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O maior desafio para a tecnologia do etanol de segunda geracdo é a reducdo dos custos de
producdo do complexo hidrolitico, cujo problema pode ser resolvido com a disponibilidade de
variantes genéticos ou através da modificacdo do processo fermentativo ou ambos. O
desenvolvimento de programas de melhoramento genético é importante para a reducdo desses
custos, pois a técnica de mutagénese e selecdo tem se mostrado efetiva com a obtencdo de
sucessivos ganhos de producéo. Neste trabalho, visou-se a obtencdo de mutantes desreprimidos e
hiperprodutores de celulases a partir da linhagem de Penicillium echinulatum (9A02S1). Para a
obtencdo de novos variantes genéticos, empregou-se a metodologia de mutagénese com H202 e
selecdo em placas de hidrélise com meio de celulose intumescida e 2-deoxiglicose. Para avaliar o
potencial secretor dos mutantes, foram realizados “screenings”, utilizando meio duas camadas para
melhor visualizacdo dos halos de hidrolise. Posteriormente, microfermentacdes foram realizadas em
cultivo submerso em eppendorfs de 2mL com volume de 1,5mL de meio de crescimento contendo
celulose intumescida. Os eppendorfs foram inoculados com um disco de 0,5cm das colénias
crescidas. Os eppendorfs foram cobertos por gaze e algoddo, mantidos por 4 dias a 28°C. Apdés,
foram centrifugadas por 10 min a 10000 g e o sobrenadante foi empregado para analise de FPA,
baseado no método proposto por Ghose, Pure Appl Chem 59:257-268, 1987, entretanto com uma
reducao proporcional de volumes na analise de cada amostra, que foram posteriormente lidas a 545
nm. A avaliacdo do potencial de secre¢cao dos mutantes a partir do halo produzido, proporcionou a
selecdo de variantes que foram submetidos a microfermentacdo, sendo que destes um clone
denominado S1 33 apresentou secrecdo enzimatica superior aos demais quanto a capacidade de
liberar aclucares redutores de papel de filtro. Esses possiveis hiperprodutores serdo submetidos a
analises de FPA, B-glicosidase e endoglicanases a partir de um cultivo submerso em frascos
mantidos sob regime de agitacdo reciproca. Com essa metodologia esta sendo possivel o
isolamento de variantes genéticos para a producao de celulases.
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