figura 1B).
Em 15 a 20 h de cultivo, quando findada a glicose, constatou-se producao de etanol por todas
as cepas, com destaque para os 2,5 g.L! produzidos pela CHAP-108 (Figura 1C).

Ja nas Figuras 2 e 3, os dados demonstram que as cepas sdo capazes de metabolizar
tanto xilose quanto celobiose, porém com fase lag mais longa (15 a 20 h até o inicio da fase
exponencial de crescimento) do que a observada em glicose. Ainda se verifica, nas Figuras 2B
e 3B, que, ao fim do crescimento celular, praticamente todo o carboidrato disponibilizado foi
consumido. No entanto, esse metabolismo se mostrou essencialmente respiratério, haja vista a
auséncia de producdo de etanol a partir dessas fontes de carbono (Figuras 2C e 3C).

Assim sendo, a velocidade maior de consumo enfatiza a preferéncia das linhagens pela
glicose, como também verificado por Santos et al. (2011). Embora ndo tenha ocorrido
fermentagdo de xilose e celobiose, os resultados sdo positivos, pois esses aclcares
efetivamente foram metabolizados pelas leveduras testadas, 0 que ndo ocorre em S. cerevisiae
(STAMBUK et al., 2008). O metabolismo respiratorio pode ser explicado pela influéncia da

aeracdo e pela fonte de nitrogénio empregada nos meios de cultura (HANDE et al., 2013).
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5 Concluséo

Embora ndo tenham fermentado a xilose e a celobiose, as seis linhagens analisadas
foram capazes de assimilar esses dois carboidratos, demonstrando, assim, possuir as enzimas
necessarias a metabolizacdo de ambos agucares. Assim sendo, as linhagens caracterizadas

apresentam potencial para contribuir para a producdo de etanol de segunda geracao.

Figura 1. Perfis de crescimento celular (A), consumo de glicose (B) e producéo de etanol (C)
das linhagens CHAP-083 (e), CHAP-085 (m), CHAP-088 (A), CHAP-091 (:x), CHAP-097
(x) e CHAP-108 (#) 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 CHAP-083 (e), CHAP-085 (=), CHAP-088 (A), CHAP-091 (:x), CHAP-097
(x) e CHAP-108 (¢) em meios sintéticos minimos contendo 2% de xilose.
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Figura 3. Perfis de crescimento celular (A), consumo de celobiose (B) e produgéo de etanol
(C) das linhagens CHAP-083 (o), CHAP-085 (m), CHAP-088 (a), CHAP-091 (:x), CHAP-
097 (x) e CHAP-108 (¢) em meios sintéticos minimos contendo 2% de celobiose.
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