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RESUMO - Como subproduto da producdo de etanol a partir da fermentacdo do
caldo de cana-de-agUcar, obtém-se anualmente cerca de 150 milhdes de toneladas
de bagaco de cana que podem ser utilizados na producéo de etanol 2G. Contudo, a
levedura Saccharomyces cerevisiae, embora seja 0 microrganismo melhor
adaptado a processos industriais de fermentacdo alcodlica, é incapaz de
metabolizar significativa parcela dos carboidratos oriundos da hidrdlise dessa
biomassa, dentre eles a xilose e a celobiose. No intuito de contribuir para a
viabilizagdo da produgdo de etanol 2G, foram analisados os perfis de crescimento
celular, consumo de acgucares e producdo de etanol de duas linhagens de Candida
pseudointermedia isoladas de matéria vegetal em decomposicdo. Os crescimentos
foram realizados em meios minimos contendo glicose, xilose ou celobiose, com
pH 5,0. Também foram testados meios ajustados em pH 3,0 e pH 8,0 e outros
acrescidos de 5 e 10% de etanol. Ambas as cepas foram capazes de consumir 0s
trés carboidratos disponibilizados, tendo fermentado eficientemente a glicose, e
apresentaram tolerancia a variacdo imposta de pH. Por outro lado, as células se
mostraram sensiveis a 10% de etanol, e s6 foram capazes de crescer em 5% de
etanol apds 24 h de incubacdo. Os dados obtidos permitem concluir que as
linhagens analisadas apresentam potencial para contribuir com a viabilizagdo da
producdo de etanol 2G, haja vista terem sido capazes de assimilar carboidratos
ndo metabolizados por S. cerevisiae.

1. INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com a disponibilidade dos combustiveis fdsseis fez a busca
por biocombustiveis aumentar, dando maior importancia a energia proveniente da biomassa
(Goldemberg, 2009). Como subproduto da producdo de etanol de primeira geracao (a partir da
fermentagdo do caldo de cana-de-agucar), obtém-se cerca de 150 milhGes de toneladas de
bagaco de cana anualmente, algo que pode ser também utilizado na producéo de etanol de
segunda geragdo (também conhecido por etanol 2G ou etanol lignocelulésico), tendo em vista
os carboidratos presentes nessa biomassa lignocelulosica. Esse processo tem forte apelo
ambiental em virtude de teoricamente permitir o aumento de mais de 50% na producdo de
etanol sem aumentar a area de cana plantada (Silva et el., 2014; Soccol et al., 2010).
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O microrganismo mais eficientemente empregado na producdo industrial de etanol de
primeira geracdo € a levedura Saccharomyces cerevisiae, que é capaz de fermentar com
elevada eficiéncia a sacarose (Zanin et al., 2000; Stambuk et al., 2008). No entanto, a
producdo de etanol 2G requer uma espécie capaz de fermentar os carboidratos xilose e
celobiose, encontrados nos hidrolisados lignocelulésicos, uma vez que S. cerevisiae ndo
apresenta tal caracteristica (Stambuk et al., 2008; Lee et al., 2013).

Em vista disso, buscou-se caracterizar duas linhagens pertencentes a espécie Candida
pseudointermedia (Nakase et al., 1976), previamente isoladas de biomassa vegetal em
decomposi¢do. Assim como esses, outros isolados de C. pseudointermedia também j& foram
encontrados em substratos de matéria vegetal em decomposicao, bem como de graos de cafe,
flores, folhas, insetos, bagaco de cana-de-agucar e de uma tradicional pasta de peixe no Japédo
(Barriga et al., 2014). Como ainda existem poucos estudos realizados com esta espécie acerca
das suas caracteristicas metabdlicas frente a carboidratos de biomassa lignocelulésica, o
presente trabalho testou as linhagens quanto ao consumo de glicose, xilose e celobiose, bem
como a tolerancia a variacdo de pH e a diferentes concentragdes de etanol no meio de cultivo.
Com isso, objetivou-se contribuir para o aperfeicoamento da producao de etanol 2G.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Isolamento e Identificacdo das Linhagens

A coleta do material em decomposicdo ocorreu em dois locais: nas matas dentro dos
limites do Campus Chapec6 da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) e na Unidade
de Conservacdo da Floresta Nacional de Chapecd (FLONA). As leveduras foram isoladas
conforme protocolo de Cadete et al. (2009). A identificacdo das leveduras foi realizada
através do sequenciamento da regido 1TS-5.8S e dos dominios D1/D2 do gene que codifica o
rRNA 26S. As sequéncias foram subsequentemente comparadas aquelas disponiveis no banco
de dados GenBank por meio da ferramenta BLAST (em http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.2. Crescimento Celular, Consumo de Acucares e Producéo de Etanol

As células foram inicialmente pré-cultivadas por 48 h antes de serem inoculadas em
frascos Erlenmeyer contendo 1/5 do volume de meio liquido, sendo a cultura incubada em um
agitador a 25°C e 145+10 rpm. Em tempos pré-determinados, foram retiradas amostras para
determinacdo do crescimento celular por espectrofotometria a 570 nm (DO570nm). Foram
utilizados meios sintéticos minimos (0,67% de base nitrogenada) contendo alternadamente
2% de glicose, xilose ou celobiose como fontes de carbono, cujo pH foi ajustado em 5,0.
Ainda foram utilizados meios sintéticos minimos com 2% de glicose ajustados em pH 3 e pH
8 e outros acrescidos de 5% e 10% de etanol.

A dosagem dos aclcares glicose, Xxilose e celobiose consumidos durante o0s
crescimentos celulares foi realizada através do método de DNS em microplacas desenvolvido
por Santos et al. (2017). A partir das aliquotas coletadas durante os crescimentos celulares
também foi possivel quantificar o etanol através da reagdo enzimatica que utiliza a alcool
oxidase (AOD) e a peroxidase (POD), seguindo metodologia adaptada do protocolo descrito
por Rodionov et al. (2002). Os rendimentos de etanol foram calculados conforme Schmidell
et al. (2001), correlacionando o produto obtido com o substrato consumido (Yeys).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As duas linhagens testadas de C. pseudointermedia foram capazes de crescer em meios
contendo, alternadamente, glicose, xilose ou celobiose como fontes de carbono. Com excecgéo
do crescimento da cepa FLONA-CE-3.4 em celobiose, onde ndo foi observado o consumo
completo do agucar disponivel no meio, em todos os outros cultivos, os carboidratos foram
esgotados. Nota-se ainda que o consumo total de glicose deu-se apds 25 horas, sendo mais
veloz que a assimilacdo dos demais carboidratos, que precisaram de aproximadamente 40
horas para serem consumidos (Figura 1). De fato, recentemente outra pesquisa que utilizou
leveduras da mesma espécie, porém coletadas no arquipélago de Galapagos no Equador,
indicou que C. pseudointermedia é capaz de fermentar a xilose em meio contendo extrato de
levedura e peptona como fontes de nitrogénio (Guaman-Burneo et al., 2015).

Figura 1 — Perfis de crescimento celular (A, C, E) e consumo de agucares (B, D, F) das
linhagens UFFS-CE-3.6 (e) e FLONA-CE-3.4 (), em meios contendo 2% de glicose (A, B),
xilose (C, D) ou celobiose (E, F).
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Tendo em vista que durante a fermentacdo nas usinas as leveduras estdo sujeitas a
ambientes mais 4acidos, as linhagens UFFS-CE-3.6 e FLONA-CE-3.4 também foram
avaliadas em meios com diferentes valores de pH. Conforme pode ser verificado na Figura 2,
a variacdo do pH dos meios para 3,0 e 8,0 ndo influenciou o crecimento celular em glicose,
sendo que os perfis de crescimento apresentaram-se semelhantes aos meios cujo pH estava
ajustado para 5,0 (Figura 1A). Da mesma forma, a fase final do processo fermentativo impde
as células altas concentragdes de etanol, de modo a ser altamente desejavel que as leveduras
empregadas apresentem tolerancia a esse alcool (Ruyters et al., 2015). Portanto, as cepas
UFFS-CE-3.6 e FLONA-CE-3.4 foram ainda testadas quanto a sua sensibilidade ao etanol.
Essas linhagens, entretanto, ndo toleraram 10% de etanol no meio, e sé foram capazes de
crescer em 5% de etanol ap6s uma fase lag de 24 h (Figura 3).

Figura 2 — Perfis de crescimento celular das linhagens UFFS-CE-3.6 (o) e FLONA-CE-3.4
(a), em meios contendo 2% de glicose com pH 3,0 (A) ou pH 8,0 (B).
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Figura 3 — Perfis de crescimento celular das linhagens UFFS-CE-3.6 (o) e FLONA-CE-3.4
(a), em meios contendo 2% de glicose acrescidos de 5% (A) ou 10% de etanol (B) em pH 5,0.
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Ao longo dos crescimentos celulares, também foi avaliada a producdo de etanol pelas
células (dados ndo mostrados). Embora as leveduras tenham metabolizado a xilose e a
celobiose por meio da respiracdo celular (portanto, sem producdo de etanol), ambas
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fermentaram a glicose, tendo a cepa UFFS-CE-3.6 produzido 4,52 g/L de etanol e a FLONA-
CE-3.4, 6,08 g/L. Tomando por base a quantidade de glicose por elas consumida, isso
corresponde a um rendimento de etanol (Yes) de 0,23 e 0,30 g/g respectivamente.
Considerando o fato de os cultivos terem sido realizados em aerobiose plena e com amonia
como fonte de nitrogénio, considera-se satisfatério esses rendimentos, que correspondem a
45% e 59% do rendimento méaximo teorico (0,51 g/g). Hande et al. (2013) demonstraram que,
quando amonia é a fonte de nitrogénio, o rendimento de etanol pode cair a quase metade
daquele observado em meios cuja fonte de nitrogénio provém de extrato de levedura e
casaminoacidos. E possivel que essa diferenca da fonte de nitrogénio explique até mesmo a
preferéncia das células em respirarem, em vez de fermentarem, a xilose e a celobiose. Desse
modo, seriam interessantes novos trabalhos para avaliar o rendimento fermentativo dessas
leveduras em meios com diferentes fontes de nitrogénio.

4. CONCLUSAO

Embora ndo tenham fermentado a xilose e a celobiose, as duas linhagens de C.
pseudointermedia testadas foram capazes de assimilar esses dois carboidratos, demonstrando,
assim, possuir as enzimas necessarias a metabolizacdo de ambos aclcares. Ademais, essa
auséncia de fermentacdo pode ter ocorrido em razdo da fonte de nitrogénio utilizada e do
cultivo em aerobiose plena. Assim sendo, as duas leveduras apresentam potencial para
contribuir com a otimizacdo da producdo de etanol 2G por possuirem os transportadores e as
enzimas necessarias ao metabolismo de carboidratos encontrados nos hidrolisados
lignoceluldsicos. Os genes que codificam essas proteinas podem, portanto, vir a ser
heterologamente expressos em células de S. cerevisiae.
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