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RESUMO

O preco do petréleo, o esgotamento das reservas naturais e a conscientizacdo da
preservacdao ambiental tém contribuido para a pesquisa de fontes alternativas de
energia, como o bioetanol. No Brasil, entre as matérias-primas disponiveis para a
producdo desse combustivel destaca-se o caldo de cana-de-aglUcar. A levedura
Saccharomyces cerevisiae € 0 agente bioldégico mais empregado nesse processo e,
entre 0s carboidratos assimilados por este micro-organismo, estdo glicose,
sacarose, manose, galactose e maltose. No entanto, o interesse por cepas capazes
de também assimilar outros acucares, como a arabinose e a celobiose, € uma
tendéncia atual para o aproveitamento do residuo do bagaco da cana de acUcar
visando a producéo do etanol de segunda geracdo. Assim, o presente trabalho teve
por objetivo avaliar o perfil de assimilagédo de diferentes carboidratos por cepas de
leveduras isoladas do caldo de cana de uma industria de fermentacdo alcodlica no
nordeste brasileiro. Foram avaliadas 72 cepas previamente identificadas nos
géneros Candida (28), Pichia (25) e Saccharomyces (19). As cepas dos referidos
géneros apresentaram respectivamente 9, 7 e 5 perfis de assimilagdo. Nenhuma
cepa de Saccharomyces foi capaz de assimilar arabinose e/ou celobiose, mas oito
cepas (47,3%) assimilaram os carboidratos glicose, maltose e sacarose, sugerindo a
espécie Saccharomyces cerevisiae. Treze cepas do género Candida (46,4%) e 11
Pichia (44,4%) assimilaram todos os carboidratos inclusive, celobiose e arabionose e
foram selecionadas como promissoras para bioconversdo de hexoses e pentoses
em etanol.

PALAVRAS-CHAVE: Assimilacdo, bioetanol, carboidratos.

METABOLIC PROFILES OF THE COMMUNITY YEASTS ASSOCIAT ED WITH
SUGAR CANE FROM THE ALCOHOLIC FERMENTATION PROCESS

ABSTRACT
The price of oil, the depletion of natural resources and environmental conservation
awareness has contributed to the search for alternative energy sources, such as
bioethanol. In Brazil, among the available raw materials for the production of this fuel
highlight the sugarcane juice. Saccharomyces cerevisiae is the most biological agent

commonly used in this process, and among the carbohydrates assimilated by this
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microorganism are glucose, sucrose, mannose, galactose and maltose. However,
interest in strains able to assimilate also other sugars, such as arabinose and
cellobiose is a current trend towards the utilization of waste bagasse from sugar cane
aiming at the production of second generation ethanol. Thus, this study aimed to
evaluate the assimilation profile of different carbohydrate for yeasts strains isolated of
sugar cane juice from a fermentation industry in northeastern Brazil. Seventy two
strains previously identified as Candida (28), Pichia (25) and Saccharomyces (19)
were evaluated. Strains of these genera presented respectively, nine, seven and five
carbohydrate assimilation profiles. No strain of Saccharomyces was able to
assimilate arabinose and/or cellobiose but eight strains (47.3%) assimilated glucose,
maltose and sucrose, suggesting the species Saccharomyces cerevisiae. Thirteen
strains of Candida (46.4%) and 15 Pichia (44.4%) assimilated all carbohydrates
including cellobiose and arabionose and were selected as promising for
bioconversion of hexoses and pentoses into ethanol.

KEYWORDS: assimilation, bioethanol, carbohydrates.

INTRODUCAO

O esgotamento das reservas de combustiveis fosseis aliado ao impacto
ambiental da emissao de poluentes intensificou pesquisas por fontes renovaveis de
energia. Assim, a busca por combustiveis competitivos e ambientalmente corretos
assumiram importancia mundial (RAO et al., 2008) e, neste sentido, o bioetanol se
apresenta como uma atrativa opcao (ZABED et al., 2014).

No Brasil, o etanol é produzido a partir de caldo de cana de acgucar, que,
dentre as matérias-primas utilizadas apresenta maior balanco energético (MACEDO,
2007). Referido substrato pode ser fermentado diretamente para a producédo de
etanol, denominado de primeira geracdo. Esse processo gera como residuo uma
biomassa celuldsica que é considerado um recurso renovavel para a producgédo de
biocombustiveis de segunda geracdo. A hidrolise desse material celulolitico produz
glicose, o dissacarideo celobiose, além de pentoses, como a xilose e arabinose
(KNOSHAUG et al.,, 2009). Segundo ALMEIDA et al. (2011), a utilizacdo de
arabinose € menos investigada que a xilose devido & menor abundéancia de
arabinose na biomassa lignocelulésica. No entanto, a arabinose € o carboidrato mais
abundante na parede celular de plantas e um dos principais constituintes da
biomassa celulosica (KNOSHAUG et al., 2009).

Importante ressaltar, que a biomassa lignocelulosica € um substrato de
grande valor biotecnologico e representa a maior fonte de matéria organica
renovavel, uma vez que é o maior componente estrutural de plantas lenhosas e nao
lenhosas. Esses residuos sdo gerados atraves de praticas florestais e de agricultura,
indUstrias de papéis, madeira e outras agro-industrias (HOWARD et al., 2003). A
biomassa presente no bagaco da cana consiste de 40-55% de celulose, 25-50% de
hemicelulose e 19-40% de lignina. A celulose e hemicelulose podem ser usadas em
larga escala para a obtencéo de biocombustiveis (MOURO, 2012).

A primeira etapa da conversdo de um carboidrato em etanol é o transporte
desse acUcar para o interior da célula, que por exigir proteinas transportadoras de
membrana é especifica para determinadas espécies de leveduras (YOUNG et al.,
2010; SUBTIL & BOLES, 2011). Importante destacar que segundo MOURO (2012),
ainda sdo escassos estudos referentes ao transporte da celobiose por leveduras.

No Brasil, a levedura Saccharomyces cerevisiae é 0 principal micro-
organismo utilizado na producdo de alcool combustivel a partir da cana de acucar.
Os acucares assimilados por este micro-organismo incluem a glicose, frutose,
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sacarose, manose, galactose e maltose (SA, 2012). No entanto referida levedura é
incapaz de assimilar pentoses, como a arabinose presente em hidrolisados
lignoceluldsicos, ou o dissacarideo celobiose encontrado nos hidrolisados de
celulose (KHALORINIA et al.,, 2014). Assim, a pesquisa por cepas de leveduras
capazes de assimilar referidos carboidratos € um desafio para a producéo de etanol
de segunda geracdo (MARTINI, 2014). KNOSHAUG et al. (2009) e SUBTIL &
BOLES (2011) sugerem que 0S genes transportadores de micro-organismos
assimiladores de pentoses podem ser isolados e inseridos em cepas de
Saccharomyces cerevisiae. Para ZUROFF et al. (2013) consércios de leveduras
celuloliticas e etanologénicas poderiam ser uma alternativa atraente para o
aproveitamento de residuos celuldsicos na producdo de bioetanol. YADAV et al.
(2011) registraram o experimento realizado com a cepa Pichia stipitis assimiladora
de arabinose consorciada com uma cepa de Saccharomyces cerevisiae.

Segundo MARTINI (2014), a producédo eficiente de etanol a partir de
substratos hemicelulésicos exige que a levedura tenha a capacidade de utilizar n&o
apenas a glicose, mas também os outros acgucares, como a arabinose. Assim, a
incapacidade de assimilacdo especificamente da arabinose e da celobiose pela
Saccharomyces cerevisiae (YOUNG et al., 2010; SUBTIL & BOLES, 2011) € um
fator limitante para o uso da biomassa celulésica na producédo de etanol (BECKER &
BOLES, 2003; RICHARD et al., 2003; KARHUMAA et al., 2006).

Entre as leveduras que assimilam pentoses, MARTINI (2014) destaca
espécies dos géneros, Pichia, Candida, Kluyveromyces, Brettanomyces/Dekkera,
Debaryomyces e Schizosaccharomyces. Diante do exposto, e tendo em vista que a
absorcdo simultanea de hexoses e pentoses é um pré-requisito para o sucesso da
fermentacdo da biomassa lignocelulésica em etanol, o presente estudo teve por
objetivo avaliar o perfil metabdlico para assimilacdo de carboidratos, com destaque
para a arabinose e celobiose, em leveduras isoladas do caldo de cana, matéria
prima de uma industria de fermentacédo alcodlica do nordeste brasileiro.

MATERIAL E METODOS
Leveduras

Foram recuperadas 72 cepas de leveduras previamente isoladas de amostras
de caldo de cana, de uma industria de fermentacéo alcoodlica do Estado do Ceara.
Essas cepas foram caracterizadas e identificadas como pertencentes aos géneros
Saccharomyces (19), Pichia (25) e Candida (28) (MARTINS et al., 2015). Atualmente
estdo mantidas na Colecdo de Culturas do Laboratorio de Microbiologia Ambiental
(LAMAB) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara (UFC), em
Agar Sabouraud camada alta cobertas com 6leo mineral, a temperatura de 4 °C.

Assimilacéo de carboidratos - Auxanograma

Os carboidratos, glicose, maltose, sacarose, manose, celobiose e arabinose
foram adicionados ao meio de cultura com a seguinte composicdo (sulfato de
amonio 5g, fosfato monopotassico 1g, sulfato de magnésio 0,59, agar 159, agua
destilada q.s.p.100 mL, autoclavado a 115 °C por 15 min. Aliquotas de 40 mL do
meio fundido foram distribuidas em placas de Petri com dois mL das suspensfes
das cepas de leveduras. Com a ponta de uma espatula foram adicionados os
distintos carboidratos em diferentes pontos. As placas foram incubadas a 25 °C
durante sete dias.

Os perfis de assimilagdo de carboidratos das leveduras foram construidos a
partir de dados da interacao binaria (O para as cepas que ndo apresentaram zona de
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crescimento macroscopico em torno do local onde foi adicionado o acucar. e 1 para
as que apresentaram referida zona de crescimento). Para isso foi usado o Excel
(Microsoft Office 2007) para Andlise Grafica de Dados. Glicose foi usada como
controle positivo e 0 meio base sem o carboidrato como controle negativo (SOUZA
et al., 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO
As Figuras 1, 2 e 3 apresentam os perfis de assimilagéo de carboidratos das
cepas de leveduras dos géneros Saccaharomyces, Candida e Pichia isoladas de
amostras de caldo de cana.
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FIGURA 1 Perfis de assimilacéo de carboidratos das leveduras do género
Saccharomyces isoladas do caldo de cana

Todas as cepas de leveduras do género Saccharomyces assimilaram a
glicose, mas foram incapazes de assimilar a pentose arabinose e/ou o dissacarideo
celobiose. COSTA et al. (2013) avaliando 31 cepas de Saccharomyces cerevisiae do
Banco de Micro-organismos da Fermentec, também n&o encontraram nenhuma
cepa capaz de utilizar a celobiose e/ou arabinose. Essa limitacdo, confirmada por
ZABED et al. (2014) e CASSA-BARBOSA (2015) ressalta a importancia da pesquisa
por cepas de leveduras com potencial para assimilacdo dos referidos carboidratos
visando o aproveitamento de fracdes celuldsicas para producdo de bioetanol de
segunda geracdo (LENNARTSSON et al., 2014).

As cepas 59, 60, 66, 70, 88, 97, 106, 107, assimilaram somente a glicose.
Esses resultados sdo comuns as espécies Saccharomyces dairenensis (OHARA et
al.,, 2012), Saccharomyces rosinii (ALl & KHAN, 2014), Saccharomyces
transvaalensis (OHARA et al., 2013) e Saccharomyces unisporus (BHATTACHARYA
et al., 2013).

Nove cepas de leveduras do género Saccharomyces, (3, 4, 6, 14, 20, 28, 29,
31 e 75) representando 47,3% da populagéo analisada, assimilaram pelo menos os
carboidratos glicose, maltose e sacarose, perfil sugestivo da espécie
Saccharomyces cerevisiae. As cepas 74 e 108 (10,5%) assimilaram glicose e
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sacarose e segundo ALI & KHAN. (2014) a espécie Saccharomyces exiguus
apresenta essas caracteristicas.

Em estudos para a selecdo de cepas de Saccharomyces cerevisiae que
apresentem melhor desempenho na producdo de etanol a partir da hidrolise
intracelular da sacarose do caldo de cana, WEUSTHUIS et al. (1993) ressaltaram a
importancia de cepas capazes de sintetizar permeases especificas para captar de
forma direta a sacarose. Assim, as cepas (3, 4, 6, 14, 20, 28, 29, 31, 74, 75 e 108)
podem ser consideradas promissoras para a produgcdo de etanol de primeira
geracdo a partir do caldo de cana.

Na Figura 2 estdo os perfis assimilativos das cepas de leveduras do género
Candida avaliadas neste estudo.
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FIGURA 2 Perfis de assimilacédo de carboidratos das leveduras do género
Candida isoladas do caldo de cana.

Constata-se que 50% das cepas de leveduras do género Candida (1, 2, 8, 10,
12, 16, 27, 32, 35, 40, 76, 102, 103 e 109) foram capazes de assimilar celobiose e
arabinose. Observa-se também que as cepas 5, 22, 36, 47, 61, 63, 73, 82, 84 e 89
(35,7%), embora tenham sido incapazes de assimilar arabinose apresentaram
enzimas para absor¢cdo da celobiose. SANTOS et al. (2010) trabalhando com
leveduras isoladas de ecossistemas da Mata Atlantica no Brasil, identificaram as
espécies Candida lignicola e Candida coipomoensis como assimiladoras de
celobiose.

CASSA-BARBOSA et al. (2015) avaliando 231 colbnias de leveduras isoladas
da regido Amazobnica constataram que 125 foram capazes de assimilar pentoses
entre elas, a arabinose como fonte de carbono. Entre as espécies identificadas os
autores destacaram as espécies Candida lignohabitans e Candida etanolica.
CHANDEL et al. (2011) descreveram a Candida sheatae como uma espécie
assimiladora natural de pentoses, enquanto KHALORINIA et al. (2014) revelaram
que as cepas Candida tropicalis Y-27405, Candida intermedia MTCC-1404 e
Candida tropicalis Y-1552, foram capazes assimilar pentoses e a C. intermedia
MTCC-1404 foi a que apresentou melhor desempenho. WANNAWILAI &
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SIRISANSANEEYAKUL (2015) em estudo semelhante registraram a cepa Candida
magnoliae TISTR 5663 como promissora para absorcéo de pentoses.

Os perfis de assimilacao de carboidratos apresentados pelas cepas do género
Candida oriundas de amostras de caldo de cana revelaram cepas promissoras para
atuar em consorcio com cepas de Saccharomyces cerevisiae na fermentacdo de
material celulésico.

A Figura 3 apresenta o perfil assimilativo de carboidratos da populacéo de
leveduras do género Pichia oriundas de amostras de caldo de cana.
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FIGURA 3 Perfis de assimilacdo de carboidratos das leveduras do género
Pichia isoladas do caldo de cana.

O género Pichia apresentou o percentual mais representativo de cepas
assimiladoras de celobiose e arabinose. Como pode ser observado na Figura 3, as
cepas 17, 18, 19, 21, 23, 24, 25, 28, 30, 33, 55, 57, 93, 94, 96, 98, 99 e 100 (72%)
assimilaram a celobiose e a arabinose. Ressalte-se ainda que a cepa 57 assimilou
somente arabinose e a 101 apenas celobiose. Importante destacar que 44% das
cepas do género Pichia (17, 18, 19, 23, 24, 25, 38, 55, 93, 96 e 98) assimilaram
todos os carboidratos avaliados.

A assimilacdo de carboidratos pela célula microbiana esta relacionada a
sistemas especificos localizados na membrana citoplasméatica (SUBTIL & BOLES,
2011). Em experimentos para deteccéo do sistema de transporte para arabinose em
165 cepas de leveduras ndao Saccharomyces KNOSHAUG et al. (2009) registraram
que as espécies Pichia guilliermondii, Pichia methanolica e Pichia scolyti foram
portadoras dos referidos sistemas. CHANDEL et al. (2011) em trabalho com
leveduras isoladas de material celulésico registraram a espécie Pichia stiptis capaz
de assimilar arabinose, mas néo celobiose. Esse perfil foi detectado nas cepas 26,
39 e 57. A cepa 25 foi identificada por MARTINS et al. (2015) como Pichia anomala
e classificada como capaz de assimilar todos carboidratos avaliados, inclusive a
celobiose e arabinose. Esse resultado estd de acordo com LODDER (1971). ZHA et
al. (2013) identificaram uma cepa de Pichia anomala como capaz de assimilar
pentoses e promissora para producdo de bioetanol a partir de material celuldsico. A

levedura Pichia pastoris € muito estudada por seu potencial na producdo de
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bioetanol por ser capaz de assimilar pentoses presentes em biomassa celulésica
(SHIN et al., 2015).

CONCLUSOES
Os resultados do presente estudo indicam o potencial de cepas de leveduras
dos géneros Pichia e Candida, para aplicacdo consorciada com Saccharomyces
cerevisiae ou para insercdo dos genes responsaveis pela assimilagdo de arabinose
e/ou celobiose em cepas de Saccharomyces cerevisiae a serem utilizadas para
producado de bioetanol.
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