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Resumo: Biomassa lignoceluldsica e glicerol bruto residuo da industria do biodiesel sdo dois
substratos de baixo custo e abundantes que podem ser utilizados para a produ¢@o de biocombustiveis e
quimicos. Varias linhagens microbianas capazes de converter estes substratos a produtos quimicos de
interesse biotecnoldgico tem sido obtidas pela prospeccdo da biodiversidade e/ou estratégias de
engenharia genética.  Neste trabalho, prospectamos leveduras de dendé (Elaeis guineensis),
cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), ¢ do solo em torno destas culturas para selecionar
linhagens capazes de produzir biocombustiveis e quimicos a partir de pentoses e glicerol bruto da
induastria do biodiesel. Inicialmente, cerca de 400 linhagens de leveduras foram prospectadas para
crescimento em microplacas contendo xilose ou glicerol como tnica fonte de carbono. Posteriormente,
o crescimento destas também foi avaliado em hidrolisado de bagaco de cana contendo xilose e glicerol
bruto oriundo de uma industria de biodiesel. Comparacdes da capacidade de fermentagdo de xilose das
melhores linhagens isoladas demonstraram que algumas destas podem consumir xilose mais
eficientemente que Scheffersomyces stipitis NRRL Y7124. Resultados semelhantes foram encontrados
para a conversao de glicerol. A Identificacdo taxondmica de linhagens mostrou que elas pertencem a
diferentes géneros, incluindo Pichia. Além disso, foi realizada a caracterizacdo de atividades
enzimaticas responsaveis pelo metabolismo inicial de xilose nessas leveduras. A preferéncia da enzima
xilose redutase das novas linhagens pelos cofatores NADH e NADPH foi determinada. Novas
linhagens de leveduras e enzimas identificadas neste trabalho poderdo ser utilizadas em programas de
melhoramento genético de microrganismos. Nossos resultados demonstram claramente o potencial de
bioprospec¢do na obtencdo de novas linhagens microbianas e suas enzimas para aplicagdes

biotecnoldgicas.
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Introducio

A alta demanda mundial de energia, a incerteza na oferta das fontes de petroleo e as evidéncias
sobre os efeitos causados pelas mudangas climaticas tem direcionado, cada vez mais, a necessidade do
desenvolvimento de fontes alternativas para produgdo de combustiveis e quimicos (GUPTA et al.,
2009). A producdo de etanol de segunda geragdo (2G), ou seja, a partir de biomassa lignocelulésica,
que ¢ rica em pentoses e hexoses, apresenta uma grande oportunidade econdmica e ambiental. As
biomassas sdo abundantes nos mais variados ambientes, especialmente nas areas tropicais, sdo
renovaveis e de baixo custo, € ndo competem com o abastecimento alimentar.
Por outro lado, a producdo de biodiesel aumentou consideravelmente nos ultimos anos. O Brasil
mostrou o maior aumento na taxa de produg@o nos ultimos anos, quando comparado com os Estados
Unidos e Europa, i. e. de 736 m® em 2005 para 2.400.000 m* em 2010. Como a produgio de glicerina
bruta segue o aumento da producgdo de biodiesel, ja que a estequiometria da reag@o dita que para cada
10 toneladas de biodiesel 1 tonelada de glicerina bruta ¢ formada, a glicerina bruta tem se mostrado
como atraente substrato para producdo de biocombustiveis e quimicos (ALMEIDA 2012).
Atualmente, varias linhagens microbianas capazes de converter os agucares derivados da lignocelulose
(pentoses e hexoses) e glicerina bruta a produtos quimicos de interesse biotecnoldgico tem sido obtidas
pela prospec¢do da biodiversidade e /ou estratégias de engenharia genética (ALMEIDA, 2011;
ALMEIDA 2012).
O presente trabalho teve como objetivo principal obter linhagens microbianas para a produgdo de

biocombustiveis e quimicos a partir de xilose e da glicerina bruta gerada na produg¢ao de biodiesel.

Material e Métodos
Prospeccido de banco de microrganismos para selecionar microrganismos capazes de utilizar
xilose e glicerina como unica fonte de carbono: Inicialmente, aproximadamente 400 linhagens de
bactérias e leveduras previamente isoladas de diferentes biomas/ambientes ja presentes em banco de
germoplasma microbiano da Embrapa Agroenergia foram avaliados quanto a capacidade de crescer em
xilose e glicerina P.A. Em seguida, aqueles que apresentaram o melhor crescimento em glicerina P.A

foram avaliados quanto a capacidade de consumir e crescer em hidrolisados de biomassa e glicerina



bruta proveniente da industria do biodiesel. A sele¢do das melhores linhagens microbianas seguiu o
protocolo de selecdo estabelecido por ALMEIDA (2009) com adaptacdes. Resumidamente, as
linhagens foram inoculadas em 200 pL de LB (bactérias) ou YPD (leveduras) em microplacas, as quais
foram posteriormente incubadas a 28°C ou 37°C sem agitacdo por aproximadamente 16h. Essas
pré-culturas foram utilizadas para inocular 200 pL. de meio minimo M9 (para bactérias) ou YNB (para
leveduras) suplementado com xilose ou glicerina (Unica fonte de carbono) em microplacas de 96
pogos. A transferéncia foi feita com o auxilio de repicadores de 96 pinos (Boekel, USA). As placas
foram incubadas como anteriormente € o crescimento monitorado medindo-se a absorbancia (ODg)

com o auxilio de um espectrofotometro (SpectraMax M3, Molecular Devices).

Identifica¢do taxonémica: as melhores linhagens de bactérias e leveduras foram selecionadas para
identificagdo tanto pela capacidade de metabolizar (crescer) xilose e glicerina. As linhagens foram
identificadas pelo sequenciamento dos genes de RNAr 16S para bactérias e 26S (regido D1/D2) para
leveduras. Para tanto, a extra¢do do DNA gendmico foi realizada com Wizard DNA extraction kit
(Promega, Madison, USA) seguindo as recomendacgdes do fabricante. As rea¢des de PCR foram
realizadas em volume final de 50 uL utilizando os iniciadores universais para a regido 16S de bactérias,
e os iniciadores NL1 e NL4 para a regido 26S (dominio D1/D2) de leveduras. Os produtos de
amplificacdo foram purificados com UltraClean™ PCR Clean-up™ Kit (MO BIO Laboratories, Inc)
de acordo com as recomendag¢des do fabricante e sequenciados, em ambas as dire¢cdes, usando

BigDye® Terminator Cycle Sequencing kit v.1.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).

Identificacio e quantificacio de compostos produzidos pelas linhagens selecionadas: os
metabolicos produzidos por linhagens de bactérias e leveduras durante o crescimento em xilose e
glicerina foram identificados e quantificados utilizando um sistema de HPLC. Em resumo, as amostras
foram analisadas em sistema HPLC (Waters Milford, USA) equipado com coluna Aminex HPX-87 H
(Bio-Rad, USA). Acido sulfurico a 5 mM foi utilizado como fase mével a velocidade de 0,6 ml/min
com a coluna a temperatura de 42°C. Os resultados de HPLC foram utilizados para definir o tipo de
metabdlico produzido, calcular o rendimento (g de produto formado/ g de glicerina consumido) e a

produtividade (g/l produto/tempo) das linhagens.

Avaliacdo da capacidade fermentativa e da producio dos compostos desejados pelas linhagens

selecionadas: Para fermentacdes em volumes pequenos, fermentacdes em frascos Erlenmeyer ou tipo



serum foram utilizados. A densidade celular no inicio da fermenta¢do foi de pelo menos 0,2 g/L.
Amostras foram coletadas a intervalos de tempo regulares para andlise de crescimento celular,
consumo de xilose ou glicerina e producdo de metabolitos. A biomassa celular foi medida utilizando-se

varia¢do de absorbancia e peso seco.

Resultados e Discussao

Neste trabalho, prospectamos leveduras de dendé (Elaeis guineensis), cana-de-agucar
(Saccharum officinarum L.), e do solo em torno destas culturas para selecionar linhagens capazes de
produzir biocombustiveis e quimicos a partir de xilose e glicerol bruto da industria do biodiesel.
Inicialmente, cerca de 400 linhagens de leveduras foram prospectadas para crescimento em
microplacas contendo xilose ou glicerol como unica fonte de carbono. Para avaliar a tolerancia das
linhagens a compostos inibitdrios presentes nos substratos, o crescimento destas também foi avaliado
em hidrolisado de bagago de cana e glicerol bruto oriundo de uma industria de biodiesel. Com base nos
resultados obtidos, fomos capazes de isolar novas linhagens de leveduras para avaliagdo sob condigdes
fermentativas. Comparacdes da capacidade de fermentacdo de xilose demonstraram que algumas das
linhagens podem consumir xilose mais eficientemente que Scheffersomyces stipitis NRRL Y7124. Esta
espécie de levedura € conhecida por sua capacidade de crescer em xilose. Resultados semelhantes
foram encontrados para a conversao de glicerol. Identificacdo taxondmica de linhagens mostrou que
elas pertencem a diferentes géneros, incluindo Pichia. Além disso, foi realizada a caracterizacdo de
atividades enzimaticas responsaveis pelo metabolismo inicial de xilose nessas leveduras. A preferéncia

da enzima xilose redutase das novas linhagens pelos cofatores NADH e NADPH foi determinada.

Conclusio
Neste trabalho, exploramos a biodiversidade brasileira para isolar novas linhagens microbianas
capazes de utilizar xilose, principal pentose componente da lignocelulose, e glicerina bruta. As
linhagens isoladas foram selecionadas quanto a capacidade de crescimento em diferentes fontes de
carbono e avaliadas em processos fermentativos. As novas linhagens de leveduras e enzimas
identificadas neste trabalho poderdo ser utilizadas em programas de melhoramento genético de
microrganismos. Nossos resultados demonstram claramente o potencial de bioprospecc¢do na obtengao

de novas linhagens microbianas e suas enzimas para aplicagdes biotecnologicas.
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