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1 Introducéo

O etanol produzido no Brasil é oriundo do processo da fermentacdo da sacarose,
aclcar majoritario no caldo da cana-de-acucar. Contudo, tanto o bagaco quanto a palha
proveniente dessa matéria-prima (biomassa lignocelulésica) possuem uma grande quantidade
de acucares fermentaveis, mas que ndo sdo utilizados na fermentagdo de etanol de primeira
geracdo. Esse material, portanto, poderia promover um aumento na quantidade de etanol
obtida sem aumentar a area de cana plantada (GONCALVES et al., 2005). Para isso, é preciso
ampliar o numero de pesquisas que contribuam com a otimizacdo dessa producao de etanol,
chamado de segunda geragdo. A levedura Saccharomyces cerevisiae (principal espécie
utilizada na producéo do etanol de primeira geracdo) apresenta boa tolerancia as condi¢cbes de
estresse das dornas de fermentacdo em escala industrial (LANDRY et al., 2006), contudo é
incapaz de fermentar uma parcela dos carboidratos encontrados na biomassa lignocelulosica.
ModificacBGes genéticas seriam, assim, necessarias para seu uso na producdo do etanol de
segunda geracdo (STAMBUK et al., 2008). Desse modo, a alternativa que se tem a engenharia
genética passa a ser a selecdo de outras leveduras que possam apresentar performances

similares a S. cerevisiae.

2 Objetivo
O trabalho se propds a analisar, em leveduras isoladas de ambientes naturais, seus
niveis de tolerdncia a fatores de estresse similares aos encontrados na inddstria

sucroalcooleira durante a producédo do alcool combustivel.
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3 Metodologia

Inicialmente, realizou-se o pré-cultivo das células das leveduras por 48h antes de
inocula-las em frascos Erlenmeyer contendo 1/5 do volume de meio liquido sintético minimo
(6,7 g/L de base nitrogenada e 20 g/L de glicose), sendo a cultura incubada em um agitador a
28°C e 145+10 rpm. Em tempos pré-determinados ao longo do cultivo, amostras foram
retiradas para a determinacdo do crescimento celular, por meio da medida da densidade Optica
das amostras em espectrofotdbmetro (DOszonm), € para a determinacdo da fermentacdo da
glicose. Realizou-se a dosagem do etanol produzido durante os cultivos (fermentagdo de
glicose) por método enzimatico colorimétrico, adaptado de Rodionov et al. (2002).

Para permitir a avaliacdo dos graus de tolerancia a diferentes valores de pH, ajustou-se
o pH dos meios para 3,0, 5,0 ou 8,0. Para avaliar a tolerancia a etanol, acresceu-se 50 g/L ou

100 g/L de etanol nos meios de cultivo (nesse caso, o pH do meio foi ajustado em 5,0).

4 Resultados e Discusséo

Para as analises dos perfis de crescimento celular em diferentes valores de pH e sob
diferentes concentracfes de etanol, selecionou-se cinco cepas — FLONA-CE-3.4, UFFS-CE-
3.6, CHAP-018, CHAP-025 e UFFS-CE-3.1.2 — pertencentes a este grupo de pesquisa. Essas
condicdes testadas demonstraram que as linhagens foram mais tolerantes a variagdo do pH
(Fig. 1) do que a altas concentracgdes de etanol presentes no meio (Fig. 2).

Como pode ser observado na Fig. 1, as linhagens testadas nao tiveram suas
performances de crescimento celular afetadas em razdo da variagédo de pH. Contudo, ao se
avaliar a fermentacdo da glicose ao longo desses cultivos, em diferentes valores de pH,
percebeu-se que a cepa UFFS-CE-3.1.2 produziu 40% menos etanol em pH 8,0 quando
comparado ao que foi produzido em pH 3,0 e 5,0. As fermentacdes realizadas pelas demais
cepas, porém, também ndo foram afetadas pela variacdo do pH. Nesse sentido, destacaram-se
as cepas FLONA-CE-3.4 e UFFS-CE-3.1.2, cujos rendimentos fermentativos atingiram
respectivamente 60% e 70% do maximo teorico (dados ndo apresentados nas figuras).

O mesmo perfil de toleréncia, no entanto, ndo se observou quando os meios de cultivo
foram acrescidos de 50 g/L ou 100 g/L de etanol (Fig. 2). Os dados demonstram que as
linhagens FLONA-CE-3.4, CHAP-018, CHAP 025 e UFFS-CE-3.1.2 sdo muito sensiveis a

toxicidade do etanol, sendo incapazes de crescer na presenca das concentragcdes impostas
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desse alcool. A cepa UFFS-CE-3.6, por sua vez, foi a Unica que apresentou um crescimento
exponencial apés 25 h de adaptacdo ao meio contendo 50 g/L de etanol (Fig. 2A); um
desempenho, contudo, tardio se comparado com o crescimento celular no meio sem etanol,
iniciado depois de 10 h (vide Fig. 1). Sob concentracdo de 100 g/L de etanol, porém, a cepa
UFFS-CE-3.6, da mesma forma que as demais, também ndo apresentou crescimento celular
(Fig. 2B). A resisténcia a elevados niveis de etanol é imprescindivel no fim do processo de
fermentacdo, quando as dornas nas industrias brasileiras apresentam em média 85 g/L de
concentragdo de etanol (CTBE, 2016).

5 Concluséo
Embora tenham se mostrado sensiveis a altas concentracdes de etanol presentes no

meio, as leveduras testadas apresentaram tolerancia a uma variacdo de pH de até cinco
unidades, caracteristica extremamente desejavel ao ambiente industrial. Nos diferentes valores
de pH testados, as leveduras foram capazes de igualmente fermentar a glicose, chegando,
algumas delas, a produzir etanol em valores bem proximos do maximo teérico da fermentacéo
alcoolica. Desse modo, os dados permitem confirmar a possibilidade de se encontrar, em
ambientes naturais, leveduras capazes de serem empregadas na inddstria sucroalcooleira.
Ademais, os resultados obtidos vém proporcionar também um aumento do conhecimento das
leveduras presentes na microbiota local, gracas a caracterizacdo realizada de espécies até

entdo pouco conhecidas.

Figura 1.Perfis de crescimento celular das linhagens UFFS-CE-3.6 (®), FLONA-CE-3.4
(m), CHAP-018 (A), CHAP-025 (x) e UFFS-CE-3.1.2 (:) em meio sintético minimo com
20 g/L de glicose e pH ajustado alternadamente em 5,0 (A), 3,0 (B) € 8,0 (C).
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Figura 2. Perfis de crescimento celular das linhagens UFFS-CE-3.6 (®), FLONA-CE-3.4
(m), CHAP-018 (A), CHAP-025 (x) e UFFS-CE-3.1.2 (:) em meio sintético minimo com
20 g/L de glicose acrescido de 50 g/L (A) ou 100 ¢g/L de etanol (B).
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