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Resumo
Visando o maior aproveitamento da biomassa de constituição lignocelulósica presente nos vegetais, a síntese de etanol de segunda geração a partir dos carboidratos presentes nesses materiais é uma alternativa importante do ponto de vista ambiental e econômico. No entanto, é muito importante o conhecimento do comportamento microbiano frente a diferentes concentrações iniciais de açúcares no meio e em condições de estresse metabólico, como na presença de etanol. Para tal ação, utilizou-se a levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907, que tem a capacidade de metabolizar diferentes tipos de açúcares gerando o álcool como metabólito. Quando se inoculou a levedura em meios com diferentes concentrações de glicose, sendo esses com 50 g/L, 120 g/L e 190 g/L, as concentrações máximas de etanol encontradas foram de 3,50 g/L, 10,96 g/L e 12,40 g/L, respectivamente. O maior valor de produtividade em etanol (g/L.h) foi encontrado no intervalo de 96-108 h no ensaio com 190 g/L de glicose, enquanto que maior rendimento (g/g) foi encontrado no intervalo de 96-108 h, porém com a concentração de 120 g/L de glicose. O fato da produção de etanol ter sido desprezível ou inexistente nas primeiras 40 h de cultivo quando se utilizou concentrações mais elevadas de substrato e não ter sido tão elevada quanto se esperava nessas condições, sugere inibição pelo substrato e pelo produto.
Introdução
O aproveitamento diferentes fontes de biomassa vegetal como fonte de energia, embora não substitua o petróleo em sua totalidade, faz com haja diminuição dos impactos ambientais negativos causados pela utilização de combustíveis fósseis e crescimento das ações de sustentabilidade. Pesquisar como aproveitar de forma mais eficiente esses resíduos de plantas é de grande valia, pois gera ampliação das ofertas de energia e redução dos custos, tendência buscada por várias nações. A necessidade de um aumento significativo na produção de etanol, sem aumentar a exploração das terras cultiváveis, tem levado à constatação de um novo padrão de produção de energia a partir da biomassa, em especial de resíduos lignocelulósicos (Benedetti et al., 2009).
Os materiais lignocelulósicos são uma das maiores reservas de matéria orgânica presente na crosta terrestre. Devido a isso, sua utilização como substrato fermentável é de grande valia, pois tem baixo custo e fácil obtenção, o que gera interesse industrial. As tecnologias para a obtenção de etanol de segunda geração, produzido a partir de materiais lignocelulósicos, envolvem a hidrólise dos polissacarídeos da biomassa em açúcares fermentáveis e sua posterior fermentação. Para executar essa tarefa, o processo de hidrólise utiliza tecnologias complexas e multifásicas, com base no uso de rotas ácidas e/ou enzimáticas para a separação dos açúcares e remoção da lignina (Pereira Jr. et al., 2008). 
Segundo Rouhollah et al. (2007), Fonseca (2008) e Nonklang et al. (2008), a levedura Kluyveromyces marxianus tem a vantagem de assimilar um grande espectro de substratos tais como glicose, glicerol, manose, galactose, celobiose, arabinose e xilose. Com base nesses fatos, a levedura K. marxianus tem se mostrado um micro-organismo promissor para produção de etanol de segunda geração devido as suas propriedades, tais como: capacidade de assimilação de diferentes açúcares, um amplo espectro de termotolerância, elevada taxa de crescimento (Fonseca et al., 2008) e por ser um hospedeiro alternativo para expressão de proteínas heterólogas (Nonklang et al., 2008). No entanto, como todas as leveduras em geral, o acúmulo de etanol no meio é a causa de inibição pelo produto durante a fermentação alcoólica (Roffler et al., 1984). Sendo assim, o objetivo da presente proposta de trabalho de iniciação científica é avaliar os limites de tolerância ao etanol da levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907.
Materiais e Métodos
Todo o experimento foi conduzido no Laboratório de Enzimologia e Tecnologia das Fermentações na Unioeste.
Para a realização dos mesmos, fez-se a inoculação da levedura em meios de cultura, previamente enriquecidos com nutrientes, com diferentes concentrações de glicose, sendo estes com 50 g/L, 120 g/L e 190 g/L. Os experimentos foram realizados em frascos Erlemneyers incubados em agitador automático e lá permaneceram em temperatura controlada de 30° C. Amostras foram retiradas periodicamente para análises de crescimento celular ao longo do tempo em espetrofotômetro e análise do consumo de substrato e dos compostos produzidos em CLAE (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência).
Resultados e Discussão
Quando tratamos do crescimento da levedura, pode ser notado que a K. marxianus apresentou bom desenvolvimento em todos os meios em que foi inoculada, demonstrando, porém, maior evolução nos ambientes com maiores concentrações de glicose, fato que se justifica pela maior disponibilidade dessa fonte de carbono para que ocorresse sua multiplicação. 
No tocante ao total de etanol produzido e à tolerância da levedura ao álcool, foi possível notar que a produção foi maior quando a disponibilidade substrato era mais elevada, sendo os resultados encontrados foram de 3,50 g/L, 10,96 g/L e 12,40 g/L para os meios de 50 g/L, 120 g/L e 190 g/L, respectivamente.
Além disso, houve a produção de subprodutos de fermentação, como o ácido acético, apresentado em maior quantidade (4,17 g/L) no meio de 190 g/L.
Também foi possível a realização de cálculos para a obtenção de resultados como produtividade (g/l.h) e rendimento do etanol (g/g). Notou-se que os picos de produtividade se deram nos tempos médios de cada experimento, ao passo que a produção tendeu a diminuir, fato que se justifica pela menor quantidade de substrato disponível no meio ou ainda inibição pelo etanol. Quanto ao rendimento, notou-se que o meio de 120 g/L apresentou maiores valores que se comparados com as outras concentrações. O maior valor de produtividade em etanol (g/L.h) foi encontrado no intervalo de 96-108 h no ensaio com 190 g/L de glicose, enquanto que maior rendimento (g/g) foi encontrado no intervalo de 96-108 h, porém com a concentração de 120 g/L de glicose. O fato da produção de etanol ter sido desprezível ou inexistente nas primeiras 40 h de cultivo quando se utilizou concentrações mais elevadas de substrato e não ter sido tão elevada quanto se esperava nessas condições, sugere inibição pelo substrato e pelo produto.
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Conclusões
É possível inferir que a K. marxianus não se mostrou uma boa produtora de etanol nas condições estudadas, com valores de rendimentos e produtividades baixos, havendo necessidade de novos estudos a fim de otimizar as condições de fermentação. No entanto, os objetivos do presente projeto foram alcançados, pois foi possível verificar que concentrações mais elevadas de substrato (acima de 120 g/l) podem exercer inibição sobre o metabolismo da levedura, prejudicando o crescimento e a produção de etanol. Cálculos cinéticos estão sendo realizados a fim de avaliar a intensidade e tipo de inibição pelo substrato e pela presença de etanol no meio.
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