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RESUMO - O Brasil é o segundo maior produtor mundial de etanol, porém sua
producdo é quase que exclusivamente proveniente da fermentacdo de sacarose,
contida no caldo de cana-de-actcar, pela levedura Saccharomyces cerevisiae. E
ainda possivel aumentar a producédo de etanol se forem viabilizadas fermentagdes
a partir de diferentes fontes de biomassa vegetal, como cascas e bagacos de frutas.
Entretanto, grande parcela dos carboidratos presentes nessas fontes ndo pode ser
fermentada por S. cerevisiae. Nesse sentido, e considerando o expressivo volume
da producdo de laranjas no pais, objetivou-se o isolamento de leveduras de
amostras de casca e bagaco dessa fruta em decomposicdo e a caracterizacéo
bioquimica desses microrganismos. Dentre as cepas isoladas, trés foram
escolhidas e cultivadas em meios contendo glicose, frutose, xilose ou galactose
como fontes de carbono. A partir de aliquotas dessas culturas foi possivel a
determinacdo dos perfis de crescimento celular, consumo de agucares e producdo
de etanol. As andlises demostraram que, embora as cepas analisadas tenham
apresentado dificuldade em consumir a galactose, elas iniciaram o consumo dos
outros monossacarideos entre 10 e 20 h de incubacdo. Duas delas apresentaram
rendimento de etanol a partir da xilose igual ou superior ao obtido com a glicose.
Assim, os dados indicam ser possivel encontrar leveduras selvagens capazes de
contribuir com a otimizagdo da producéo de etanol a partir de diferentes fontes de
biomassa vegetal.

1. INTRODUCAO

No Brasil, o etanol de primeira geracdo produzido a partir da fermentacdo do caldo de
cana-de-agucar surgiu no inicio dos anos 70 como tentativa atenuante das seguidas crises de
petréleo que atingiam o pais. Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor de alcool
combustivel no mundo, com uma producdo de aproximadamente 27 bilhGes de litros. Como
consequéncia dessa producdo, aproximadamente 150 milhdes de toneladas de residuos como
bagaco e palha da cana-de-agUcar sé@o gerados anualmente no pais (Silva et al., 2014). Da
mesma forma que o bagaco e palha de cana podem ser utilizados para a producéo de etanol de
segunda geracdo — oriunda da fermentacdo de materiais lignocelulésicos — outras fontes de
biomassas também podem ser empregadas. Segundo o Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) (2016), a producdo de sucos citricos processa anualmente cerca de
45,8-10° toneladas de frutas ao redor do mundo.
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De acordo com Siles Lopez et al. (2010), a extracdo do suco de laranja gera o
equivalente a 50% do peso da fruta em rejeito, subproduto que, atualmente, tem sido
empregado para alimentacdo de animais e, como apresentado por Edwards e Doran-Peterson
(2012), ndo possui retorno econémico significativo. Segundo Rivas et al. (2008), a biomassa
da laranja compde-se basicamente de celulose, hemicelulose, agUcares solUveis e pectina.
Sabe-se, por outro lado, que significativa parcela dos carboidratos presentes nessas materias-
primas ndo pode ser fermentada pela levedura S. cerevisiae e, sendo assim, encontrar uma
levedura capaz de realizar sua fermentacdo € importante para aumentar a viabilidade da
producdo do etanol de segunda geragéo (Van Maris et al., 2006). Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivo analisar leveduras isoladas de laranjas em decomposicdo em
meios contendo diferentes fontes de carbono, haja vista a possibilidade de abrir um novo
mercado economicamente rentavel para os residuos da industria de sucos citricos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamentos de Leveduras e Linhagens Utilizadas

As leveduras analisadas foram isoladas a partir de amostras de laranjas em
decomposicdo coletadas no oeste de Santa Catarina. As amostras foram recebidas em sacos
estéreis termicamente isolados e identificados como sugere o protocolo descrito por Cadete et
al. (2009). Retirou-se, aleatoriamente, um grama das amostras para serem inoculadas em
frascos Erlenmeyer com 25 mL de meio liquido, composto por 0,67% de base nitrogenada,
0,02% de cloranfenicol e 1% de xilose. Os frascos foram incubados a uma temperatura de
28°C sob agitacdo constante de 145 rpm e, quando detectado crescimento celular através da
turbidez dos meios, uma alcada de células de cada amostra foi retirada para a realizacdo do
esgotamento por estriamento. As placas de Petri utilizadas no esgotamento continham os
mesmos meios supracitados além da adicdo de 2% de &gar, e foram incubadas a 25°C.
Posteriormente selecionaram-se as leveduras com base na morfologia de col6nia. As
linhagens foram identificadas, individualmente, a partir da sigla CHAP sucedidos por um
namero variante entre 45 e 82, seguindo a numeracao da colecdo do grupo de pesquisa.

2.2 Crescimentos Celulares, Consumo de Acucares e Producéo de Etanol

Para realizacdo dos crescimentos celulares escolheu-se, aleatoriamente, trés linhagens
dentre as isoladas: CHAP-047, CHAP-070 e CHAP-078. Além dessas, analisou-se também o
crescimento da linhagem industrial CAT-1, da espécie S. cerevisiae, identificada por Basso et
al. (2008). As leveduras foram pré-cultivadas em frascos Erlenmeyer por 48 h contendo 10
mL de meio rico (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose). O inéculo
(1/200 do volume final) foi transferido a Erlenmeyers com meios minimos compostos por
0,67% de base nitrogenada e 2% de glicose, frutose, xilose ou galactose, como fontes de
carbono; e pH ajustado em 5,0. As culturas foram incubadas sob agitacdo constante de 145
rpm e 25°C, onde, ao decorrer do crescimento, em intervalos pré-estabelecidos, foram
retiradas amostras, totalizando um periodo de amostragem de 48 horas. A partir dessas
amostras realizaram-se as determinagdes do crescimento celular atraves da medicdo da
densidade optica (DOs70) utilizando um espectrofotdmetro. No mesmo intervalo de tempo
pré-estabelecido, retirou-se uma aliquota de cada meio, submetendo-a a centrifugacdo. O
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sobrenadante foi coletado e congelado para uma posterior dosagem de etanol e determinagéo
do consumo de agucares.

A determinagdo do consumo de carboidratos durante os crescimentos celulares foi
realizada através do método de DNS em microplacas descrito por Santos et al. (2017). O
etanol produzido pelas cepas durante os crescimentos celulares foi quantificado
enzimaticamente seguindo adaptacdes realizadas na metodologia descrita por Rodionov et al.
(2002). Para essa determinacdo 10,0 pL de amostra foram incubados em microplacas de 96
pocos (de fundo plano) com 200,0 uL do reagente enzimatico, pelo periodo de 2 horas, a
temperatura de 37°C. Apdés incubagdo, a absorbancia foi medida através de leitor de
microplacas, com feixe de luz a 490 nm. A concentracdo de etanol foi determinada atraves da
correlagdo do valor de absorbancia apresentada para cada amostra, com a equagédo de reta
extraida da curva de calibracdo, retiradas diretamente em planilhas do Microsoft® Excel. Os
rendimentos de etanol foram calculados conforme Schmidell et al. (2001), correlacionando o
produto obtido com o substrato consumido (Yes).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na etapa de isolamento das leveduras de laranjas em decomposicdo, obteve-se 38
linhagens. Dentre essas, trés foram aleatoriamente escolhidas para analise dos perfis de
crescimento celular, consumo de aclcares e producdo de etanol: CHAP-047, CHAP-070 e
CHAP-078. Todas as linhagens foram capazes de crescer em meios contendo alternadamente
glicose, frutose ou xilose como fontes de carbono. O inicio das suas fases exponenciais de
crescimento nos meios com esses carboidratos oscilou entre 10 e 20 horas ap6s a inoculagéo,
tendo a CHAP-047 apresentado a menor fase lag (Figura 1). Essas leveduras, entretanto,
tiveram dificuldade em consumir a galactose. A assimilacéo dessa hexose so iniciou apés 35 h
de cultivo, e as células ndo foram capazes de consumir por completo os 20 g/L disponiveis
durante as 48 h de incubacdo (Figura 1B, 1D e 1F).

Os quatro monossacarideos testados estdo entre 0s principais constituintes do bagaco e
da casca de frutas (Huang et al., 2014). Contudo, a literatura tem apontado que a pentose
xilose, 0 segundo aclcar mais abundante nessa biomassa, ndo pode ser fermentada por S.
cerevisiae (Stambuk et al., 2008). De fato, ao testarmos a cepa industrial CAT-1, da espécie
S. cerevisiae, em meios com as mesmas fontes de carbono utilizadas com as linhagens
isoladas de laranjas, péde-se verificar que as células, embora tenham crescido em glicose e
frutose rapidamente, ndo foram capazes de se reproduzir em xilose (Figura 2). Por outro lado,
o crescimento da CAT-1 em galactose foi mais expressivo do que o observado para as trés
leveduras selvagens aqui testadas.

Em contrapartida, as linhagens CHAP-047 e CHAP-078 n&o apenas foram capazes de
consumir a xilose como foram capazes de fermenta-la, produzindo, respectivamente, 1,81 e
2,87 g/L de etanol a partir do que Ihes foi disponibilizado dessa pentose no meio de cultura. O
rendimento de etanol (Yes) dessas leveduras estd apresentado na Figura 3. Percebe-se que
ambas apresentaram rendimento em xilose igual ou maior do que o observado em glicose — a
linhagem CHAP-047, embora ndo tenha apresentado a mesma performance da CHAP-078,
teve rendimento de etanol a partir da xilose duas vezes superior ao observado a partir da
fermentacdo da glicose.
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Figura 1 — Perfis de crescimento celular (A, C e E) e consumo de agUcares (B, D e F) das
linhagens CHAP-047 (A, B), CHAP-070 (C, D) e CHAP-078 (E, F) em meios contendo
glicose (m), frutose (A), xilose (#) ou galactose (>x) como fonte de carbono.
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Figura 2 — Crescimento celular da linhagem CAT-1 de S. cerevisiae em meios contendo
glicose (m), frutose (4), xilose (#) ou galactose (>x) como fonte de carbono.
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Figura 3 — Rendimento de etanol (em g/g) das leveduras isoladas de laranja em
decomposicao.
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Hande et al. (2013) demonstraram que a fonte de nitrogénio € importante para o
rendimento fermentativo das leveduras. Em seu trabalho, esses autores apontam que o
rendimento de etanol em meios contendo amonia como fonte de nitrogénio (como foram os
meios utilizados no presente trabalho) € apenas pouco mais da metade do rendimento
observado em meios cuja fonte de nitrogénio provenha de extrato de levedura e peptona.
Levando em conta os dados daqueles autores, e considerando ser de 0,51 g/g o rendimento
tedrico maximo de etanol, é possivel inferir que as leveduras selvagens aqui testadas tém
potencial para contribuir com a viabilizacdo da producdo de etanol de segunda geragéo.
Novos trabalhos poderiam avaliar o rendimento fermentativo dessas leveduras em meios com
diferentes fontes de nitrogénio.

4. CONCLUSAO

Os dados obtidos sugerem ser possivel encontrar leveduras selvagens capazes de
fermentar acuUcares ndo metabolizados por S. cerevisiae e, portanto, de contribuir com a
otimizacdo da producdo de etanol a partir de diferentes fontes de biomassa vegetal residual.
Ademais, entre os isolados testados, a cepa CHAP-078 se destacou quanto ao rendimento de
etanol a partir da xilose disponibilizada em meio sintético minimo, indicando ter ela potencial
para aplicagdo industrial. Novos trabalhos, entretanto, poderéo verificar a capacidade dessa
levedura de suportar as condicdes de estresse das dornas de fermentacéo.
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