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1 Introducio

O Brasil ¢ o segundo maior produtor de etanol do mundo, e este tipo de combustivel &
produzido principalmente a partir da fermenta¢ao do caldo de cana-de-agtcar. No entanto, €
possivel produzir etanol de segunda geragdo a partir de varios residuos lignoceluldsicos que
possuam alto teor de agticares fermentesciveis. Em contrapartida, a levedura Saccharomyces
cerevisiae, atualmente o microrganismo mais utilizado na produgao de etanol, ¢ incapaz de
hidrolisar os polissacarideos desses residuos e at¢ mesmo de fermentar significativa por¢ao

dos carboidratos obtidos a partir dessa hidrélise, como o dissacarideo celobiose e a pentose

xilose (LEE et al., 2013; STAMBUK et al., 2008).

De acordo com dados recentes do Levantamento Sistematico da Producao Agricola do
IBGE, foram produzidos mais de 100 milhdes de toneladas de milho nos tltimos dois anos em
nosso pais. Desse modo, os residuos dessa cultura merecem destaque no tocante a produgao
de etanol. Por esse motivo, faz-se necessdria a otimizacdo do processo fermentativo, que

depende de leveduras capazes de hidrolisar e metabolizar os referidos carboidratos.

2 Objetivos

— Determinar, em leveduras isoladas de biomassa lignocelulosica de milho em

decomposicdo, a capacidade de metabolizacdo de glicose, xilose, celobiose e celulose;

— Determinar a atividade intracelular e periplasmatica das enzimas celobiases das leveduras

previamente isoladas.
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3 Material e Métodos

Dez linhagens escolhidas entre isolados de leveduras obtidos de bagaco e palha de
milho em decomposicdo foram submetidas 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, celobiose ou celulose
como fontes de carbono, pH 5). As culturas, entdao, foram incubadas em agitador a 25°C e 145
+ 10 rpm durante 48 h adicionais. Para verificar a capacidade de as leveduras metabolizarem
os carboidratos em questdo, o crescimento celular foi acompanhado durante essas 48 h: em
tempos pré-determinados, retirou-se amostras para a determinacdo da densidade Optica por

espectrofotometria a 570 nm (DOs7onm).

Os ensaios enzimaticos foram realizados com células intactas incubadas com
celobiose 0,3 M em tampao Tris succinato 0,15 M, pH 5,0 (para atividade periplasmatica), ou
células permeabilizadas incubadas com celobiose 0,2 M em tampao MOPS-NaOH 0,1 M, pH
6,8 (para atividade intracelular), por fim a glicose liberada foi dosada por kit colorimétrico da
Analisa (SANTOS et al., 2011). A atividade celobiase esta expressa em U [g células]’, onde
uma unidade de atividade enzimatica corresponde a 1 umol de glicose produzida por minuto a

30°C.
4 Resultados e Discussao

Inicialmente, foram analisadas dez cepas quanto a sua capacidade de metabolizar
glicose, xilose, celobiose e celulose, conforme apresentado na Tabela 1. Todas as linhagens
foram capazes de crescer em meios contendo alternadamente os trés primeiros carboidratos,
no entanto, nenhuma foi capaz de consumir a celulose como fonte de carbono. Portanto,
embora inaptas a hidrolisar este polissacarideo, essas linhagens selvagens apresentaram perfil
interessante para a producao de etanol de segunda geracdo, haja vista terem sido capazes de
metabolizar xilose e celobiose, algo que ndo seria possivel para as células da levedura

Saccharomyces cerevisiae.

Posteriormente foram analisadas as atividades celobiase (intracelular e periplasmatica)
das mesmas dez cepas, conforme Figura 1. Quando as células foram cultivadas em meio com
celobiose, oito cepas apresentaram altas atividades de celobiase intracelular de ~ 130 a 350 U
[g células]! (Figura 1-A). Outras duas estirpes (CHAP-083 ¢ CHAP-108) apresentaram

valores inferiores a 56 U [g células]”. Ja quando as células foram previamente cultivadas em
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glicose, todas as cepas testadas apresentaram atividades despreziveis de hidrolise de
celobiose. Assim como verificado por Santos et al. (2011), essas cepas ndao apresentaram
atividade periplasmatica, mesmo em células previamente cultivadas em meios com celobiose

(Figura 1-B).

Essa inibicao da atividade celobiase em células crescidas em glicose pode ser um fator
limitante para a producao de etanol em meios que contenham a hexose e o dissacarideo
juntos. Dados semelhantes, no entanto, ja& foram observados por outros autores, o que

demonstra ser esta uma condi¢gdo comum para as leveduras (CADETE e ROSA, 2018).
5 Conclusao

De modo que oito cepas apresentaram dados expressivos de atividade celobiase
intracelular a partir de células pré cultivadas em celobiose, nossos resultados sugerem um
potencial de aplicagdo industrial dessas leveduras selvagens ou de suas celobiases, apesar da
presenca de glicose ser um forte repressor dessa atividade enzimdtica. Sua aplicacdo, para
otimizacao da producdo de etanol de segunda geragdo, ainda pode ser refor¢ada frente a

capacidade de as dez cepas metabolizarem xilose e celobiose.

Tabela 1. Capacidade de metabolizagdo de glicose, xilose, celobiose e celulose pelas dez

linhagens de leveduras selvagens isoladas de bagaco e palha de milho em decomposic¢ao.

Linhagens Glicose Xilose Celobiose Celulose
CHAP-083 + + + -

CHAP-085
CHAP-087
CHAP-088
CHAP-091
CHAP-096
CHAP-097
CHAP-100
CHAP-103
CHAP-108

+ o+ o+ + + + o+ o+ o+

+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+
1
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Figura 1. Atividade celobiase intracelular (A) e periplasmatica (B) em células crescidas em

meios contendo 2% de glicose (barras cinzas) ou 2% de celobiose (barras pretas).
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