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1 INTRODUCAO

As leveduras sao micro-organismos eucariotos (fungos) que se reproduzem
assexuadamente por brotamento ou por cissiparidade, que contém parede celular e
nao realizam fotossintese. Elas sdo comumente encontradas em uma grande
diversidade de habitat.

Elas sdo comumente utilizadas em processos fermentativos industriais para
producdo de acuUcares, bebidas alcoodlicas e biocombustiveis. Aproximadamente
metade das mais de 800 espécies conhecidas fermenta glicose, porém sao raras as
espécies fermentadoras de pentoses. De acordo com Hahn-Hagerdal et al (2007),
somente 12 de 670 espécies de leveduras analisadas fermentam D-xilose e/ou L-

arabinose.

1.1 Material lignocelulésico

O bagaco de cana-de-acUcar é um material fibroso lignocelulésico que
contém celulose e hemicelulose embebidos em uma matriz de lignina (PANDEY
et al., 2000).

A celulose € um homopolissacarideo linear que consiste de unidades de
glicose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4) (RAMOS, 2003;
CAMPBELL, 2000). A sacarificacdo deste carboidrato por enzimas de fungos e
bactérias requer a acdo de varias enzimas altamente especificas, cujo produto
principal final é a glicose (RIDIEL et al., 1997; GOMEZ, 1985).

Ja a hemicelulose é um heteropolissacarideo formado por pentoses (xilose,
ramnose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e acidos urénicos
(4-O-acido metil-glucurénico e acido galacturénico) (RAMOS, 2003). Sua
hidrélise é realizada pelas enzimas do complexo xilanolitico, que hidrolisam as
ligacdes glicosidicas internas da cadeia principal da molécula de xilana (principal
polissacarideo da hemicelulose), resultando em despolimerizacdo do substrato
(WONG et al.,, 1988). D-Xilose é o agucar mais abundante nesta fracdo
hemicelulosica.

A lignina € uma macromolécula fenolica amorfa formada pela polimerizacao
de radicais livres de unidades de alcool p-hidroxicindmico com variados grupos
metoxilas (RAMOS, 2003). As principais enzimas que a degradam s&o: as
lignina-peroxidases (LiP), que catalisam reacdes na presenca de peroxido de
hidrogénio (DURAN & ESPOSITO, 2000); as manganés-peroxidases (MnP), que



catalisam a oxidacdo de fendis monoaromaticos e outros derivados aromaticos
gue dependem de peréxido de hidrogénio e de manganés divalente (KARAM &
NICELL, 1997) e as fenol-oxidases como a lacase, que catalisam as reacfes de
oxidacdo dos componentes fendlicos ou ndo fendlicos quando em presenca de
um mediador (DURAN & ESPOSITO, 1997).

Além do bagaco de cana, existem outras matérias-primas que contém o0s
compostos citados anteriormente sendo que a proporcao relativa de cada tipo de
acucar depende da matéria-prima. Um exemplo é a fracdo hemicelulésica da
madeira que é rica em pentoses, principalmente a D-xilose e a L-arabinose
(HAHN-HAGERDAL et al, 2007) que s&o pentoses industrialmente importantes.
No entanto, algumas biomassas celuldsicas, como palha de milho e fibras de
muitas culturas herbaceas, contém quantidades significativas de L-arabinose
(HESPELL, R. B. 1998; MCMILLAN, J. D. & BOYNTON, B.L. 1994; BECKER, J.
& BOLES, E. 2003).

1.2 Capacidade fermentativa de pentoses das leveduras

A partir da crise energética no inicio dos anos 1970, iniciou-se investigacao
e desenvolvimento que visam a producdo sustentavel de combustiveis e
produtos quimicos a partir de fontes de matérias primas provenientes da
agricultura (ROSENBERG, 1980; HAHN-HAGERDAL et al, 2007).

O interesse na exploracdo de matérias lignocelulésicas ndo esta restrito
apenas a producdo de biocombustiveis, mas também para a producédo de
acucares industrialmente interessantes (FARRELL et al. 2006; GRAY et al. 2006;
HAHN-HAGERDAL et al, 2007). No entanto, ainda n&o existe a produgédo destes
compostos de maneira industrialmente viavel, indicando assim varias
dificuldades a serem enfrentadas para se chegar a um processo
economicamente viavel (HAHN-HAGERDAL et al, 2007). Um processo somente
serd designado como economicamente viavel se houver uma reducao

significativa de tempo e consumo de energia, além de bom rendimento.



A capacidade de fermentar pentoses a etanol ndo € comum entre 0S micro-
organismos, sendo descrita para espécies de leveduras dos géneros Candida,
Pichia, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces e Pachysolen (CAHNDEL et al.,
2006; MILLATI et al., 2005). A levedura comumente usada nos processos de
fermentacdo alcodlica, a Saccharomyces cerevisiae, ndo metaboliza a xilose,
gue € um acucar abundante na hemicelulose (CHANDEL et al.,2006; MILLATI et
al., 2005).

Linhagens de S. cerevisiae geneticamente modificadas para a habilidade
referida anteriormente também foram obtidas e pode ser uma alternativa viavel
para a biotransformacgao de material lignocelulésico em etanol. No entanto, ainda
existem muitos estudos a serem feitos para chegar a um processo
industrialmente viavel (HAHN-HAGERDAL et al, 2007).

1.3 Identificacédo e preservacgao das leveduras

A capacidade de fermentacdo de pentoses por leveduras é um dos objetivos
deste trabalho. Paralelamente a ele, outro ponto importante que foi tratado neste
mesmo trabalho é a identificacdo e a preservacdo dos micro-organismos
realizadas de maneira apropriada. Isso é extremamente importante para as
aplicacbes em processos biotecnoldgicos, pois sem uma boa identificacdo e
preservacdo dos micro-organismos, os estudos posteriores tornam-se dificeis de
serem feitos (SETTE et al., 2005; SETTE et al., 2006; BUGNI & IRELAND, 2004).

Os conhecimentos derivados desta pesquisa poderdo contribuir no
desenvolvimento biotecnolégico de producdo de biocombustiveis e acguUcares

economicamente importantes a partir de substratos lignocelulésicos.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

i. A selecdo de leveduras fermentadoras de pentoses, especificamente de
D-xilose e L-arabinose. A selecao foi realizada a partir das estirpes
existentes na colecé@o do Laboratorio de Microbiologia (CEIS, Unesp - Rio
Claro).

ii. Identificacdo taxondmica das estirpes selecionadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Leveduras

Neste trabalho foram utilizadas 82 estirpes de leveduras presentes na
colecéo de leveduras do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) isoladas
de fungos e vegetais. Todas estas estirpes foram coletadas na Fazenda Sé&o
Sebastido do Ribeirdo Grande, localizada no municipio de Pindamonhangaba,

SP. As estirpes usadas foram:

a) 26 de dguas acumuladas nos peciolos de sete bromélias (Vriesea sp.);

b) 13 de flores da planta Campanulacea siphocampylus (familia
Camponulaceae);

c) 4 de drosofilideos ;

d) 13 de frutos da planta Hedychium coronarium Koening (lirio do brejo);

e) 12 de cogumelos nao identificados;

f) 10 de exsudato de Euterpe sp (palmiteiro) €;

g) 4 de exsudato de Musa sp (bananeira).

As leveduras foram cultivadas em meio Sabouraud dextrose agar que

contém, em gramas/L:

Digerido enzimético de caseina..........ccccccceeeeunnee. 5
Digerido enzimatico de tecido animal................... 5
DEXIIOSE. ..o 40

o T R 15

Agua destilada.............cceeeveereriieeeeeee e, 1000 mL

pH final: 5,6£0,2 em 25°C.
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3.2 Testes para andlise de capacidade fermentativa de pentoses
3.2.1Teste de assimilacao
A capacidade assimilatoria foi testada em meio YNB (Difco) contendo
0,5% (m/v) do acucar a ser testado (D-xilose e L-arabinose). A incubacéo foi
por 21 dias a 25°C.

3.2.2 Teste de fermentacédo
A capacidade fermentativa foi testada em meio liquido especifico
contendo 4% de acuUcar (glicose, D-xilose, L-arabinose), utilizando tubos de
Durhan (KURTZMAN & FELL, 1998) para observar a producdo de gas. Os
periodos de incubacédo foram estabelecidos em 14 dias a 25°C. Todos o0s
meios de cultura foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 1

atm/121°C.

Para verificarmos a capacidade fermentativa foi utilizado um meio

contendo, em gramas/L.:

Extrato de levedura..........cccoevvvvviiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 5
Peptona.. ... 7,5
AGUCAT. ..cee ettt 40
Agua destilada...........c.coeeeeeeeieieeee i, 1000mL

3.2.3Teste de producéo de etanol

Para verificarmos a producdo de etanol, primeiramente as estirpes
foram cultivadas em meio Starvation contendo 0,1% de glicose para
diminuir as reservas das leveduras por 3 dias a 25°C. Posteriormente, as
estirpes foram inoculadas na superficie do meio YNB (Yeast Nitrogen Base)
contendo 2% do acucar a ser testado (D-xilose ou L-arabinose). Este meio
foi adicionado na placa pelo método “pour plate” e nele estava misturada
uma levedura (Candida silvae, estirpe BR3-3BY), incapaz de crescer
utilizando esses acucares, mas capaz de crescer em etanol, caso este
venha a ser produzido pelas estirpes em teste.

Assim, a producdo de etanol € observada indiretamente pelo
crescimento da Candida silvae, estirpe BR3-3BY, indicando que as

leveduras em teste fermentam a pentose.
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3.3 Andlise dos resultados

Inicialmente as estirpes de leveduras existentes na cole¢cdo do Laboratério
de Microbiologia (CEIS, Unesp — Rio Claro) foram testadas quanto a capacidade
assimilatéria em relacéo a D-xilose e L-arabinose.

As estirpes com resultado positivo foram em seguida analisadas quanto a
capacidade fermentativa em meio liquido, utilizando tubos de Durhan
(KURTZMAN & FELL, 1998) para observar a producéo de gas. As leveduras que
produziram gas em presenca de glicose, independente de terem ou néo
produzido gas em presenca de D-xilose e L-arabirose foram analisadas para
verificar a producdo de etanol pelo método da placa (GRABEK-LEJKO et al,
2006). Todos os testes, tanto de fermentacdo quanto de producdo de alcool,
foram realizados em duplicatas para cada estirpe de levedura.

A identificacdo das estirpes foi realizada por métodos polifasicos,
englobando anélises morfologicas, fisiologicas (BARNETT et al. 2000 e
KURTZMAN & FELL, 1998) e sequenciamento dos dominios D1/D2 do rDNA.
(KURTZMAN & ROBNETT, 1998; FELL et al., 2000 e SCORZETTI et al., 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Oitenta e duas estirpes de leveduras foram analisadas quanto a capacidade
assimilatéria em relacdo a D-xilose e L-arabinose. Em seguida, as 44 estirpes com
resultado positivo foram analisadas quanto a capacidade fermentativa em presenca
de glicose, D-xilose e L-arabinose. As estirpes que produziram gas em tubos de
Durhan em presenca de glicose foram submetidas ao bioensaio em placa,
independente de terem ou ndo produzido gas em presenca das pentoses, pois no
caso desses dois acUcares nem sempre se observa producdo de gas durante esse
teste. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 1 e os do teste de

producdo de etanol foram fotografados (Figura 1).

Tabela 1. Fermentacdo e producdo de etanol (ensaios presuntivo) das estirpes com
capacidade assimilatéria de D-xilose e L-arabinose

Assimilacéo Fermentacdo  Producéo de etanol

Codlgo da Origem  D-Xyl L-Arab Glc Xyl Arab Xyl Arab
estirpe

BN2-2AM Musa sp. + + + - + - -

BN2-2BASP  Musa sp. + - + + - - -

BR5-2AY ~ Aguade - _
bromélia

BR6-2AI Aguade . -
bromélia

BRe-2ay ~ Aguade . ]
bromélia

BR6-3AASP  Aguade - _
bromélia

BR7-1Al Aguade + + - i i
bromélia

CG7-7TAY Cogumelo  + - + - - - -

CG8-8BY Cogumelo  + - + - - + -

DC4M Drosofila + - + - - - -

PT1-1AASP Euterpe sp. + + + - - - -

PT1-1BASP Euterpe sp. + - + + - + -

PT1-1Al Euterpe sp. + - + - - - -

PT1-1CASP Euterpe sp. + - + - - - -

PT1-1ClI Euterpe sp. + - + - - - -

PT1-1M Euterpe sp. + - + - - - -

PT2-2AY Euterpe sp. + % + - - - -

v: resultado variavel.
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Figura 1: Teste de produgdo de etanol com D-xilose. As estirpes A, B, D e E sé@o as
leveduras fermentadoras deste agucar. J& as estirpes C e F sdo controle negativo deste
teste. Pode-se observar a producdo de etanol indiretamente, através do crescimento da
levedura “pourplate” (halos de leveduras circundando a estirpe em teste). A, B, C,D,Ee F
sdo BR6-6AY, BR6-6AIl, CG7-7AY, PT1-1BASP, CG8-8BY e DC4M, respectivamente. Todas
essas estirpes estéo identificadas nas Tabelas 2 e 5 - Anexo 2.
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A estirpe BN2-2AM, embora tenha produzido gas no teste de fermentagdo em
presenca de L-arabinose (mas ndo em presenca de D-xilose), ndo mostrou sinais de
producdo de alcool, sugerindo que a presenca de gas no tubo de Durhan no teste
com L-arabinose pode ser um resultado falso positivo ou que, havendo fermentacéo,
esta ndo leva a producdo de etanol. Esta estirpe precisa ser melhor analisada,
utilizando metodologia mais precisa (cromatografia) para verificar se pode ou nao
produzir etanol a partir de L-arabinose.

As estirpes PT1-1AASP e PT1-1BASP (Tabela 2) séao idénticas e apresentam
99% de similaridade com Candida shehateae var. shehatae; no entanto os
resultados dos testes destas estirpes sédo diferentes um do outro. Para a estirpe
PT1-1AASP, obtiveram-se resultados negativos nos testes (ndo houve a producéo
de gas nos tubos de Durhan e ndo produziu etanol nos bioensaios na placa). Ja a
estirpe PT1-1BASP apresenta resultados positivos nos testes (produziu gas nos
tubos de Durhan e houve a produgéo de etanol nas placas).

As estirpes BR6-2Al e BR6-2AY (Tabela 2), isoladas de agua de tanque de
bromélia também s&o idénticas e apresentaram 99% de similaridade com Candida
shehateae var. insectosa. , Os resultados dos testes, tanto de fermentacdo quanto
de producdo de &lcool, confrmaram a capacidade fermentativa de D-xilose de
ambas as estirpes. Ja a estirpe CG8-8BY, isolada da parte superior de pileo de
cogumelo crescendo na mata também apresentou 99% de similaridade com Candida
shehateae var. insectosa(Tabela 2). Embora nao tenha produzido gés, os resultados
do teste de producdo de alcool deram positivos, confirmando assim a capacidade
fermentativa de D-xilose desta estirpe e a dificuldade de se detectar gas em tubos de

Durhan quando essas pentoses sao utilizadas como substrato fermentativo.

Tabela 2: Identificacdo das estirpes fermentadoras.

n°® acesso do guery max

codigo Origem Identificacao closest relative coverage ident
Agua de Candida shehatae var.

BR6-2Al bromélia insectosa FM200042.1 100% 99%
Agua de Candida shehatae var.

BR6-2AY bromélia insectosa FM200042.1 99% 99%
Cogumelo Candidg shehateae var.

CG8-8BY insectosa FM200042.1 98% 99%

Euterpe Candida shehateae var.
PT1-1BASP sp. shehatae AJ606464.1 100% 99%
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Na tabela 1 vemos que trés estirpes que fermentaram D-xilose pelo teste com
tubos de Durhan, a saber, BR6-2Al, BR6-2AY e PT1-1BASP, também produziram
etanol nos ensaios em placa e, portanto sdo excelentes candidatas para continuacao
dos estudos, os quais deverdo prosseguir através da quantificacdo da producéo de
etanol por HPLC. A estirpe CG8-8BY, embora ndo produzido gés detectavel,
também pode ser incluida nesse grupo bastante promissor. Também a estirpe BN2-
2AM, a qual apresentou resultados inconsistentes, pois produziu gas em presenca
de L-arabinose, mas nao foi possivel detectar a producédo de etanol nos testes em
placa. Esta poderia ser melhor avaliada, pois foi a Unica que aparentemente pode
fermentar L-arabinose.

Todas as estirpes fermentadoras de D-xilose obtidas neste trabalho pertencem
ao género Candida cuja capacidade fermentativa de D-xilose é citada nos trabalhos
de Chandel et al. (2006) e de Millati et al. (2005). Segundo a literatura consultada, a
espécie Candida shehatae, com suas variedades “shehatae” e “insectosa” as quais
diferem fisiologicamente apenas na liquefacdo da gelatina (a variedade “insectosa”
apresenta liquefacéo fraca de gelatina), € uma das raras espécies fermentadoras de
D-xilose existente na natureza (PREEZ et al.,, 1986; KURTZMAN et al.,, 1998;
CHANDEL et al., 2006).

Nesta nossa busca, encontramos quatro estirpes que podem ser melhor
estudadas quanto a producéo de etanol a partir de D-xilose, especialmente quanto
ao aspecto quantitativo, o que devera ser efetuado em seguida.

Todas as estirpes estudadas neste trabalho foram coletadas na Fazenda Sao
Sebastido do Ribeirdo Grande (Pindamonhangaba, SP). Esta propriedade ainda
contém pequenos fragmentos de floresta Atlantica. O fato de termos encontrado
essas estirpes junto a um pequeno numero inicial de isolados demonstra o potencial
gue nossas matas possuem para isolamento de espécies e variedades microbianas
que podem ser aproveitadas para desenvolvimento de novas tecnologias de

producdo de biocombustiveis.
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5 CONCLUSOES
Com base nos dados apresentados neste trabalho, conclui-se que as
estirpes BR6-2Al, BR6-2AY, CG8-8BY e PT1-1BASP fermentam D-xilose com
producdo de etanol. Portanto, estas estirpes devem ser utilizadas em estudos
posteriores para analisar o potencial que apresentam para producdo de

biocombustiveis ou eventualmente em outros processos industriais.
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7 ANEXOS

7.1 Anexo 1: Tabela de estirpes de leveduras utilizadas neste trabalho

Tabela 3: Tabela de estirpes de leveduras utilizadas neste trabalho.

Cédigo da Origem Cédigo da Origem
estirpe estirpe
BR1-2AM Agua de bromélia |BN2-2AASP Musa sp.
BR1-2BM Agua de bromélia |BN2-2AM Musa sp.
BR1-2BM-F  Agua de bromélia [BN2-2BASP Musa sp.
BR1-2I Agua de bromélia |BN2Y Musa sp.
BR2-1Y Agua de bromélia |CG1ASP Cogumelo
BR2-2Y Agua de bromélia |CG2-2BASP-a Cogumelo
BR2-4Al Agua de bromélia |CG2-2BASP-b Cogumelo
BR2-4Y Agua de bromélia |CG2-2BASP-c Cogumelo
BR3-2AASP  Agua de bromélia [CG2-2BY-a Cogumelo
BR3-2I Agua de bromélia |CG2-2BY-b Cogumelo
BR3-3AY Agua de bromélia |CG3-3AM Cogumelo
BR3-3BY Agua de bromélia |CG3-3BM Cogumelo
BR3-3CY Agua de bromélia |CG5-5AY Cogumelo
BR3-3CASP  Agua de bromélia |CG5-5BY Cogumelo
BR3-4AY Agua de bromélia |CG7-7AY Cogumelo
BR5-1AASP  Agua de bromélia |CG8-8BY Cogumelo
BR5-2AY Agua de bromélia |DC1M Drosoéfila
BR5-3| Agua de bromélia |DC4M Drosdfila
BR5-4M Agua de bromélia |DC7M Droséfila
BR6-2AI Agua de bromélia |DCAY Droséfila
Agua de bromélia Campanulacea
BR6-2AY FB1-1AASP-a siphocampylus
Agua de bromélia Campanulacea
BR6-3AASP FB1-1AASP-b siphocampylus
Agua de bromélia Campanulacea
BR6-4BASP FB1-1AY-a siphocampylus
Agua de bromélia Campanulacea
BR7-1Al FB1-1AY-b siphocampylus
N . Campanulacea
BR7-2I Agua de bromélia FB1-1BY-a siphocampylus
N . Campanulacea
BR7-3BM Agua de bromelia | p) gy, siphocampylus
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Continuacao da Tabela 3 — estirpes de leveduras utilizadas neste trabalho.

Caodigo da

Caddigo da

estirpe Origem estirpe Origem
Campanulacea Hedychium
FB1-1CASP siphocampylus H3M coronarium Koening
Campanulacea Hedychium
FB1-1DASP siphocampylus H8-8BY coronarium Koening
Campanulacea Hedychium
FB2-2AM-a siphocampylus H10-10AY coronarium Koening
Campanulacea Hedychium
FB2-2BM siphocampylus H10-10BY coronarium Koening
Campanulacea Hedychium
FB2-2CM siphocampylus H12-12BM coronarium Koening
Campanulacea Euterpe sp
FB2-2AY siphocampylus  |PT1-1AASP '
Campanulacea Euterpe sp
FB2-2BY siphocampylus  |PT1-1BASP '
Hedychium
. : Euterpe sp.
FHOT coronarium Koening |PT1-1Al
Hedychium
: , Euterpe sp.
FH11T coronarium Koenlng PT1-1BI
Hedychium
. : Euterpe sp.
H1-1AY coronarium Koening |PT1-1CASP
He(_Jchhium _ Euterpe sp
H2-2AM coronarium Koening |PT1-1Cl |
Hedychium . Euterpe sp
H2-2AASP coronarium Koening |PT1-1M '
He(_jychium _ Euterpe sp
H2-2BASP coronarium Koening |PT1-1Y '
He(_jychium _ Euterpe sp
H3-3AASP coronarium Koening |PT2-2AY '
He(_jychium _ Euterpe sp
H3-3CASP  coronarium Koening |PT2-2BY '

24



25

7.2 Anexo 2: Das 44 estripes que assimilaram D-xilose, as que constam na

tabela 5 fermentaram apenas a glicose.

Tabela 4: Identificacdo das estirpes.

n° acesso do query  max
codigo Origem Identificacao closest relative coverage ident

BN2-2AM Musa sp. Torulaspora delbrueckii EU441895. 1 99% 99%
BN2-2BASP Musa sp. Torulaspora delbrueckii EU441895. 2 99% 99%

Agua de
BRS-2AY bromélia Candida oleophila EN868264.1 100% 100%
BR6-3AASP /guade . _ _ ]

bromélia nao identificada

Agua de
BR7-1A bromélia nao identificada - - -
CG7-7AY Cogumelo nao identificada - - -
DC4M Droséfila Candida chickasaworum

rosotia 108 CRICKasawortim — Av300830.1  99%  99%
Euterpe sp Candida shehateae var.
PT1-1AASP ' shehatae AJ606464.1 100%  99%
PT1-1Al Euterpe sp. Pichia spartinae GU373761.1 98% 96%
PT1-1CASP Euterpe sp. Pichia spartinae FJ914895.1 100% 97%
PT1-1ClI Euterpe sp. Pichia spartinae FJ914895.1 100% 98%
] e . . :

PT1-1M uterpe sp. Candida picinguabensis DO377638.1 99% 99%
PT2-2AY  Euterpe sp. Sporopachydermia sp.  AF313365.1 97%  98%
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7.3 Anexo 3: Procedéncia das drogas utilizadas no trabalho

Tabela 5: Procedéncia das drogas utilizadas no trabalho

Droga Procedéncia Caodigo

Agar Acumedia 7178A
D-xilose Sigma X-1500
Extrato de levedura Difco 151517
Glicose Synth G1008.01.AH
L-arabinose Sigma A3256
Peptona Oxoid LPO37
Sabouraud dextrose agar Acumedia 7150A

Yeast Nitrogen Base (YNB) Sigma Y-1250
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