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Resumo 
  A valorização do etanol como combustível renovável tem se destacado no Estado do Mato Grosso do Sul, devido suas terras agricultáveis e o clima propício ao cultivo da cana de açúcar, e novas usinas tem se implantado no Estado. A produção de álcool combustível no Brasil utiliza as leveduras padrão isoladas do Estado de São Paulo. Relatos apontam que essas leveduras são mais eficazes e resistentes às condições de estresse. No entanto, o verão no Estado pode atingir temperatura próximo a 42ºC, o que pode levar as linhagens padrão à condições de estresse. Durante o processo fermentativo é comum o aparecimento de leveduras selvagens provenientes do caldo e do ambiente das usinas. Essa disponibilidade faz da bioprospecção uma ferramenta vantajosa para obter novos isolados selvagens com potencial fermentativo. A bioprospecção de leveduras de usinas permitirá a seleção de leveduras mais adaptadas às condições climáticas regionais. Este trabalho visa obter novos isolados selvagens provenientes de ambientes de usina e sua caracterização morfológica. A análise do perfil fermentativo de novos isolados selvagens em mosto à base de caldo de cana é de suma importância, porque estes microrganismos são os agentes transformadores responsáveis pelas moléculas de etanol, um importante produto biotecnológico.
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Introdução 

   Pode-se afirmar que o Brasil tem uma tradição agroenergética, pois as primeiras experiências de uso de álcool como combustível ocorreram em 1925, em projetos do antigo Ministério da Agricultura, Indústria e Comércio. Desde então, o país desenvolveu uma larga experiência na produção, desde o Programa Nacional do Álcool (Proálcool), em 1975, domina a tecnologia de produção sendo o maior consumidor e exportador de álcool combustível do mundo. Apresentou uma trajetória de crescimento na produção desse biocombustível na ultima década com uma ligeira queda na produção em 2009, na ordem de 3,8% comparado a 2008. Em contrapartida as demais regiões, o Centro-Oeste apresentou taxa de crescimento positiva em 2009 (ANP, 2010).

   No Estado de Mato Grosso do Sul, este grande potencial para o crescimento do setor sucroalcooleiro ocorre em grande parte por apresentar uma grande área territorial e, além disso, por possuir clima e solo propícios para o cultivo da cana-de-açúcar. Outro motivo foi a criação de programas de incentivos fiscais (FAMASUL, 2009).

   O Estado possui 14 usinas sucroalcooleiras instaladas e, destas, a maioria está situada na região sul do Estado (BATISTOTE et al., 2010). Segundo o site do Canal da Cana, as Secretarias Estaduais da Produção, Indústria, Comércio e Turismo (Seprotur) estão prevendo, para o período de 2010-2013, um total de onze novas usinas em funcionamento no Estado, o que vem fazendo com que o Estado de Mato Grosso do Sul se torne um novo pólo industrial no setor (JORNAL INFORME AGROPECUÁRIO, 2009).

   O processo de produção do etanol no Brasil utiliza a sacarose proveniente da cana-de açúcar, na forma de caldo de cana, como substrato para fermentação. Esta fermentação ocorre pela ação de S. cerevisiae que são reutilizadas ao longo de toda a safra
   Com o progresso da tecnologia de fermentação, as linhagens de levedura têm sido selecionadas segundo características desejáveis. A seleção da levedura adequada para cada tipo de fermentação é uma estratégia importante para garantir uma boa fermentação, assim como para melhorar as características finais do produto.

   Atualmente o Estado de Mato Grosso do Sul tem apresentado grande potencial para plantio da cana-de-açúcar, matéria-prima fundamental para a produção de etanol, bem como a  instalação de novas usinas no Estado. No entanto o conhecimento sobre a diversidade de leveduras presentes na microbiota do solo e da cana-de-áçucar é escasso no Estado. Desta forma a busca por levedaras novas apropriadas às condições regionais é de suma importância, uma vez que esses micro-organismos são os agentes responsáveis pelas moléculas de etanol, um importante produto biotecnológico.
CANA-DE-AÇÚCAR

   Originária do sudeste da Ásia, a cana-de-açúcar é cultivada em uma extensa área territorial, compreendida entre os paralelos 35º de latitudes Norte e Sul, apresentando melhor rendimento em climas tropicais. Trazida ao Brasil em 1532 por Martim Afonso de Sousa, a cana-de-açúcar passou a ter significativa importância para o País. Inicialmente, seu principal pólo de produção era a Zona da Mata Nordestina, tendo depois se expandido pela Região Sudeste, notadamente no Estado de São Paulo. Hoje, quase todos os estados brasileiros produzem cana. O clima ideal para a produção da cana-de-açúcar é aquele que apresenta duas estações distintas: uma quente e úmida para proporcionar a germinação, perfilhamento e desenvolvimento vegetativo; seguida de outra fria e seca, para promover a maturação e consequente acumulo de sacarose. A época de plantio ideal para a região Centro-Sul é de janeiro a março.   
 A cana-de-açúcar conforme classificação botânica, pertence à Divisão Embryophita, Subdivisão Angiospermae, Classe Monocotyledonea, Ordem Glumiflorae, Família Poaceae, Tribo Andropogonae, Subtribo Saccharae, Gênero Saccharum, Espécie Saccharum spp (ALVES, 2004). O nome atual da espécie está relacionado ao fato de que todas as variedades da cana atualmente cultivadas em todo mundo são para produção de açúcar, álcool aguardente e forragem. As espécies cultivadas atualmente têm sua origem provavelmente na Oceania (Nova Guiné) e Ásia (Índia e China) (ANDRADE, 2003).

FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA

   A fermentação alcoólica é um processo bioquímico que ocorre no citoplasma da levedura, responsável pela transformação do açúcar em álcool etílico. O processo é realizado por inúmeras enzimas diferentes e pode ser considerado como a oxidação anaeróbica parcial da glicose, por ação das leveduras, com a produção final de álcool etílico e anidrido carbônico além de outros produtos secundários.  A transformação da sacarose em etanol e gás carbônico é expressa pela equação de Gay-Lussac, a saber:

C12H22O11 + H2O  2 C6H12O6  4 C2H5OH + 4 CO2

   Entende-se por rendimento da fermentação alcoólica a relação percentual entre o volume de etanol produzido e o volume máximo teórico. Os cálculos teórico podem ser feitos tomando-se por base a relação de 1 molécula de sacarose para 4 de etanol (RIBEIRO, 2002).

CARACTERISTICAS DAS LEVEDURAS

   Leveduras são fungos unicelulares de formato esférico, oval ou elíptico. Não possuem flagelo e, em conseqüência disso, são imóveis. As dimensões variam consideravelmente em função da espécie, nutrição e idade entre outros fatores. As leveduras caracterizam-se pela forma de reprodução vegetativa conhecida como brotamento ou gemulação. A esporulação em leveduras é um fator importante por constituir a base de um método de reprodução, desempenhar uma função de produção de novos híbridos e por manter a viabilidade das espécies durante as variações do meio ambiente. Quanto à composição química, as leveduras apresentam de 68% a 83% de água, além de substâncias nitrogenadas, carboidratos, lipídios, vitaminas, minerais entre outros (PELCZAR et al.;1996).

   Assim como qualquer forma de vida, as leveduras necessitam de fatores físicos e químicos indispensáveis para seu crescimento e reprodução. Alguns elementos são basicamente necessários, como água, fontes de carbono e nitrogênio, oxigênio e minerais (TORTORA et al.; 2002).

   A Saccharomyces cerevisiae é um microorganismo leveduriforme que possui geralmente uma forma elipsoidal. Em condições ótimas de cultura e nutrição, sua biomassa é dobrada a cada 90 minutos. Esta levedura se reproduz de forma assexuada através de brotos (divisão mitótica) ou sexuada por esporulação (meiose, segregação e formação de haplóides) e cruzamento com formação de diplóides “mating” (PRETORIUS, 2000).

LEVEDURAS SELVAGENS

   Segundo Andrieta., et al (2006), hoje se tem conhecimento que a levedura propagada no inicio da safra é rapidamente substituída por uma levedura nativa, isto é, que habita o ambiente da cana-de-açúcar e é introduzida no processo. Essa substituição não é perceptível. Apenas depois do advento da biologia molecular é que essa substituição foi registrada. As diferenças na dinâmica de atividades destas leveduras apresentam grande impacto sobre muitos aspectos no processo fermentativo. Algumas espécies são benéficas para a produção; outras atuam prejudicialmente como microrganismos deteriorantes. A contribuição individual e coletiva destas leveduras selvagens varia de acordo com o número e diversidade de espécies presentes no mosto de fermentação (PRETORIUS, 2001).

   Leveduras de laboratório e leveduras utilizadas em processos industriais, mesmo quando fazem parte da mesma espécie, apresentam grandes diferenças, tanto em termos genéticos, quanto em termos de sua fisiologia. Em condições industriais, seja na produção de levedura de panificação, de cerveja, de vinho, de bebidas destiladas, de etanol combustível ou de outros produtos, as leveduras acabam sofrendo um processo de adaptação às condições particulares do processo, o que envolve fenômenos como, por exemplo, a multiplicação do número de genes ou até mesmo de cromossomos inteiros (BENITEZ et al., 1996; QUEROL et al., 2003; MARULLO et al., 2004). Assim, ao longo dos séculos, cada processo industrial acaba selecionando as linhagens mais adaptadas às suas condições específicas.

   Do ponto de vista da contaminação por leveduras, nem tudo é problema. Em alguns casos, o contaminante é uma excelente cepa produtora de álcool com desempenho igual ou superior a cepa selecionada para o start-up do processo. Neste caso torna-se necessário realizar um estudo do seu desempenho quanto a rendimentos, tolerância ao etanol, temperatura e condições salinas e permanência no processo entre outros fatores.

Material e Métodos.  
 Microrganismos utilizados

   As levedura para este estudo serão isoladas em Usinas localizadas na região sul do Estado do Mato Grosso do Sul. As linhagens padrão, para o desenvolvimento deste projeto são: S. cerevisiae , PE-2, CAT-1, (linhagens industriais empregadas na produção de etanol combustível no Brasil). As linhagens padrão já estão disponíveis no Laboratório de CpBio do Centro de Pesquisa e Biodiversidade - UEMS.

 Coleta de caldo

   O caldo de cana bruto será coletado nas usinas do Mato Grosso do Sul bimestralmente durante o período da safra. As amostras serão transportadas em baixa temperatura em caixa de isopor com gelo e levado ao laboratório para o isolamento.

 Caracterização Morfológica

   Para o isolamento e caracterização morfológica das populações de leveduras selvagens, o meio de cultivo utilizado será YPD 2%, contendo 1,0%(m/v) de extrato de levedo, 1,0%(m/v) de peptona e 2,0%(m/v) de glicose. Será realizada diluição seriada em solução salina (0,85%) até 1.105 cel/mL, e 0,1 mL das diluições serão plaqueadas por espalhamento na superfície do meio sólido YPSI (1,0%(m/v) de extrato de levedo, 1,0%(m/v) de peptona, 2,0%(m/v) sacarose e 2,0%(m/v) agar), na presença de corante rosa bengala (0,003%) e ácido propiônico (0,19%). As placas serão incubadas em estufa a 30ºC durante 72 horas. Após o período de crescimento, as linhagens serão submetidas as análises morfológicas.

 Teste da capacidade fermentativa

   As amostras de leveduras selvagens isoladas e diferenciadas nos seus aspectos morfológicos e através de microscopia óptica serão utilizadas para os ensaios fermentativos. O mosto a ser utilizado será diluído, e com o auxilio de uma pipeta será distribuído 10,0 mL em tubos de ensaio contendo tubos de Durham invertidos. A fermentação será acompanhada por notação correspondente a percentagem do tubo de Durham preenchido pelo gás, segundo a metodologia adaptada por Silva e Cereda, (2009).

 Ensaios Fermentativos

   Os ensaios  fermentativos serão realizados em  mosto a base de  caldo de cana  com correção do pH 2,5 (Ácido clorídrico 1N). Com o auxilio de uma pipeta graduada será adicionado etanol a 8%(v/v) em erlenmeyers de 125 mL, contendo  50 mL do mosto esterilizados em autoclave a 120ºC por 20 minutos. As amostras de leveduras selvagens serão inoculadas e incubados 300C, sem agitação. Em tempos determinados, alíquotas serão retiradas par as análises dos parâmetros fermentativos tais como: biomassa, viabilidade e etanol.

 Parâmetros Fermentativos

   As análises do crescimento celular serão realizadas através de medidas espectrofotométricas a 570nm, correlacionada com curva de calibração.

   A determinação da viabilidade celular será acompanhada através do método de coloração com azul de metileno (LEE et al., 1981).

   A concentração do etanol será determinada no cromatógrafo a gás CG 3900 com detector  de ionização de chama (Varian),  utilizando uma coluna capilar de sílica  fundida de  30m de  comprimento (ZB-5).  A condição cromatográfica  empregada será:  volume de injeção 1µL, razão desplit  1:20  e  temperatura  do  forno de 90ºC.  As temperaturas  do  injetor e  do  detector  foram de 240ºC.  As amostras foram filtradas em ultrafiltro de 0,22µm.

Resultados e Discussão 

 Foram feitos levantamentos bibliográficos para a elaboração da pesquisa que serão desenvolvidas no próximo semestre no laboratório Cpbio da UEMS unidade de Dourados, 
Conclusões
  O levantamento bibliográfico, foi de suma importância, pois permitiu a acadêmica a aprimorar seus conhecimentos, bem como novos conhecimentos a cerca do objeto de estudo da pesquisa.

Agradecimentos 

  Agradeço a minha orientadora professora Dra. Margareth Batistote e a oportunidade de estar participando do projeto Petrobras. 
Referências 

  ALVES, T. A. Caracterização da cana-de-açúcar – Perspectivas do Setor Sucroalcooleiro na Região do Alto Noroeste Paulista. UNESP, Ilha Solteira, 2004 ANDRADE, L. A. B. Cultura da cana-de-açúcar In: Produção artesanal de cachaça de qualidade. Lavras: UFLA, 2003.
  ANDRIETA, M. G. S.; STECKELBERG C.; ANDRIETA, S. R. Bioetanol - Brasil, 30 anos na Vanguarda. Divisão de Biotecnologia e Processos. Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas. Universidade de Campinas. Campinas SP, 2006 BENITEZ. T, MARTINEZ P, CODON AC. Genetic constitution of industrial yeast.
Microbiologia 12:371-84, 1996.

  BATISTOTE, M. et al. Desempenho de leveduras obtidas em indústrias de Mato Grosso do Sul na produção de etanol em mosto a base de cana-de-açúcar. Ciência e Natura, RS, n. 32,  p. 83 – 95, 2010.

  BRASIL. Agencia Nacional do Petróleo, Gás Natural e Bicombustíveis. Anuário Estatístico Brasileiro do Petróleo, Gás Natural e Biocombustiveis. Rio de Janeiro: ANP, 2010.

    FAMASUL.Federação da agricultura e pecuária de MS. Disponível nainternet no endereço http://www.famasul.com.br/index.php?ir=famasul/ visualizar.php&comissao=9&pcodigo=129, (acesso 05 Março de 2009).

   JORNAL INFORME AGROPECUÁRIO. Com unidade do GrupoDreyfus, MS conta com 14 usinas de álcool. Disponível na internet no endereço http://www.srcg.com.br/noticias.php?id=3182,(aces so 10 Março de 2009).

   LEE, S. S.; ROBINSON, F. M.; WANG, H. Y.; Rapid determination of yeast viability. Biotechnology Bioengineering Symposium, v.11, p. 641-649, 1981.

  MARULLO. P, BELY. M, MASNEUF-PORMAREDE. I, AIGLE. M, DUBOURDIEU, D. Inheritable nature of enological quantitative traits is demonstrated by meiotic segregation of industrial wine yeast strains. FEMS Yeast Res. 4:711-719, 2004.

  PELCZAR JR, M.J.; CHAN,E.C.S.; KRIEG, N.R. Microbiologia: conceitos e aplicações. 2 ed. São Paulo: Makron Books do Brasil, 1996.

  PRETORIUS I. S. Tailoring wine yeast for the new millennium: novel approaches to the

ancient art of winemaking. Yeasts 16: 675 – 729, 2000.

  PRETORIUS I. S. Gene technology in winemarking: new approaches to an ancient art. Agriculturae Conspectus Scientificus, v. 66, p.27-47, 2001.

  QUEROL, A, BELLOCH C, FERNANDEZ-ESPINAR. MT, BARRIO, E. Molecular

evolution in yeast of biotechnological interest. Int Microbiol. 6:201-5, 2003.

  RIBEIRO, J.C.G.M. Fabricação Artesanal da Cachaça Mineira. 2ª Ed., Belo Horizonte: Ed. O Lutador, 2002.

  TORTORA, G.J.; FUNKE, B.R.; CASE, C.L. Microbiology. 6 ed. Califórnia: Art Méd, 2002.

3
Cidade Universitária de Dourados - CP 351 - CEP 79.804-970 - DOURADOS - MS

Tel. (67) 3902-2538 Home Page http://www.uems.br/propp

