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RESUMO - O etanol tradicional deixa para trés residuos de bagaco e palha de
cana-de-agucar ricos em acUcares fermentaveis. Esses carboidratos podem,
contudo, ser amplamente utilizados numa nova fermentacdo microbiana (etanol de
segunda geracao ou 2G). A Saccharomyces cerevisiae, levedura responsavel pela
producdo do etanol de primeira geracdo, é muito bem adaptada as condicGes
industriais de fermentacdo alcodlica, porém ela é incapaz de fermentar xilose e
celobiose, razdo essa que limita a producdo de etanol de segunda geracao.
Levando em conta que a biomassa lignocelul6sica do bagaco e da palha de
gramineas é decomposta com o auxilio de diferentes fungos filamentosos e
leveduras que, ao contrario da S. cerevisiae, sdo capazes de utilizar esses
carboidratos citados, o presente trabalho se prop0s a analisar os perfis de
crescimento celular de cinco linhagens de Meyerozyma caribbica isoladas de
bagaco de milho em decomposicdo. Todas as linhagens analisadas foram capazes
de metabolizar glicose, xilose e celobiose. A glicose foi o aclcar mais
rapidamente assimilado pelas células, e os meios com celobiose foram os que
proporcionaram maior crescimento celular. Diante dos resultados obtidos, é
possivel inferir que as leveduras aqui analisadas apresentam potencial para
contribuir com a otimizacdo da producao de etanol de segunda geracéo.

1. INTRODUCAO

O bagaco da cana-de-aclcar € um residuo proveniente da producdo de etanol de
primeira geracdo, obtido a partir da fermentacdo do caldo dessa graminea. Esse residuo
representa 150 milhdes de toneladas anuais no pais; de modo geral a maior parte do bagaco é
utilizada para gerar calor e/ou energia elétrica na propria industria (Stambuk et al., 2008;
Silva et al., 2014).

Com o cenéario atual de uma crescente demanda de combustiveis no Brasil, nos
préximos anos aumentara ainda mais a quantidade desse tipo residuo. De outro modo, 0
bagaco e a palha representam uma biomassa lignocelulosica rica em agucares fermentaveis
que podem ser utilizados para a producgéo do etanol de segunda geracdo, que é uma alternativa
viavel no aumento da producdo de etanol, sem a necessidade de haver uma maior area
plantada dessa graminea (Zanin et al., 2000; Stambuk et al., 2008; Soccol et al., 2010).
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A levedura Saccharomyces cerevisiae faz a fermentacdo do caldo da cana-de-agucar
para a producdo do etanol de primeira geracdo. Essa levedura é muito bem adaptada as
condicBes industriais e aos estresses provocados por estes procedimentos. Entretanto, ela é
incapaz de metabolizar significativa parcela dos carboidratos resultantes da hidrolise da
celulose e da hemicelulose que compdem a biomassa lignocelulésica das gramineas. Entre
esses agucares ndo metabolizados por S. cerevisiae, estdo a celobiose e a xilose. Desse modo,
alguns pesquisadores veem a engenharia genética dessa levedura como op¢do para a
viabilizacdo da producdo de etanol 2G (Stambuk et al., 2008; Lee et al., 2013). Por outro
lado, hé trabalhos recentes que demonstram a possibilidade do emprego de outras espécies de
leveduras nas dornas de fermentacdo como alternativa a engenharia genética de S. cerevisiae
(Reis et al., 2014; Wang et al., 2016).

A espécie Meyerozyma caribbica (Vaughan-Martini et al., 2005; Kurtzman e Suzuki,
2010) apresenta-se como uma das alternativas a S. cerevisiae, haja vista ja ter sido isolada de
matéria vegetal em decomposicdo como bagaco de agave-azul, casca de banana, sorgo e
sementes de cacau (N’guessan et al., 2011; Papalexandratou e De Vuyst, 2011; Saucedo-Luna
et al., 2011; Hande et al., 2013). Contudo, ha ainda pouca informacéo acerca do metabolismo
dessa levedura diante dos carboidratos encontrados em hidrolisados de biomassa
lignocelulosica, especialmente celobiose. Nessas circunstancias, este trabalho se propds a
caracterizar os perfis de crescimento celular da levedura Meyerozyma caribbica, isolada de
bagaco de milho em decomposi¢cdo, em meios contendo trés dos principais agucares oriundos
da hidrolise da celulose e da hemicelulose: glicose, celobiose e xilose.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Isolamento e Identificacdo das Leveduras

As leveduras foram isoladas conforme protocolo de Cadete et al. (2009) a partir de
amostras de bagaco e palha de milho em decomposicédo, obtidas nas areas experimentais do
Campus Chapec6 da Universidade Federal da Fronteira Sul. As amostras foram coletadas em
tubos Falcon de 50 mL estéreis. Aproximadamente 1 g foi inoculada em 20 mL de meio
sintético minimo contendo 0,67% de base nitrogenada, 0,02% de cloranfenicol e 1% de
xilose. Foram preparados quatro frascos erlernmeyers e incubados a 25°C por 3-10 dias, sob
agitacdo periddica de 145 rpm. Quando se detectou crescimento celular por turbidez, uma
alcada de células foi estriada por esgotamento em placas de Petri, essas contendo 0s mesmos
meios supracitados, alem da adicdo de 2% de agar. As placas foram incubadas a uma
temperatura de 28°C, e as leveduras foram isoladas pela morfologia da col6nia. As cepas
foram nomeadas conforme cddigo pré-estabelecido pela colecdo do grupo de pesquisa.

A identificacdo das leveduras foi realizada no Instituto Bioldgico do Estado de S&o
Paulo através do sequenciamento da regido ITS-5.8S e da subsequente comparacdo das
sequéncias obtidas com aquelas disponiveis no banco de dados GenBank por meio da
ferramenta BLAST (em http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.2. Condig0es de cultivo e crescimento celular

Dentre as cepas isoladas, cinco linhagens de M. caribbica foram escolhidas para
avaliacdo dos perfis de crescimento celular. Inicialmente, as células foram submetidas a um
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pré-inoculo de 48 h em 10 mL de meio rico, contendo 1% de extrato de levedura, 2% de
peptona e 2% de glicose. Em seguida, foram inoculadas (1/100 do volume final) em frascos
erlenmeyers com meio sintético minimo, contendo 0,67% de base nitrogenada e 2% de
glicose, xilose ou celobiose como fontes de carbono. Todos os meios foram ajustados em pH
5,0. Os frascos foram incubados a 25°C sob agitagdo periodica de 145 rpm. Em tempos pré-
determinados ao longo do cultivo, retirou-se amostras para a determinacdo do crescimento
celular: uma aliquota de cada uma dessas amostras foi utilizada para determinar a
concentracdo celular através da medida da densidade 6ptica (DOs70nm) em espectrofotémetro.

3. Resultados e Discussoes

Com a finalidade de isolar, identificar e caracterizar leveduras com potencial de
contribuir com a viabilidade da producédo de bioetanol, foram coletadas amostras de bagaco e
palha de milho em decomposicdo e, a partir delas, isoladas 26 linhagens. Dessas 26 linhagens,
cinco foram identificadas como pertencentes a espécie Meyerozyma caribbica. Essas cinco
linhagens (CHAP-087, CHAP-091, CHAP-096, CHAP-103 e CHAP-108) tiveram seus perfis
de crescimento celular em glicose, xilose e celobiose analisados.

As cinco linhagens analisadas foram capazes de metabolizar os trés agucares testados,
embora tenham apresentado distintas velocidades de crescimento: enquanto a fase
exponencial em meio com glicose teve inicio em 10 h de incubagdo, nos meios com as outras
duas fontes de carbono o crescimento logaritmico iniciou apenas apos 15-20 h de cultivo
(vide Figuras 1, 2 e 3). Esses dados corroboram resultados de outros pesquisadores, que ja
demonstraram que leveduras tendem a metabolizar a glicose mais rapidamente que outros
carboidratos (Santos et al., 2011).

Figura 1 — Perfis de crescimento celular das linhagens CHAP-087, CHAP-091, CHAP-096,
CHAP-103 e CHAP-108 em meios minimos contendo glicose como fonte de carbono.
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Figura 2 — Perfis de crescimento celular das linhagens CHAP-087, CHAP-091, CHAP-096,
CHAP-103 e CHAP-108 em meios minimos contendo xilose como fonte de carbono.
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Figura 3 — Perfis de crescimento celular das linhagens CHAP-087, CHAP-091, CHAP-096,
CHAP-103 e CHAP-108 em meios minimos contendo celobiose como fonte de carbono.
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E possivel perceber maior crescimento celular das leveduras em meios contendo
celobiose em relacdo ao observado nos meios com os outros dois carboidratos testados. 1sso
pode ser um indicativo de metabolismo respiratério diante da celobiose e fermentativo diante
da glicose e da xilose. De fato, outros autores demonstraram maior rendimento fermentativo
guando as células de M. caribbica estdo metabolizando xilose em vez de celobiose (Hande et
al., 2013).

4. Conclusao

As cinco linhagens de M. caribbica analisadas foram capazes de metabolizar glicose,
xilose e celobiose. Tendo em vista que a xilose e a celobiose ndo sdo metabolizadas por S.
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cerevisiae, as cepas estudadas demonstram potencial para contribuir com a otimizacdo da
producdo de etanol de segunda geracdo. Novos estudos poderdo verificar a capacidade dessas
leveduras de suportar as condigdes de estresse das dornas de fermentagdo. Contudo,
independentemente dessa capacidade, considerando-se os resultados aqui apresentados, pode-
se inferir que os genes das linhagens de M. caribbica, envolvidos no metabolismo de xilose e
celobiose, podem vir a ser expressos em S. cerevisiae, promovendo as células desta Gltima a
capacidade de metabolizacdo desses dois carboidratos.
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