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APRESENTACAO

O acentuado crescimento da populagdo mundial, bem como a ansia de melhor
nivel de vida, tém criado elevadas pressdes sobre 0s recursos naturais, matérias-
primas, o solo, a &gua, o ar e os ecossistemas em geral. A intensificacédo das atividades
humanas nas ultimas décadas tem gerado um acelerado aumento na producdo de
residuos soélidos urbanos, tornando-se um grave problema para as administracdes
publicas.

Aindustria quimica tem contribuido para a geracéo de efluentes liquidos e gasosos
contendo substéancias toxicas, bem como de residuos sélidos perigosos que, langcados
diretamente ou indiretamente sem qualquer tratamento no meio ambiente, podem
provocar grandes desequilibrios ecologicos. O uso intensivo de produtos quimicos, se
por um lado trouxe elevados beneficios aos padrdes de vida, por outro lado, 0s niveis
de poluicdo que estao associados a sua producéo sdo por vezes muito elevados.

As novas tecnologias na Engenharia Quimica auxiliam nos processos de
recuperacéo e reutilizacdo de residuos, assim como conversdo em novas fontes de
energia. Além das diversas formas de obtencdo de energia renovavel ja existente,
cada vez mais vem surgindo uma maior procura por outras formas de energia néo
poluentes. Essas razdes sdo as mais motivacionais: a ideia de uma possivel escassez
de recursos fosseis, a tentativa de reduzir as emissbes de gases nocivos para
a atmosfera e que causam o efeito estufa, e, além disso, almeja se alcancgar certa
independéncia em relacéo petréleo.

As questdes energéticas sdo extremamente importantes para a sustentabilidade
das sociedades modernas, uma vez que a sobrevivéncia humana depende do
fornecimento continuo de energia. Esse cenario faz com que seja preciso realizar
buscas por alternativas energéticas que sustentem a necessidade humana e que néo
prejudiguem o ambiente.

Para empresas, além da questdo ambiental, um excessivo gasto de energia
(advinda de recursos ndo renovaveis) € sinbnimo de prejuizo. Eis entdo uma grande
oportunidade para engenheiros quimicos intervirem na melhoria da eficiéncia
energética dos processos, ajudar a desenvolver tecnologias limpas e promover a
utilizagcdo de energias alternativas nas industrias. Com isso, ocorrerd uma reducao
de custos e sera uma contribuicéo valida ao meio ambiente o que hoje em dia vem
gerando maior competitividade para as empresas. O uso de residuos agricolas como
fonte de bioenergia tem despertado crescente interesse no setor de agroenergia.

Neste terceiro volume, apresentamos trabalhos com impactos tecnoldgicos
relacionados a industria, focando na reutilizacdo de produtos e converséo em energia
renovavel, bem como avango nos processos para reducédo da poluicao atmosférica
e em efluentes. Com isso, convidamos vocé a aperfeicoar seus conhecimentos da
Engenharia Quimica voltada para a area ambiental trazendo beneficios para toda a
sociedade.

Boa leitura.

Carmen Lucia Voigt
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PERSPECTIVAS
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RESUMO: O Brasil é o segundo maior produtor
de etanol do mundo. Além desse grande
destaque, o pais também desponta como
grande promessa na producao da segunda
geracdo do combustivel (o etanol 2G). Isso
decorre do fato de poder utilizar os proprios
residuos da atual producédo (obtida a partir do
caldo de cana) como matéria-prima da segunda
geracédo. Esse fator, isoladamente, ja pode
permitir um incremento de aproximadamente
50% da producdo sem aumentar a area
de cana plantada. Contudo, ha no Brasil
outra grande matéria-prima: os residuos da
producdo de milho. Como subproduto dessa
atividade agricola, tem-se diferentes partes
da planta (caule, palha e baga¢o) que podem,
apoOs pré-tratamento da biomassa e hidrélise
dos polissacarideos, fornecer acucares
fermentesciveis. Assim sendo, a fabricacéo
desse combustivel renovavel passa a ter um
apelo ainda maior, uma vez que a utilizacao
desses residuos agroindustriais proporciona
um aumento da seguranca hidrica, energética e
alimentar. Nesse contexto, o presente capitulo
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aborda, na forma de reviséo, o estado da arte e os principais aspectos relacionados ao
tema nas seguintes secdes: (1) Breve histérico da produg¢édo de etanol no Brasil e no
mundo; (2) Evolucdo da primeira para a segunda geragao do combustivel; (3) Por que
buscar leveduras em biomassa vegetal em decomposicao?; (4) Leveduras isoladas de
bagaco e palha de cana-de-agucar e milho: estado da arte, (4.1) Metabolismo de xilose,
(4.2) Metabolismo de celobiose, (4.3) Capacidade de hidrélise de polissacarideos; e,
(5) Perspectivas de aplicacéo de leveduras selvagens na industria.
PALAVRAS-CHAVE: leveduras, xilose, celobiose, celulose, biomassa.

ABSTRACT: Brazil is the second most producer of ethanol in the world. Besides this
great highlight, the country also emerges as a great promise in the production of the
second generation of the fuel (2G ethanol). This is due to the fact that it can use
the own residues of the current production (obtained from the sugarcane juice) as
second-generation raw material. This feature, alone, can already allow an increase
of approximately 50% of the production without increasing the planted area of
sugarcane. However, in Brazil there is another great raw material: the residues from
corn production. As a by-product of this agricultural activity, there are different parts
of the plant (stalk, straw and bagasse) that can, after biomass pretreatment and
polysaccharides hydrolysis, provide fermentable sugars. As a result, the production
of this renewable fuel is even more appealing, since the use of these agro-industrial
wastes increases water, energy and food security. In this context, this chapter reviews
the state of the art and the main aspects related to the topic in the following sections:
(1) Brief history of ethanol production in Brazil and in the world; (2) Evolution from the
first- to the second-generation of the fuel; (3) Why search for yeast in decomposing
plant biomass?; (4) Yeasts isolated from sugarcane bagasse and corn: state of the art,
(4.1) Xylose metabolism, (4.2) Cellobiose metabolism, (4.3) Polysaccharide hydrolysis
ability; and, (5) Prospects for application of wild yeasts in industry.

KEYWORDS: yeasts, xylose, cellobiose, cellulose, biomass.

11 BREVE HISTORICO DA PRODUCAO DE ETANOL NO BRASIL E NO MUNDO

Os incentivos mundiais para a producdo do combustivel comercial foram
intensificados na década de 1970, em decorréncia da forte crise do petréleo e dos
baixos valores de mercado do acgucar (revisado por NIPHADKAR et al., 2017). Ao
mesmo tempo, preocupacdes econdmicas € ambientais foram levantadas sobre as
consequéncias de altas emissdes de gases de efeito estufa e da dependéncia de
combustiveis fosseis.

No Brasil, em 1975, foi instituido o Programa Nacional do Alcool (Proéalcool),
grande responsavel pela introducdo do etanol combustivel na matriz energética
brasileira, consequentemente, possibilitando o equilibrio da balanca comercial frente a
crise energética mundial (CRUZ et al., 2012). Durante a primeira década do programa,
a producédo de etanol no Brasil cresceu com uma taxa de aproximadamente 35%
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ao ano, sem perdas para a indGstria de actcar (SZMRECSANYI; MOREIRA, 1991).
Associado, ainda, ao aumento na producéo de veiculos movidos a alcool nas décadas
subsequentes, o Brasil manteve a lideranca mundial na producéo de etanol até o ano
de 2004 e, atualmente, é o segundo maior produtor com mais de 7 bilhées de galbes
de etanol produzidos em 2017 (RFA, 2018).

Nos Estados Unidos, o etanol recebeu seu primeiro crédito tributario em 1978 e,
a partir de entéo, diferentes incentivos fiscais foram estabelecidos pelo governo para
estimular a produg¢éo e consumo do biocombustivel (DUFFIELD et al., 2008). Em 1988
ocorreu a aprovacao da Lei de combustiveis motores alternativos, que incentivou a
producao de carros movidos a alcool (USDA, 2015). Em paralelo, iniciou-se a discusséo
sobre as politicas ambientais, relacionadas principalmente ao controle na emissao de
monoxido de carbono, as quais foram definidas e fortemente incentivadas a partir da
década de 90. Assim, os EUA tornaram-se o maior produtor de etanol, com aumentou
na sua producéao de 1,6 para 15,8 bilhées de galdes entre 2000 e 2017 (USDA, 2015;
RFA, 2018), o que correspondeu, no ultimo ano, a 58% da producédo mundial. O etanol
produzido no pais € derivado principalmente de matéria-prima a base do milho, porém,
apesar da maior producdo, o etanol derivado do milho apresenta menor eficiéncia
energética quando comparado ao uso da cana-de-agucar (LOPES et al., 2016).

A Unido Europeia ocupa a terceira posicao na producdo de etanol, com 1,15
bilhdes de galdées em 2017 (RFA, 2018), com producéo baseada principalmente em
beterraba sacarina, milho e trigo. A matéria-prima destinada a producéo de etanol 1G
tem sido determinada pela agricultura local dominante, pelos mercados comerciais e
pelas tecnologias conhecidas de cada pais (IEA, 2008).

2| EVOLUGAO DA PRIMEIRA PARA A SEGUNDA GERACAO DO COMBUSTIVEL

Os biocombustiveis de primeira geracdo permitiram verificar o potencial de
producéo, distribuicdo e uso em larga escala de combustiveis, além de gerar avangos
regionais pela implementacao de tecnologias que tornaram esse combustivel renovavel
competitivo com os combustiveis fésseis, reequilibrando a matriz energética. No
entanto, considerando que o bioetanol é produzido em uma maior propor¢ao a partir
do milho e da cana-de-agucar, o intenso uso dessas matérias-primas tornou-se uma
preocupacao. Por um lado, o debate sobre combustivel versus alimento sustentou
que a producao de bioetanol impactaria os precos dos alimentos, colocando em
perigo a seguranca alimentar, especialmente nos paises menos desenvolvidos, 0s
quais dependem fortemente das importacdes de alimentos (NGUYEN et al., 2017).
Por outro lado, as preocupac¢des ambientais com a expansao do cultivo das culturas e
a presséo da expanséao da fronteira agricola para areas de vegetacao nativa tém sido
abordadas (HAHN-HAGERDAL et al., 2006; NAIK et al., 2010). Assim, em paralelo
a producéo ja bem estabelecida de etanol de primeira geragdo, ampliaram-se, nas
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ultimas duas décadas, os interesses no desenvolvimento de uma segunda geracao
(2G) do combustivel, a partir de biomassa lignocelulésica proveniente de culturas néo
alimentares ou residuos agricolas (HEMALATHA et al., 2015; SAINI et al., 2015) e
florestais (CADETE et al., 2012; TAOUDA et al., 2017; VALLEJOS et al., 2017). A
utilizacdo desses residuos resulta em menor emissao de gases de efeito estufa além
de nao competir por terras agricolas com culturas alimentares (THOMPSON; MEYER,
2013).

Dentre as biomassas vegetais, os residuos agricolas, como o bagaco da cana-de-
acucar, tém sido especialmente estudados, visto que sdo materiais subaproveitados
e encontram-se amplamente disponiveis — até mesmo como subproduto da producao
de etanol de primeira geracdo. Estima-se que apenas a producdo mundial de cana-
de-agucar e milho gerem anualmente em torno de 128 e 180 milhdes de toneladas de
residuos, respectivamente (SAINI et al., 2015), o que permitiria 0 aumento na producéo
de etanol sem incrementos significativos nos custos do processo ou da area de plantio
(SHAHBAZI; LI, 2006; CHERUBIN et al., 2018).

Enquanto a matéria-prima utilizada na producdo de etanol 1G € rica em
acucares fermentaveis, como sacarose, glicose e frutose, prontamente disponiveis
e eficientemente fermentados pela levedura Saccharomyces cerevisiae (BERTRAND
et al., 2016), a biomassa lignocelulosica da cana-de-agucar e do milho é composta
principalmente por celulose (34,6 a 45,6%), hemicelulose (18,9 a 36,9%) e lignina
(15,10 a 27,6%) (BRAR et al., 2016; DUSSAN et al., 2016; YANG et al., 2016). Os
dois primeiros constituintes, ao serem quebrados, liberam agucares como a xilose e
a celobiose, as quais ndo sao fermentadas por S. cerevisiae (STAMBUK et al., 2008).

Diante da complexidade das matérias-primas lignocelulésicas, faz-se necessario
um pré-tratamento inicial da biomassa, o que reduz a cristalinidade dos polissacarideos
e remove ou degrada a lignina (deslignificacao) (SINGH et al., 2015). Essa etapa torna
a celulose e a hemicelulose mais prontamente disponiveis para as enzimas hidroliticas
(celulases e hemicelulases) gerarem agucares simples a serem fermentados para a
producéao de etanol (MOSIER et al., 2005; BHUTTO et al., 2017).

Os pré-tratamentos quimicos, a partir de métodos alcalinos ou acidos, sao os
mais amplamente utilizados na desestrutura¢do da biomassa lignocelulosica. O &cido
sulfarico utilizado no pré-tratamento do bagaco da cana permitem uma solubilizagéo
de 70% (CANDIDO et al., 2012) a 90 % (ROCHA et al., 2011) da hemicellulose
presente na matéria-prima, porém com degradacao da cellulose em torno de 15%. A
combinacao de métodos de pré-tratamentos, no entanto, tem gerado resultados ainda
mais satisfatorios. Os tratamentos fisico e quimico associados, através do uso de
micro-ondas e hidroxido de sodio, foram mais eficientes na liberac&o dos acucares em
um menor tempo de pré-tratamento do bagaco de cana, em relacdo ao aquecimento
convencional e 0 uso de acidos, permitindo uma eficiente deslignificacdo e reducao
na hemicellulose do material (ZHU et al., 2016). O método fisico-quimico por explosao
a vapor também foi descrito para o pré-tratamento de residuos lignoceluldésicos como
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bagaco da cana (BERNIER-OVIEDO et al., 2018) e palha de milho (OHGREN et al.,
2006; DE BARI et al., 2014). Recentemente os liquidos ibnicos (LIs), uma classe ainda
nova de solventes, tém demonstrado a capacidade de dissolver todos ou a maior parte
dos componentes da biomassa lignocelulésica do baga¢o da cana-de-agucar, sendo
uma alternativa promissora para o pré-tratamento de biomassas lignocelul6sicas, uma
vez que podem fornecer maiores rendimentos de hidrolise enzimatica do que outros
pré-tratamentos comumente usados. Chambon et al. (2018) observaram que o uso
de Lls promoveu até 90% da remoc¢ao da lignina e a liberacéo de até 69% de glicose
contida no bagaco via hidrélise enzimatica. Pin et al. (2019) verificaram rendimentos
de 72% de glicose e 45,9% de xilose na hidrélise enzimatica utilizando os liquidos
ibnicos com acido acético, em 48 h a partir do bagacgo da cana.

Apés a etapa de pré-tratamento de biomassa, os polissacarideos precisam ser
hidrolisados em monossacarideos, os quais devem ser fermentados por leveduras
para a producao de etanol. A hidrolise da biomassa lignoceluldsica pode ser realizada
por acidos ou pela presenca de enzimas (HERNANDEZ-SALAS et al., 2009), sendo
o0 método enzimatico o mais eficiente (GUO et al., 2018). A mistura de enzimas de
Chrysoporthe cubensis e Penicillium pinophilumi, além de demonstrar eficiéncia
na hidrélise de acgucares provenientes de biomassa do bagagco da cana, permitiu a
recuperacao significativa da atividade enzimatica apés a reciclagem da frac&o insoluvel
(Visser et al., 2015). Myrothecium verrucaria demonstrou ser um fungo promissor
da degradacéo da lignina, além de melhorar a sacarificagdo enzimatica da palha de
milho (SU et al., 2018). A busca e o isolamento de celulases e hemicelulases tem sido
realizadas recentemente a partir de fungos fitopatogénicos presentes na matéria-prima
vegetal, uma vez que esses microrganismos produzem hidrolases para degradagao
da parede celular (TIWARI et al., 2013).

A sacarificacdo e a fermentacédo sao processos que podem ser realizados de
forma isolada (hidrélise e fermentacéo separadas) ou simultaneamente (sacarificacao
e fermentacdo simultdneas). Isso torna-se possivel pela utilizacdo de processos
que envolvam a interacdo entre a enzima responsavel pela hidrolise do substrato e
a levedura responsavel pela fermentacdo (SHADBAHR et al., 2018; SZAMBELAN
et al., 2018). As técnicas combinadas geram menores custos operacionais e maior
rendimento de etanol (AZHAR et al., 2017; SEWSYNKER-SUKAI; KANA, 2018; SOTI
et al., 2018), além de permitirem a fermentacao dos acucares a medida que estes séo
liberados, eliminando os problemas de inibicdo causados pelo acimulo de mono- e
dissacarideos (FERNANDES-KLAJN et al., 2018). Assim, a busca por microrganismos
eficientes na hidrélise e fermentacédo da biomassa lignoceluldsica é essencial para
garantir a eficacia e o maior rendimento na producéo do etanol.
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3IPOR QUE BUSCAR LEVEDURAS EM BIOMASSA VEGETAL EM
DECOMPOSICAO?

A decomposicdo da biomassa lignocelulésica requer enzimas especificas,
como celulases e xilanases, responsaveis por catalisar a degradacéao de substancias
celuloliticas e xilosidicas, respectivamente, bem como enzimas que permitam a
metabolizacdo de acucares como glicose, celobiose e xilose, disponibilizados a
partir da hidrolise dos polissacarideos citados. Contudo, as linhagens industriais de
S. cerevisiae atualmente empregadas em processos de fermentac&o alcodlica nao
podem hidrolisar esses polissacarideos tampouco fermentar a xilose e a celobiose.
Assim sendo, assume-se que leveduras que estejam associadas a degradacao
ou decomposicdo de biomassas vegetais devam dispor de enzimas capazes de
metabolizar os carboidratos presentes, seja para hidrolisar os polissacarideos ou para
fermentar os agucares. Isso torna a prépria matéria-prima uma fonte importante de
microrganismos para a producéao de etanol 2G.

41 LEVEDURAS ISOLADAS DE BAGACO E PALHA DE CANA-DE-ACUCAR E
MILHO: ESTADO DA ARTE

Considerando que as principais fontes de microrganismos capazes de hidrolisar os
polissacarideos e metabolizar os agucares s&o os proprios materiais em decomposicéo
(conforme descrito na se¢ao anterior), o isolamento e a caracterizacdo de leveduras
a partir de residuos de cana-de-agucar e milho podem proporcionar a sele¢cao dos
fenGtipos mais adequados a otimizacdo dos processos fermentativos que tenham
como substrato os residuos da producéo de etanol 1G.

4.1 Metabolismo de xilose

A xilose é segundo carboidrato mais abundante nos hidrolisados provenientes
de biomassa lignocelulésica. Essa pentose € obtida a partir da hidrélise da fracao
hemicelulose, majoritariamente composta por xilana em gramineas (STAMBUK et al.,
2008; DASHTBAN et al., 2009). Assim, entender como funciona a metabolizacdo da
xilose pelo microrganismo fermentador (a levedura) & importante para proporcionar
estratégias de otimizacéo da producédo de etanol de segunda geracgao.

A xilose precisa, inicialmente, ser transportada para o interior das células através
da membrana plasmatica das leveduras, o que pode ser feito por transportadores
especificos ou transportadores de hexoses (SHARMA et al., 2018). Ao adentrar
o citosol, a xilose necessita de trés reacdes para atingir a via das pentoses-fosfato
(PPP). Na primeira delas, a xilose € reduzida a xilitol, em uma reacé&o catalisada pela
enzima xilose-redutase (XR), que pode utilizar como coenzima NADPH ou NADH.
Em seguida, o xilitol & oxidado a xilulose pela acéo da xilitol-desidrogenase (XDH),
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que depende de NAD* como coenzima da reacéo. Para que as células de leveduras,
entretanto, possam fermentar eficientemente a xilose, é necessario haver um balango
redox nessas duas primeiras reacoes da metabolizacdo da xilose. Naquelas leveduras
em que a XR utiliza uma coenzima diferente da XDH, passa a haver um desbalanco
redox que, pela falta da reciclagem dessas, acaba por interromper a metabolizacédo de
xilose, acarretando num acumulo de xilitol. Desse modo, o desafio posto passa a ser
entdo o de encontrar leveduras cuja XR tenha maior afinidade pela NADH, permitindo
a reciclagem das coenzimas e evitando o desbalan¢co supramencionado. Por fim,
na terceira reacéo antes da PPP, a xilulose é fosforilada a xilulose-5P numa reacéo
catalisada pela xiluloquinase (XK), as custas de um ATP (revisto por STAMBUK et al.,
2008). A parir deste ponto, intermediarios da PPP podem ser destinados a glicélise
e o0 produto final desta via, o piruvato, ser descarboxilado a acetaldeido (em reacéo
catalisada pela piruvato descarboxilase) que, na sequéncia, é reduzido etanol pela
alcool- desidrogenase. A Figura 1 resume de forma esquematica o metabolismo de
xilose em leveduras.
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Figura 1. Metabolismo da xilose. XR: enzima xilose-redutase. XDH: enzima xilitol-
desidrogenase. XK: enzima xiluloquinase. PPP: via das pentoses-fosfato (adaptado de Deoti,
2014).

4.2 Metabolismo de celobiose

As leveduras podem hidrolisar a celobiose em seu periplasma ou transporta-la
através da membrana plasmatica para que a hidrélise ocorra no seu interior (vide Figura
2). No primeiro caso, as duas moléculas de glicose liberadas do lado de fora da célula
precisam atravessar a membrana para que possam ser consumidas pela glicOlise e
convertidas em etanol (GUO et al., 2015). Para que a hidrélise intracelular ocorra,
entretanto, a membrana plasmatica das leveduras precisa contar com permeases
capazes de transportar o dissacarideo, que, com isso, adentra as células liberando as
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moléculas de glicose diretamente no citosol (PARISUTHAM et al. 2017).

As b-glicosidases presentes como parte do complexo das celulases normalmente
séao provenientes de fungos filamentosos. Ja foi demonstrado, contudo, que essas
enzimas apresentam baixa atividade e sao inibidas pela prépria glicose por feedback
negativo (CHI et al. 2009). Este fato reforca a importancia de o microrganismo
fermentador ser capaz de metabolizar a celobiose. Para além disso, entende-se
também que a hidrélise intracelular possa aumentar a eficiéncia do processo. Na
dependéncia da hidrdlise periplasmatica, a celobiose mantida do lado de fora da célula
poderia inibir as endo e exoglucanases no meio. Além disso, a glicose gerada do
lado de fora da célula, pode aumentar a concentracdo de solutos do hidrolisado e,
consequentemente, a pressao osmética exercida sobre as leveduras (PARISUTHAM
et al. 2017). Assim sendo, como esses dois fatores podem ser suprimidos no caso de
uma hidrélise intracelular, passa a ser desejado néo apenas que a levedura aplicada
ao processo seja capaz de metabolizar a celobiose, mas que o faga intracelularmente.
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Figura 2. Metabolismo da celobiose em leveduras.

4.3 Capacidade de hidrolise de polissacarideos

Como comentado anteriormente, enzimas usadas em aplicagdes industriais
séo produzidas principalmente por fungos filamentosos. No entanto, os custos de
dessas enzimas ainda permanecem altos. Em razao disso, tem-se buscado leveduras
selvagens capazes nao apenas de fermentar agucares, mas também de hidrolisar os
polissacarideos. Em paralelo, a alternativa que se levanta é a engenharia genética de
uma super levedura capaz de realizar todo o processo com elevado grau de eficiéncia.

No que concerne as leveduras encontradas associadas a milho e cana-de-acgucar,
objetos destareviséo, alinhagem GHGO001 da espécie Pseudozyma brasiliensis, isolada
do trato intestinal da larva de um crisomelideo praga de cana-de-agucar (OLIVEIRA
et al., 2014), apresentou elevada atividade xilanolitica em comparacao com outras
xilanases previamente descritas (KAUPERT NETO et al., 2016). De forma semelhante,




diferentes espécies de Sugiyamaella e Cryptococcus, isoladas de bagaco de cana-de-
acucar, mostraram-se capazes de hidrolisar xilana e fermentar a xilose advinda dessa
hidrélise (LARA et al., 2014; SENA et al., 2017). Além disso, de silagens de milho ja
foram obtidas linhagens de Candida pseudointermedia (WANG et al., 2018), espécie
ja descrita com potencial tanto xilanolitico quanto celulolitico (MATTAM et al., 2016).
Desse modo, duas das maiores culturas agricolas no Brasil podem nao apenas servir
de matéria-prima para o etanol 2G mas também como fonte de leveduras hidroliticas
e fermentadoras.

51 PERSPECTIVAS DE APLICACAO DE LEVEDURAS SELVAGENS NAINDUSTRIA

Para possibilitar o emprego de S. cerevisiae na producéo de etanol 2G, é
necessario uma série de modificagcdes genéticas nessa espécie. Contudo, organismos
geneticamente modificados demandam adequacbes nas plantas industriais para
atender aos instrumentos legais de biosseguranca que regulam a manipulacao de
microrganismos assim engenheirados. E nesse contexto que as leveduras selvagens
passam a atrair a atencdo de pesquisadores. Além disso, a possibilidade de empregar
linhagens isoladas da microbiota do proprio entorno das usinas torna o processo
ambientalmente ainda mais atraente, ja que elimina a eventualidade de insercao de
microrganismos exoticos em diferentes ecossistemas. O desafio, no entanto, passa
a ser o de isolar e selecionar, de diferentes fontes e ambientes, leveduras que sejam
capazes nao apenas de fermentar os carboidratos que S. cerevisiae nao fermenta,
mas também de tolerar todas as condigdes de estresse celular impostas pelo ambiente
industrial.

De fato, na ultima década diversos trabalhos tém demonstrado grande potencial
de leveduras selvagens de diferentes espécies. Utilizando linhagens isoladas da
producao industrial de etanol, Blomqvist et al. (2011) demonstraram que a espécie
Dekkera bruxellensis (um contaminante do processo) possui potencial para fermentar
hidrolisados lignoceluldsicos e produzir etanol em niveis semelhantes ao de S.
cerevisiae, além de se mostrar também adaptada (nesse caso, pouco sensivel)
aos subprodutos inibitdérios encontrados nesses hidrolisados. Em outra pesquisa,
também com uma linhagem de D. bruxellensis, verificou-se que essa espécie é capaz
de produzir etanol a partir de celobiose e de fermentar esse dissacarideo mesmo
em condi¢cdes similares as encontradas nos meios industriais (REIS et al., 2014).
Somam-se a esses, trabalhos mais recentes que comprovam que leveduras indigenas
podem apresentar tolerancia e esses inibidores e, ao mesmo tempo, performances
fermentativas adequadas ao ambiente industrial. Wang et al. (2016) demonstraram
que as celobiases de Clavispora sp. sao insensiveis a furfural e hidroximetilfurfural,
enquanto Péter et al. (2017) apresentaram cepas de Brettanomyces acidodurans
capazes de fermentar celobiose mesmo na presenca de acido acético. Além dessas,
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recentemente uma nova espécie do género Wickerhamomyces apresentou elevado
rendimento de etanol diante de hidrolisados ndo-detoxificados, com aproximadamente
2,8 g/L desse mesmo acido (BAZOTI et al. 2017). Cabe salientar que leveduras do
género Wickerhamomyces também ja foram encontradas em caldos de cana-de-
acucar (OJHA e DAS, 2018).

Tendo em vista a necessidade de fermentacdo de carboidratos como xilose
e celobiose para garantir uma eficiente producdo de etanol 2G, muitos trabalhos
tiveram como enfoque a caracterizagcdo metabdlica de diferentes linhagens selvagens
de leveduras — isoladas de matéria vegetal em decomposicdo — diante desses
carboidratos. Na Tabela 1 sdo apresentados exemplos de diferentes espécies com alto
rendimento fermentativo a partir de xilose ou celobiose. Haja vista a vantagem frente
a outras espécies, bem como o fato de a xilose ser o segundo agucar mais abundante
nos hidrolisados lignocelulosicos, esses dados sugerem que as espécies do género
Spathaspora — em especial S. arborariae e S. passalidarum — sejam potencialmente
as melhores candidatas para a producéo de etanol 2G (CADETE e ROSA, 2018).

Leveduras com potencial hidrolitico também séo de alto interesse para a
industria do etanol. Como ja comentado neste capitulo, a possibilidade de empregar
leveduras capazes de promover a hidrélise dos polissacarideos presentes na biomassa
lignoceluldsica € extremamente desejavel, haja vista (1) possibilitar que um mesmo
microrganismo realize a sacarificacéo e a fermentac¢do simultaneamente e (2) reduzir
0s custos do processo com enzimas hidroliticas.

Dentre as leveduras apresentadas na Tabela 1, verifica-se que apenas uma
delas foi obtida a partir de bagaco de cana-de-agUcar. No entanto, ha diferentes
trabalhos presentes na literatura que demonstram que outras linhagens de algumas
das espécies ou géneros elencados na Tabela 1 ja foram isoladas de cana-de-agucar
e milho. E o caso de espécies do género Yamadazyma, descritas como leveduras
endofiticas ou do filoplano de milho e cana-de-acucar (KAEWWICHIAN et al., 2013;
KHUNNAMWONG e LIMTONG, 2016; KHUNNAMWONG et al., 2018), e do género
Galactomyces, obtidas de silagem de milho (ALPER et al., 2011). Da mesma forma,
a espécie Candida tropicalis, cujos dados da literatura demonstram mais de 76% de
eficiéncia fermentativa diante da xilose (vide Tabela 1), também ja foi isolada de silagens
de culturas de milho (WANG et al., 2018) e de bagaco de cana-de-agucar (LARA et al.,
2014). Além disso, como comentado anteriormente, essa levedura também apresenta
potencial celulolitico e xilanolitico (LARA et al., 2014; MATTAM et al., 2016), 0 que a
configura como uma das principais espécies com elevado potencial para a producao
de etanol 2G.

Por fim, considerando os fortes indicios, aqui apontados, do potencial de
aplicacéo de diferentes espécies de leveduras selvagens na fabricacdo do etanol
de segunda geracao, é possivel inferir que as proprias matérias-primas empregadas
na producédo desse combustivel possam fornecer os microrganismos fermentadores
para esse processo. Embora poucos trabalhos tenham analisado especificamente
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leveduras isoladas de residuos oriundos de culturas de milho e cana-de-agucar, a

literatura aponta como perspectiva o uso desses microrganismos como um possivel

propulsor da otimizacdo da producéo de etanol 2G.

Rendimento de
etanol (g/g)*

Eficiéncia

Fermentativa (%)**

Referéncia

Carboidrato fermentado/ Fonte ou substrato de isolamento
Espécie de levedura

Xilose

Candida akabanensis Bagaco de cana-de-agUcar

Candida tenuis ARS Patent Culture Collections (USA)
Candida tropicalis NBRC Culture Catalogue

Galactomyces geotrichum Taro

Scheffersomyces lignosa Restos de galhos de arvores em florestas
Scheffersomyces parashehatae Restos de galhos de arvores em florestas
Spathaspora arborariae Restos de galhos de arvores em florestas
Spathaspora passalidarum Restos de galhos de arvores em florestas
Spathasporta xylofermentans Restos de galhos de arvores em florestas
Celobiose

Candida jaroonii Restos de galhos de arvores em florestas
Clavispora sp. ARS Patent Culture Collections (USA)
Scheffersomyces queiroziae Restos de galhos de arvores em florestas
Yamadazyma sp. Restos de galhos de arvores em florestas

0,34
~0,42
~0,39
0,35
0,40
0,44
~0,50
0,48
0,34

0,47
~0,45

0,44
0,51

66,7
~81,5
~76,3
69,4
79,4
85,0
~98,0
94,0
66,5

87,4
~82,6

82,0
94,4

Valinhas et al. (2018)
Veras et al. (2017)
Mateo et al. (2015)
Valinhas et al. (2018)
Cadete et al. (2017)
Cadete et al. (2017)
Cadete et al. (2009)
Cadete et al. (2016)
Souza et al. (2018)

Lopes et al. (2018)

Geberekidan et al.
(2018)

Lopes et al. (2018)
Lopes et al. (2018)

Tabela 1. Leveduras selvagens com elevado rendimento fermentativo utilizando xilose ou
celobiose como fonte de carbono.

Y, (g de etanol produzido por g de agucar consumido).

**Porcentagem do rendimento de etanol te6rico maximo: 0,511 g de etanol por g de xilose e 0,538 g de etanol por
grama de celobiose.
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