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“Todo 0 nosso conhecimento se inicia com sentins&nto

- Leonardo da Vinci

“Pouco conhecimento faz com que as pessoas sevsimitgulhosas. Muito conhecimento,
que se sintam humildes. E assim que as espigasgs@®s ergem desdenhosamente a

cabeca para o céu, enquanto que as cheias as bgrama terra, sua mae”.

- Leonardo da Vinci

“A vida ndo é um corredor reto e tranquilo que nés
percorremos livres e sem empecilhos, mas um labirin
de passagens, pelos quais devemos procurar Nnosso
caminho, perdidos e confusos, de vez em quandogres

em um beco sem saida.

Porém, se tivermos fé, uma porta sempre sera aberta
para nés, ndo aguela sobre a qual n6s mesmos nunca
pensamos, mas aquela que definitivamente se révelar

boa para nos”.

- A. J. Cronin
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RESUMO

O bagago da cana-de-agUcar € considerado uma kamiggnoceluldsica
promissora para a producdo de etanol, devido acengosicdo em aclcares, grande
disponibilidade e baixo custo. A levedugaccharomyces cerevisjiaembora apresente
atributos ideais para o uso industrial, ndo é cajgafermentar alguns acucares presentes
nesta biomassa, como xilose e arabinose (acglcaies convencionais). Assim, é
interessante a busca por leveduras em nichos éomdo@nde esses acUcares estao
presentes. O Brasil apresenta uma rica biodivadsidgualificada pela diversidade em:
ecossistemas, espécies biologicas e endemismdrakJBcossistemas caracteristicos do
territério brasileiro como fonte de coleta oferec®portunidade ndo sé de obter novas
espécies, mas também de isolar aquelas capazesrrmdentar diferentes substratos. De
acordo com 0 exposto, 0 objetivo deste trabalhod®iisolar, a partir de amostras de
biomas brasileiros, leveduras que apresentassenabdidade em fermentar alguns
acucares, além da glicose e frutose, especialn@ntque compdem o hidrolisado do
bagaco da cana-de-acucar (agUcares ndo conversgioDairesultados demonstraram que
as linhagens isoladas ndo apresentaram habilidadée®enentar as principais pentoses
(xilose e arabinose) presentes no bagaco da caagdadar. Contudo, 19 foram capazes de
assimilar a xilose, e 12 linhagens, a arabinosstdD®rma, como sugestdo, o hidrolisado
do bagaco da cana-de-acUparde ser utilizado para a producdo de biomassa&ipaot
(single cell proteippelas linhagens que assimilaram xilose e arabinos

Palavras-chave- leveduras, etanol, bagaco, xilose e arabinose.
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ABSTRACT

Sugarcane bagasse is considered a promising lilmlose&c biomass for ethanol
production, due to its sugar composition, high kabglity and low price. Although,
Saccharomyces cerevisiaas the ideal attributes for industrial use, nas able to ferment
some sugars present in this biomass such as xyodearabinose (non-convencional
sugars). Thus, it is interesting to search for tgeas ecological niches where these sugars
are present. Brazil has a rich biodiversity, quediffor its diversity in: ecosystems,
biological species and endemisms. To use the emmsgscharacteristics of the Brazilian
territory as a source for sample collection offdre opportunity not only to obtain new
species, but also to isolate those capable of fetinge diverse substrates. Therefore, the
aim of this study was to isolate from samples cazdian biomes, yeasts that have the
ability to ferment some sugars, besides glucosefruntbse, especially those components
of the sugarcane bagasse hydrolizate (non-convealcgugars). The results demonstrated
that the isolated strains had no ability to fermiéet main pentoses (xylose and arabinose)
present in sugarcane bagasse. However, 19 strares able to assimilate xylose, and 12
strains, arabinose. Thus, as suggestion, the sugaltagasse hydrolyzate can be used for

the production of single cell protein by the steaihat assimilate xylose and arabinose.

Keywords:yeasts, ethanol, bagasse, xylose and arabinose.
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1. INTRODUCAO

O aumento crescente dos precos dos combustivemsi$ds a preocupacao mundial
com o acumulo de gases causadores do efeito estafva as buscas por fontes
alternativas de energia.

A conversao de biomassa lignocelulésica em biocatiNeis é atualmente avaliada
como uma importante forma de utilizacdo de enemrgmvavel e reducdo da emissao de
gases poluentes. Dentre os materiais lignocelWésencontra-se o bagaco da cana-de-
acucar, considerado como uma biomassa promissoaaapproducao de etanol, devido a
sua constituicdo em acgucares (pentoses e hexgsarjle disponibilidade e baixo custo
(PEREIRA JR. et al., 2008)

No Brasil este residuo agro-industrial € queimpdma a geracdo de energia nas
usinas, 0 qual é capaz de atender toda a demamigéetoa para a producdo e ainda
apresentar um excedente de energia elétrica.

O bagaco da cana-de-acucar € composto principgnper celulose, hemicelulose
e lignina. Os principais acucares que constituesesepolimeros sdo a glicose, galactose,
xilose e arabinose. Converter material lignocelom&m etanol envolve quebrar as longas
cadeias de celulose e hemicelulose em monossawsréd@assim, os fermentar a etanol
(SHREEVE, 2006).

Capacidade de fermentar rapidamente glicose esutopartir da sacarose a etanol,
apresentar alta tolerancia ao produto formado grasdes variacdes de temperatura, sao
alguns dos atributos apresentados pela esgieharomyces cerevisjaes quais sao
desejaveis para uma cepa de uso industrial (ANDRAEEt al.,, 2007). Embora, esta
espécie tenha as caracteristicas que a coloca id@alopara o uso industrial, ndo é capaz

1



de fermentar acucares como a xilose e arabinosecdgs ndo convencionais), entre
outros. Como esses agucares compdem o substramtedesse, faz-se necessaria a busca
por leveduras capazes de fermenta-los.

As leveduras apresentam grande diversidade mgit@ e bioquimica, com
habilidade em assimilar diversos compostos orgénjmesentes em diferentes nichos
ecologicos, o que possibilita a sua dispersdo eaméo em ambientes onde ha esses
compostos (PHAFF & STARMER, 1987 apud RUIVO, 2005).

Inserido nesse contexto, o presente trabalho tew® wbjetivo beneficiar-se da
biodiversidade dos ecossistemas brasileiros paranémar linhagens de leveduras capazes
de fermentar a etanol outros acgucares além dasgliedrutose (agucares convencionais),
com énfase xilose e arabinose, 0s quais sdo comigsneo bagaco da cana-de-agucar. A
obtencdo dessas linhagens é um dos maiores desafiadominio da tecnologia da
fermentacdo de residuos de biomassa vegetal, umaueesao poucos 0s microrganismos

descritos até 0 momento que fermentam esses daaras nao convencionais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Etanol no Brasil: Panorama Atual

O Brasil encontra-se como o lider mundial em temgial de aglcar e alcool a partir
da cana-de-agucar, sendo que o Prodlcool (Progkamianal do Alcool/1975-1986) foi o
grande responsavel pela capacitacdo tecnologigaddatria e dos centros de pesquisas na
producédo de etanol, levando a insercédo deste bimastivel na matriz energética brasileira
(ANDRIETTA et al., 2007). A evolucdo da produtivittado bioetanol, devido a novas
formas de plantio, variedades de cana-de-acuctimeacdo das unidades de fermentacéo,
fica evidente considerando que em 1974 a produg@ae 60,6 L (alcool/ton de cana) e
atualmente esta em torno de 81,6 L (GOLDEMBERG, 619MOREIRA &
GOLDEMBERG, 1999; CONAB, 2008).

Hoje, no Brasil, a gasolina apresenta uma conagidrde alcool entre 20% a 25%
(v/v) (WALTER et al., 2008) e aproximadamente 89,1®s automoéveis produzidos séo
bicombustiveisflex-fue) (LORA & ANDRADE, 2007).

Brasil e Estados Unidos dominam a producéo e consleetanol, o que representa
mais de 80% do mercado mundial. Por décadas, aigiodle etanol brasileiro foi a maior
do mundo, entretanto em 2006 o0s Estados Unidogpar@u devido a investimentos
governamentais pela criacdo em 2005 RiEnewable Fuels Standardue tem como
objetivo o uso de 28,4 bilhdes de litros de comilbas renovaveis, na sua grande maioria
o etanol, no setor de transportes até 2012 (WALEER, 2008).

A cana-de-aclUcar € considerada a biomassa maisnédicpara a producdo do
etanol. O balanco energético (a razédo entre a ienebgjda a partir do biocombustivel e a

quantidade de energia fossil necesséaria para gregrcado) a partir da cana-de-agucar



(8.3-10) é bem mais favoravel do que o do milho EBsimdos Unidos (1.34) (SHAPOURI
et al., 1995 apud WALTER et al, 2008; MACEDO et 2004 apud WALTER et al,
2008).

O interesse no aumento da producédo de etanol & garicana-de-acucar como
substituto ou aditivo da gasolina, incentiva agjpesas e 0 desenvolvimento de tecnologias
de producdo mais eficientes, incluindo aquelas gfileam materiais lignocelulésicos
como matéria-prima.

Atualmente um dos grandes desafios da industriard@entacao alcodlica envolve
a utilizacdo e comercializacdo dos subprodutossilues da producédo, especialmente o

bagaco da cana-de-acucar.

2.2. Producao de etanol a partir do bagaco da carde-acucar

No Brasil as usinas de alcool/agicar processaramsafea de 2008/2009
aproximadamente 572 milhdes de toneladas de caagtiar, 0 que gerou em meédia cerca
de 157 milhdes de bagaco (MINISTERIO DA AGRICULTUR2008; CONAB, 2008).
Este residuo agro-industrial é queimado para acgerde energia nas usinas, o qual &
capaz de atender toda a demanda energética dagc@oodwainda apresentar um excedente
de 5-10% de bagaco e 0-10 kW htte eletricidade (MACEDO et al., 2008).

O bagago da cana é considerado uma fonte promipaoaaa producdo de etanol,
devido a sua constituicdo em acucares (pentosexasds), disponibilidade na unidade
industrial, ja que é um subproduto do processan al@ possibilidade de compartilhar
operagbes do processo de producdo convencionad déstombustivel, tais como a
fermentacdo e destilagdo, o que evita um aumerdgccastos com equipamentos (DIAS,

2008)



A producéo de etanol a partir de material lignoléslico inclui: um pré-tratamento
e deslignificacédo para a liberacédo de celuloseneidedulose do complexo com a lignina;
hidrolise dos polimeros de carboidratos para ardi@#d de monossacarideos

(sacarificacao); e fermentacéo desses acucares&INKANA, 2006).

2.3. Biomassa lignocelulésica

Os compostos lignoceluldsicos estdo presentes tnatuga da parede celular das
plantas, constituidos basicamente por polissaaasjd@ecelulose (40-60%) e a hemicelulose
(20-40%), os quais estdo associados com a ligniba-2%%), uma estrutura
macromolecular que apresenta substancias aromatg&s considerados 0s recursos
naturais renovaveis mais abundantes presentesi@fai, representando aproximadamente
50% da biomassa terrestre (SUN & CHENG, 2002).

A celulose, o principal composto da lignocelulas&m polimero linear constituido
por unidades de D-glicose unidas por ligacdes sgjiiicas(1-4) (Figura 1), que séo
formadas a partir da eliminacédo de uma moléculagde das hidroxilas dos carbonos 1 e 4
de duas unidades de glicose. As unidades repstitimacelulose formam a celobiose. As
cadeias de D-glicose formadas constituem complekodgibras, que podem apresentar
regides amorfas ou cristalinas. Estas fibras astéaas por ligacdes de hidrogénio intra e
intermolecular, que individualmente sdo fracas,épomo total resultam em uma forte
unido, o que confere a celulose uma estruturateesésa hidrolises (PEREIRA JR. et al.,

2008).



Figura 1. Estrutura quimica da celulose.
Fonte: COUGHLAN (1985) apud PEREIRA JR. et al. @00

O segundo principal constituinte da lignocelulose, hemicelulose, € um
heteropolimero altamente ramificado (Figura 2) tirido por polissacarideos de baixo
peso molecular, como: xilanas, arabinanas, araltamas, mananas e galactomananas. As
unidades que formam estes polissacarideos sdoabesite: moléculas de hexoses (D-
glicose, D-galactose e D-manose), pentoses (Dex#og-arabinose), acidos urdnicos (D-
glucurénico, D-galacturénico @ D-4-O-metilglucurdnico) e alguns produtos de oxila
como acetatos. Diferentemente da celulose, a hkruse ndo apresenta regides
cristalinas, desta forma é mais susceptivel a lseéid quimicas sob condicdes amenas

(PEREIRA JR. et al., 2008).



y

b

o

/
HOHC L] HOBC\—{
OH CH

Figura 2. Estrutura quimica da hemicelulose
Fonte: SUNNA & ANTRANIKIAN (1997) apud PEREIRA JRt al. (2008).

A lignina é um composto polifendlico constituidolgpeolimerizacdo de trés
principais precursores: alcool tramssoumaril (1), alcool trans-coniferil (1) e alcotdans-
sinapil (Ill) (Figura 3). Esta estrutura € respaetdela resisténcia mecanica da parede
celular de plantas, ja que apresenta a caracterideé ser um material ligante, o qual
envolve as fibras celulésicas, mantendo-as unildgnina ndo contribui como fonte de
carbono para fermentacdo, no entanto pode seradidli como matéria prima para a
producdo de produtos quimicos, tais como: dispgsarcopolimeros, emulsificantes,
aditivos em misturas de concreto, antioxidantesudstratos para a producéo de insumos

quimicos(PEREIRA JR. et al., 2008; ZALDIVAR et al., 2001).
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Figura 3. Precursores primarios da lignina.
Fonte: PEREIRA JR. et al. (2008)

Além dos trés principais componentes, a biomaggedelulésica apresenta em
menores propor¢cdes outras substancias como: resamsos, acidos graxos, compostos
nitrogenados e minerais, especialmente, calcioasga@ e magnésio. A composicao
quimica dos materiais lignocelulésicos varia derd@aom o tipo de tecido e espécie da
planta (FENGEL & WEGENER, 1989 apud PEREIRA JRakt 2008; d"ALMEIDA,

1988 apud PEREIRA JR. et al., 2008; WAYMAN & PAREKt990).

2.4. Composicao do bagaco da cana-de-acgucar

O bagaco da cana € constituido principalmente (086 4le celulose, 24% de
hemicelulose e 25% de lignina (SAHA, 2003). Quansua composiGCao em seus principais
acucares apresenta 39% de D-glicose, 0,4% de DseafAdb% de D-galactose, 22,1% de
D-xilose, 2,1% de L-arabinose e 2,2% de acidosico8n(GROHMANN & BOTHAST,

1994 apud van MARIS et al., 2006, LEE, 1997).



2.5. Fermentacdo de hexose e pentose a etanol
2.5.1. Fermentacédo da glicose

A tecnologia da fermentacdo alcodlica estd estaliEl comercialmente pela
utilizacdo da levedur8accharomyces cerevisjae qual apresenta atributos desejaveis para
um microrganismo de uso industrial. Esta espécima te capacidade de fermentar
rapidamente glicose e frutose a etanol, apresentaltal tolerancia aos produtos formados,
as grandes variacdes de temperatura e atividagestonacido (ANDRIETTA et al., 2007).
No entanto, esta levedura néo é capaz de metabblixdose e L-arabinose, as pentoses
constituintes do hidrolisado da fracdo hemicelasio bagaco da cana de acgucar.

A fermentacao alcoolica consiste em uma sérieededes quimicas sob condicoes
de anaerobiose, na qual a partir da glicose haadpdm de etanol e GOA reacao

estequiométrica geral desta fermentacéo é a seguint

CsH1206> 2GHsOH + 2CQ

De acordo com Pereira Jr. et al. (2008), o tetfieronentacao da glicose” refere-se
a fermentacédo de acucares provenientes da hidddisgicose, via glicélise ou Embden-
Meyerhof-Parnas, a piruvato e a sua conversao reletAs principais reacdes que a
compreendem podem ser divididas em trés fases:
- Fase de ativacdorefere-se a conversdo de glicose a frutose 108fhto, na qual ha
adicdo de grupos de fosfato ao agucar pelo usaae moléculas de ATP, o que ativa ou
desestabiliza o agUcar pela adi¢cdo de energia;
- Fase de geracda conversao de frutose 1,6-bifosfato a piruvate iqclui duas reagdes

gue geram ATP a partir de ADP;



- Fase de regeneracdo de NABRa fermentacao da glicose, nas etapas iniciaisetiucao
de duas moléculas de NAD a NADH, as quais devenneggmneradas para que as reacdes
seguintes possam ocorrer. Nesta fase de regenenacaotransformacao de piruvato a
etanol, o que possibilita a conversdo de NADH a NAD

Na fermentacdo de uma molécula de glicose dug®esageram ATP a partir de
ADP. Cada uma dessas reacdes ocorre duas vezédy @edivisdo da glicose em duas
moléculas de trés unidades de carbono. Desta foguairo ATPs sdo formados, no
entanto, duas dessas moléculas sdo utilizadasrggaoa outras duas que possibilitaram a
inicializacdo do processo. No final, a producaorgétca da fermentacédo alcoodlica € de
duas moléculas de ATP por molécula de glicose, idereda pouco eficiente, porém
vantajosa por ndo depender de condi¢cdes adequadampdmento de QPEREIRA JR. et
al., 2008).

A producéo de etanol na fermentacéo alcoodlica @ %L g de etanol/ g de glicose.
Parte dos acUcares presentes no meio € consumideagdes paralelas, sendo algumas
necessarias para a sintese de etanol. Nestas sehéddormacdo de: subprodutos,
principalmente glicerol, alcodis e acidos organi@msno o succinico e 0 acético, além de

biomassa microbiana (leveduras) (DIAS, 2008).

2.5.2. Fermentacéo da xilose e arabinose

Microrganismos fermentadores de xilose e arabinddzam as seguintes vias
metabdlicas: pentoses-fosfato e Embden-Meyerhafagvia glicolitica).

O piruvato formado, a partir da pentose via xilelog convertido a diferentes

produtos, tais como: etanol, acidos organicos,neet@ compostos volateis. A formacao
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desses compostos pode ser controlada através dargaicismo utilizado e da regulacao de
carbono pelas vias metabdlicas disponiveis (PEREIRAet al., 2008).

Nas bactérias a conversdo de D-xilose a etanakegdeoprincipalmente através da
sua isomerizacao direta a xilulose, catalisada yigdae isomerase. Ja na maior parte das
leveduras e fungos a formacdo de xilulose ocorredeas reacdes, nas quais xilose €
reduzida a xilitol, pela xilose redutase (XR), degente do cofator NADPH e/ou NADH e
a subsequente oxidacdo de xilitol a xilulose pelainea xilitol desidrogenase (XDH), a
qual requer NAD (Figura 4).

A diferenca de afinidade pelos cofatores entreRaeXa XDH leva a formacao de
xilitol sob condi¢cdes de anaerobiose. Desta fopmiggl € um subproduto da fermentacéo
alcodlica o que reduz a producéo final de etanalatagem da XR de utilizar NADH esta
relacionada ao fato de que ha um equilibrio doatooés quando este é utilizado e assim,
nao ha formacéo de xilitol (AGBOGBO & COWARD-KELL?008).

A habilidade dePichia stipitis e Pacchysolen tannophilude usar NADH como
cofator da XR possibilita uma menor producédo deokiha conversédo da xilose, quando
comparadas com outras leveduras fermentadoraslate >sob condicbes de anaerobiose
(VEDUYN et al., 1985 apud AGBOGBO & COWARD-KELLY 0DP8).

A D-xilulose formada € incorporada a via pentdes$ato pela D-xilulose-5-
fosfato, originando gliceraldeido-3-fosfato e fageb-fosfato. Ambos sdo convertidos a
piruvato pela via glicolitica, o qual através daslveacdes seqienciais: a descarboxilacao e
a reducdo da origem ao etanol (PEREIRA JR. e2@0D3).

No caso da L-arabinose, em bactérias, este agitsomerizado a L-ribulose e
entdo, fosforilado a D-xilulose-5-fosfato, a pado qual pela via pentoses-fosfato e via
glicolitica produz etanol. Ja& em fungos, L-arabénésreduzida a L-arabitol, o qual sofre
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oxidacOes e reducdes até a sua conversao em.Xditalitol € oxidado a D-xilulose e apos,

fosforilado a D-xilulose-5-fosfato que conecta asvipentoses-fosfato e via glicolitica

(Figura 4).
L-arabinose D-xylose L-arabinose D-xylose
L‘-arabinose , Adose 4 NAD(P)H
‘somerase | Xylose reductase —
i isomerase " Aldose
L-ribulose L-arabitol reductase
i| ~ATP L-arabini NAD*
L-ribuloki ; -arabinitol 4-
ribulokinase i( detdiogenase NAD(P)H
NADH
L-ribulose-5-P D-xylulose L-xylulose NAD(P)*
: NAD(P)H
LRt Xylulokinas ( ATP - (P)
4-gpimerase r')(%;g:z p
D-xylulose-5-P ¢ WAL
Xylitol
xylitol NAD"
FUNGI dehydrogenase
BACTERIA UNG NADH
D-xylulose
ATP
Xylulokinase ﬂ(
D-xylulose-5-P

|

Figura 4. Esquema do metabolismonde D-xilose e L-arabinosbactérias e fungos
Fonte: HAHN-HAGERDAL et al. (2007)

A busca por microrganismos fermentadores de peni@sgteve inicio na década
de 80 (SHNEIDER et al., 1981; SLININGER et al., 2p8Estes microrganismos podem
ser divididos de acordo com a forma de obté-lasnémdo dois subgrupos: os que ocorrem
na natureza e aqueles geneticamente modificadosteDes microrganismos fermentadores

de G amplamente estudad@sesentes em ecossistemas naturais estéao as esguint
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leveduras:Pichia stipitis Candida shehatae Pachysolen tannophilusla dentre os que
foram geneticamente modificadados estdaccharomyces cerevisjagscherichia colie
Zymomonas mobilifHAHN-HAGERDAL et al., 1994; AGBOGBO & COWARD-
KELLY, 2008).

Atualmente varios estudos consideram viavel paradesenvolvimento da
fermentacdo de hexoses e pentoses, a modificag@tigedeSaccharomyces sgpor estas
leveduras apresentarem robustez as condicfes desgmde fermentacéo e acessibilidade
genética (KUYPER et al., 2005; van MARIS et al. 0@0HAHN-HAGERDAL et al.,
2007).

Trabalhos recentes isolaram de ecossistemasarsahavas linhagens de leveduras
capazes de fermentar pentoses (NGUYEN et al., ZRAQ et al., 2008). Neste contexto,
a busca por leveduras que tenham a habilidaderaherd¢ar os aclicares ndo convencionais

em ambientes onde esses compdem o bioma € um@@stiromissora.

2.6. Leveduras fermentadoras de pentoses: ocorréaana natureza

As leveduras constituem um grupo de fungos uniaedsl ndo moéveis, cujo estado
sexual ndo apresenta corpos de frutificacdo e scionento vegetativo ocorre por
brotamento ou fissdo binaria. S&o microrganismmss@a maioria saprobios, sendo alguns
parasitas oportunistas (LACHANCE & STARMER, 1998presentam grande diversidade
morfolégica e bioquimica, com habilidade em assimdiversos compostos organicos
presentes em diferentes nichos ecoldgicos, o gs&ihplita a sua dispersdo e ocupacdo em
ambientes onde ha esses compostos (PHAFF & STARNIESY, apud RUIVO, 2005).

As plantas sao consideradas excelentes habiteasI@aeduras devido a elevada
concentracdo de acucares simples, baixo pH e mteisitacdo de insetos (vetores)
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(PHAFF & STARMER, 1987 apud RUIVO, 2005). Diverdoabalhos sobre comunidades
de leveduras demonstraram a presenca desses rausm®s em diferentes substratos
vegetais como: flores, frutos, folhas e exsuda@&ADA & PAGNOCCA, 1997; ROSA
et al., 1994). Os géneros de leveduras mais comenmsecontrados em frutos e flores séo:
Candida, Cryptococcus, Hanseniaspora, AureobasigdRhodotorula, Pichia, Kloeckera e
Metschnikowia(PHAFF, 1990; PRADA & PAGNOCCA, 1997; ROSA et d995). Os
principais responsaveis pela disseminacdo dessaduias nesses microhabitats sdo os
insetos visitadores, sendo os principais as aheltzagespas, as borboletas e os besouros
(PHAFF, 1987 apud RUIVO, 2005).

Vérias leveduras produtoras de etanol a partib-ddose foram isoladas de habitats
naturais como exsudados de plantas (NIGAM et a@85), estruturas vegetais
(SREENATH & JEFFRIES, 2000) e intestino de ins¢&ldH et al., 2003).

Em um estudo, Rao et al. (2008) isolaram de frafuxirecidos e cascas do tronco
de arvores, 374 leveduras, das quais 27 apresenta@pacidade de converter D-xilose
em etanol.

Leveduras pertencentes aos génerBandidg Clavisporg Debaryomyces
Issatchenkia Kluyveromyces Metschnikowia Pichia, Cryptococcus, Rhodotorula e
Kloeckera sdo conhecidas por fermentarem xilose a etanoll{ODA et al., 1984;
NIGAM et al., 1985; RAO et al., 2008).

Nguyen et al. (2006) descreveram um novo gér&pathasporae duas novas
espécies de leveduras fermentadoras de xi®s@assalidarune Candida jeffriesii as

quais foram isoladas do intestino de besourosataflibisPassalidaes Tenebrionidae
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Dentre as espécies de leveduras conhecidas pon $emmentadoras de xilose, as
mais estudadas saBichia stipitis Candida shehatea Pachysolen tannophiluéHAHN-
HAGERDAL et al., 1994).

Du Preez e Prior (1985) analisaram a producéo atekt partir de D-xilose por
leveduras isoladas de varios tipos de solos. Dexstré6 leveduras obtidas, uma linhagem
dePichia stipitisdestacou-se como melhor produtora de etanol.

P. stipitisé considerado o microrganismo natural mais adeyparch a producéo de
etanol a partir dos acucares presentes no hiddolisgnocelulésico. Esta espécie pertence
a um grupo de leveduras isoladas a partir de nedgodrecida e de larvas de insetos
habitantes de madeira (TOIVIOLA et al., 1984). Estehos ecoldgicos propiciaram a esta
levedura a capacidade de utilizar a maioria dosae8 presentes na madefPa.stipitis
desenvolveu a sintese de varias celulases e hefaged que hidrolisam este substrato em
monossacarideos (JEFFRIES et al., 2007). Esta Uuexe#l capaz de fermentar a etanol:
D-glicose, D-xilose, D-manose, D-galactose e celedji além de produzir massa celular a
partir de L-arabinose (PAREKH et al., 1986; NIGAR002).

Baseado na descricdo de novos taxa de leveduragrabalhos recentes e na
habilidade de espécies ja conhecidas em fermegtmases ndo convencionais a etanol,
pressupde-se que ha uma grande diversidade deutegatbo descritas e que essas possam
apresentar metabolismo que as qualifiquem coma apfarmentarem diferentes agucares

(LACHANCE et al., 2001; SUH et al., 200; NGUYENadt, 2006).
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2.7. Leveduras em biomas brasileiros

O habitat natural das leveduras € extenso e dicado, abrangendo desde
estruturas vegetais (flores, folhas, pélen, frutcsiles e raizes) até a agua do mar
(BOEKHOUT & PHAFF, 2003).

Ha vérios estudos, disponiveis na literatura, esabiversidade de leveduras em
regides temperadas, ja em biomas tropicais apeeaesntemente pesquisas foram
realizadas. No Brasil, alguns desses estudos déramm uma grande diversidade de
leveduras encontradas em diferentes habitats cosetoss, flores e frutos (HAGLER et al.,
1993; MORAIS et al., 1995; SANTOS et al., 1996).

O Brasil apresenta uma rica biodiversidade devidoadimensao continental e a
grande variacdo geomorfoldgica e climatica. Assaforiga 7 biomas, 49 ecorregidoes e
incalculaveis ecossistemas (MINISTERIO DO MEIO ANBBITE — IBAMA, 2007).

Esta biodiversidade ndo é totalmente conhecidagtanto estima-se que o niamero
de espécies ainda nédo identificadas pode alcangedtean de dezena de milhfes. Apesar
dos microrganismos exercerem funcdes vitais nossestemas, estes foram pouco
estudados, tanto devido a falta de interesse quarnddiculdade nas pesquisas destes
organismos (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE — IBAMA, 22 apud COLLA, 2008).

Utilizar ecossistemas caracteristicos do territdmasileiro como fonte de coleta,
oferece a oportunidade, ndo s6 de obter novas iespésas também de isolar aquelas
capazes de fermentar diferentes substratos.

A Mata Atlantica, considerada um mosaico diveradic de ecossistemas, apresenta
estruturas e composicgdes floristicas diferenciadas, funcdo da composicdo do solo,
diferencas de relevo e caracteristicas climatidds.o Cerrado brasileiro € reconhecido
como a savana mais rica no mundo em biodiversidamhe a presenca de diversos
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ecossistemas (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE — IBAMA007). Desta forma, o

isolamento de leveduras a partir desses dois ateBidmnasileiros € de grande interesse da
tecnologia da fermentacéo de residuos pelo poteamiaabrigar leveduras capazes de
fermentar os acucares nao convencionais (D-xiloseakabinose), presentes nos residuos

da biomassa vegetal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi de isolar, gipde materiais de origem vegetal
dos biomas Cerrado e Mata Atlantica, leveduras zezpae fermentar a etanol alguns
acucares, com énfase aos nao convencionais, Dexdo&-arabinose, constituintes do

hidrolisado do bagaco da cana-de-acucar.

3.2. Objetivos Especificos

* Realizar a selecao de linhagens que fermentanc@sglidentre as isoladas;
e Testar a capacidade das leveduras selecionadassemilar e fermentar diferentes
acucares;

» Criar um banco de cepas dos microrganismos isalados
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4, MATERIAL E METODOS

A figura 5 apresenta um esquema das etapas adizmra o desenvolvimento do
trabalho.

12 ETAPA

Coleta das Amostras

|

22 ETAPA

Isolamento das Leveduras

J

32 ETAPA

Selecdo das Leveduras pela Habilidade em Fermenta

J

42 ETAPA

Testes de assimilacdo e fermentac¢éo dos aglcarks pe
leveduras selecionad

Figura 5. - Esquema das etapas realizadas para o desengntairho trabalho.
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4.1. Amostras coletadas

Foram realizadas trés coletas, das quais umaeacem uma regidao de cerrado e
duas em locais de Mata Atlantica. Foram obtidasa@%stras que compreenderam
estruturas e matéria vegetal em decomposicéo, @s tpram obtidas de forma direta e

depositadas em sacos plasticos estéreis, sendespaalas logo apos cada coleta.

Coleta 1 - Cerrado

A primeira coleta foi realizada em uma regiao deac®m, em fevereiro/2008, na
Reserva Biologica e Estacao Experimental de Mogig@uFazenda Campininha — SP, na

trilha do setor SPNP — 2.

Foram coletadas 34 amostras vegetais que envolvé@frutos, 6 flores, 6 cascas

de tronco, 5 folhas, 5 misturas de material vegatatiecomposicao e 2 tipos de sementes.

+ Coletas 2 e 3 - Mata Atlantica

A segunda coleta ocorreu em agosto/2008, no P&gtazglual da Serra do Mar —

Nucleo Picinguaba, Ubatuba — SP, na trilha “Estdal@asa da Farinha”.

Nesta coleta foram obtidas 29 amostras, das queis. 4.7 frutos, 6 flores, 4 folhas

e 2 tipos de sementes.

A terceira coleta foi realizada em outubro/20a8 Parque Estadual Carlos Botelho,

Séao Miguel Arcanjo — SP, na “Trilha dos Fornos”.

Foram coletadas 22 amostras, composta por: 10sfri@oflores, 2 folhas e 2

exemplares de diferentes sementes.
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As coletas 2 e 3 (Mata Atlantica) foram realizaeiaslocais de preservacao do IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Reasrdlaturais Renovaveis), desta forma a

autorizacdo para as coletas foi obtida em maio0f8 2, encontra-se como anexo deste

trabalho.

4.2. Meios de cultura
4.2.1. Meio YM (Yeast - Malt) e YMA (Yeast - Malt- Agar)

O meio YM apresenta a seguinte composicao:

Extrato de levedura............cccovvvvviviiceeeeee. 39
Extrato de malte...........ccovvvvvvviiiiiiceneen, 30
Peptona.......coooii e 59
GlICOSE...ciiiiiiiiiieee e e 10 g
Agua destilada...........c.ccoooveeeiriririnen, 1000 mL

O meio YMA apresenta a mesma composicado do meiq &dviescido de 2% de
agar. O meio YMA foi utilizado para o isolamentpwificacdo das leveduras e o YM para

0 enriquecimento do material para possibilitar i das células presentes nas amostras.
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4.2.2. Meio WLN (Wallerstein Laboratories Nutrient Agar — DIFCO/0424-17-9)

Composicéo do meio WLN, a segquir:

Extrato de levedura...............uuvveeiiiicccceeeeiiiies 49
(O 1511 [ o - TP 59
GlICOSE. ...ttt e 509

Fosfato hidratado de potéssio..............cceeeeeeee... 0,55 @

Cloreto de potassio............ccccevvvvvvvmmmmmmneeeeeeeeen. 0,425 @

Cloreto de CAICIO.........ccovvviiiiieeieiii e 0,125¢g
Sulfato de Magnésio..........cevvveveeeeeee s 0,125¢g
(@ o] =] (o 1 =11 1 [o10 FO P PRRRR 0,0025 g
Sulfato de manganés...........cccevvvvvvviimmmeeeee. 0,0025 g
o T G RR 20 g

Verde de bromocresol..............ceeeevvvev oo, 0,022 g

Agua destilada...........c.coveeveeeieeeieee e, 1000 mL

O meio WLN foi preparado conforme especificacdedabricante. Este meio foi

utilizado no isolamento das leveduras.

22



4.2.3. Meio CAC (CHROMagar Candida — DIFC0O/212961)

O meio CAC apresenta a seguinte composicao:

CromopepPtoNa.......cceviviiieiiiiieeeei e emmmme e 10,2 g

€7 1o 0 1= T 20¢
“Chromogen MiX”........eeeinieeeee e eeeee e 20
CloranfeniCol..........cccoeeiiiiiiiiiiic e 059
AGAT e 15¢9
Agua destilada...........c.cooeeveiiiiiiieieee e, 1000 mL

Preparado conforme as especificagcfes do fabrichhtiezado no isolamento das

leveduras.

4.2.4. Meio PDA (Potato - Dextrose - Agar)

Extrato de batata...........ccoeeeeiiiiiies e 49
GlICOSE. ..ot e 209

o T GRS 159
Agua destilada...........c.cceeeveeeieeeieee e, 1000 mL

O meio PDA foi utilizado para a manutencao datucas.
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4.2.5. Meio YPD (Yeast - Peptone - Dextrose)

Este meio apresenta a seguinte composicao:

Extrato de levedura............ccccvvvvvniicen.. 10g
Peptona......ccooiiiiii e 209
DEXITOSE....cevniiiiiiiieieie e 209
Agua destilada..........cccceeeeeeeiiiiiiiiiiinnns 1000 mL

Este meio foi utilizado para a multiplicacdo datulas e preparo do inéculo nos

ensaios de fermentacédo e assimilacdo de carbasdrato

4.2.6. Meio Basal para testes de fermentagéo e as$acao

Composto por:

Sulfato de amoOnio............ccceevvvvvvivnnnnnnnnn. 59
Fosfato de potassio monobasico................. 1lg
Sulfato de magnesio..........ccccvvvvveeeerscnme. 0,59
Fonte de carbono............ccoevvviiiiiiieee. 20/40 g
Agua destilada...........c.covevveeeerireeeennn. 1000 mL

Foram utilizados, como fonte de carbono, 2 g deguisites carboidratos: glicose,

L-arabinose, D-galactose, inulina, lactose, maltosaibiose, sacarose, xilose e trealose; e 4 g
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de rafinose. O Meio Basal foi usado para determanbabilidade das leveduras isoladas em

assimilar e fermentar carboidratos.

Foram esterilizados em autoclave a 121°C/1 atmhithutos, os seguintes meios de
cultura: YM, YMA, WLN, PDA e YPD. Ja o meio Basalifsubmetido a tratamento térmico
em autoclave a 121°C, a latm por 3 minutos, sests eondicbes adequadas ao processo,

evitando a degradacao dos acgucares utilizados.

4.3. Isolamento das leveduras

As estruturas e 0s materiais vegetais coletadesnfenacerados manualmente com
o auxilio de um almofariz e um pistilo. Foramudilos, de cada amostra macerada, 10 g
em 90 mL de solucdo salina (0,9% de NacCl) esténl Erlenmeyer de 250 mL. Os
Erlenmeyers, contendo as amostras diluidag)(f6ram submetidos & agitacdo em mesa
rotatétia nas seguintes condi¢des: 150 rpm/32°Qrb, rpara a obtencdo de uma mistura
homogénea. Em seguida, foram realizadas diluicieséeie destas amostras €100° e

10%).

A partir de cada diluicdo foi transferido 0,1mLdaulo) para placas de Petri (9 cm
x 1,5 cm) contendo 25 mL dos seguintes meios: YMALN, no caso da 12 coleta. Na 22 e
32 coletas, foram utilizados os meios WLN e CAGn&ulo foi distribuido sobre os meios
com o auxilio de alca de Drigalsky (plaqueamentcsaperficie).

Nos meios de cultura foram adicionados, asseptictan&00 mg/L de cada um dos
antibioticos: monensina, ampicilina e tetraciclipggra inibir o desenvolvimento das

bactérias presentes nas amostras.
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As placas de cada amostra contendo os devidos@m as aliqguotas semeadas
em duplicata, foram incubadas a 30°C por 5 dia®sAgste periodo, foi realizada a leitura
das mesmas para a contagem das col6nias de lesedhiidas.

As colbnias foram diferenciadas pelas seguinteactaristicas morfolégicas: cor,
brilho (opaca ou brilhosa), margem (regular, irtagulobada ou com raizes), superficie
(lisa ou rugosa), elevacao (plana, convexa, umkmadvulcdo) e consisténcia (cremosa,

mucoide, amanteigada, membranosa, esfareladapdw®eca), segundo Yarrow (1998).

4.3.1. Purificacédo das col6nias de leveduras

As células das colonias com caracteristicas magposes de levedura foram
semeadas, com o auxilio de uma alca estéril, gmtasento em placas de Petri, contendo
o meio YMA. A seguir, as placas foram acondiciorsa€im estufa a 30°C por 5 dias. Este
procedimento foi realizado repetidamente até angli® de colbnias puras, as quais foram
observadas em microscopio 6tico (aumento 400xizaurtido técnica a fresco.

As colbnias puras obtidas foram identificadas iastido numeros cardinais
agrupados em trés grupos e a primeira letra do desicultura (YMA, WLN ou CAC) do
qual foram provenientes. De acordo com a seguxemplificacao:

— Primeiro grupo: coleta realizada (ex: 1._. / 18teo- Cerrado);

— Segundo grupo: amostra coletada (ex: 1.2. /22 aandatl? coleta);

— Terceiro grupo: ordem da colénia em relacdo a suzntggade do total obtido no
meio de cultura utilizado (1.2"4/ colénia dominante no meio WLN, da 22 amostra,

obtida na 12 coleta).
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4.4. Conservacgao das leveduras

As leveduras purificadas foram semeadas em um debensaio contendo meio
PDA inclinado. Estes tubos foram mantidos em es30feC por 3 dias. Apds o crescimento
das colbnias, estas foram cobertas com 6leo miresidlrii e mantidas como cultura

estoque, em geladeira, a £4°C.

Uma cepa dePicchia stipitis (ATCC 58376), utilizadas nos experimentos como

padréo, foi conservada de acordo com o procedimgilitado para as col6nias isoladas.

4 5. Habilidade em assimilar e fermentar fontes dearbono

Os testes de habilidade em fermentar e assimie$ade carbono foram realizados

em um mesmo ensaio, divididos em duas etapas.

As leveduras isoladas foram submetidas, em umaepanetapa, ao teste de
fermentacdo da glicose. Esse teste teve a funcaondepré-selecdo, uma vez que se a
fermentacdo ocorrer, a glicose sera sempre ferai@nge um carboidrato for fermentado,
ele sera assimilado, no entanto o contrario ndecessariamente uma verdade (BARNETT
et al.,, 2000). Desta forma, as leveduras que ami@Esen a habilidade em fermentar a
glicose foram selecionadas, para a segunda etap@stes de fermentacdo e assimilacao
dos acucares: L-arabinose, D-galactose, inulinetose, maltose, melibiose, sacarose,

xilose, rafinose e trealose.

Para a realizagcdo dos testes da fermentacdo dasglie, da assimilacdo e

fermentacao das demais fontes de carbono, fordma@as os seguintes procedimentos:
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— Preparo do pré-inoculo
Uma alcada de células de cada levedura isoladaifecpdia foi inoculada em tubo

de ensaio, com 5 mL do meio YPD e entdo, inculpad®4 horas a 32°C.

- Verificacao da habilidade em fermentar e assimilar

A partir de cada solucdo de levedura crescida er® Y& retirado 0,1 mL e
inoculado em um tubo de ensaio com 5 mL do MeicaBasm 2% da fonte de carbono,
com excec¢ao da rafinose com 4%. Em cada tubo deoerm®m o0 meio basal e o indculo,
foi inserido um tubo de Durham para a verificacadgrbducao de gas. Os tubos de ensaio
foram acondicionados em estufa a +30° C, durantiak)

O teste de fermentacéo foi analisado através slaaNzacdo da formacdo de gas
dentro do tubo de Durham. A leitura foi consideradgativa quando ndo houve acumulo
de gas ou quando foram observadas algumas bollgésd® tubo de Durham, +1 quando
apenas 1/3 do tubo de Durham estava ocupado por@@siando 0 gas estava presente em
2/3 do tubo e +3 quando o tubo de Durham estavid deegas. As cepas cujas leituras
apresentaram +2 e +3 foram consideradas fermemdas que tiveram leitura +1 foram
consideradas fermentadoras fracas (YARROW, 1998).

A assimilacao das fontes de carbono foi considepaditiva quando foi observado

a presenca de massa celular.

Os testes foram realizados em duplicatas. Comwaterpositivo foi usado um tubo
com Meio Basal com glicose 2% e, como controle tnegaum tubo com Meio Basal sem
a fonte de carbono. As leituras da fermentacaglidase foram feitas em 24, 48 e 72 horas

e uma linhagem d&accharomyces cerevisidei utilizada como padrédo positivo. Na
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fermentacdo das demais fontes de carbono, asaleitoram realizadas regularmente no 1°,
2°, 3%, 5° 79, 10° dias ap0s a inoculacdo. No dasdlose, uma cepa dRicchia stipitisfoi

utilizada como padréo positivo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Isolamento das leveduras
5.1.1. Coleta 1 — Cerrado

Foram isoladas 48 cepas de leveduras a partir dend4tras vegetais semeadas nos
meios de cultura YMA e WLN. Destas cepas, 19 foodntidas do meio YMA e 29 a partir
do meio WLN (Tabela 1).

Do total de amostras coletadas, 12 delas (1.4,11761.12, 1.17, 1.22, 1.23., 1.27,
1.29, 1.31, 1.32 e 1.34) apresentaram desenvoltaram colonias de leveduras nos dois
meios utilizados (YMA e WLN) e 5 (1.5, 1.8, 1.1418 e 1.19) desenvolveram colbnias
apenas quando cultivadas em WLN (Tabela 1).

O fato de 5 amostras apresentarem somente cregoirdenleveduras quando
semeadas em WLN pode estar relacionado a compodesie meio de cultura, por este
apresentar sais e maior quantidade de glicose quaordparado ao YMA, o que favoreceu
o crescimento das células de leveduras.

Nas amostras semeadas, que apresentaram desemntyi de colonias, a
populacéo de leveduras variou entré 4010 UFC/mL tanto para o WLN como para o
YMA (Tabela 1). A variacdo encontrada (cincdas logaritmicos) esta de acordo com o
fato de que cada amostra vegetal constitui divemsosrohabitats durante o seu
desenvolvimento e deterioragdo, mesmo quando aadastem um mesmo bioma (ROSA,
C. A etal,, 1995; PRADA, G. M. M. & PAGNOCCA, E., 1997).

Em relacdo a da diversidade de fendtipos, em 9 3daamostras semeadas para

ambos os meios utilizados, houve o desenvolvimeéatapenas um tipo morfolégico. Em

30



relacdo as demais amostras, embora tenha ocoragoda um fenoétipo de levedura, nédo
foi possivel observar uma quantidade maior do qdée3entes cepas (Tabela 1). Por se
tratar de amostras procedentes do meio ambienmtbuneresultado € inesperado quanto ao
tamanho populacional e diversidade dos microrgamssnksses resultados podem estar
relacionados ao tipo(s) de microrganismo(s) presenesses ambientes, 0s quais podem
produzir substancias que impedem o crescimentaitleso

Algumas cepas de leveduras produzem e excretamatxeixtracelulares, micocinas
ou toxinas “killer’, que podem interferir no deselwmento de c sensiveis a estas
substancias, levando a exclusédo desses microrgamidas fontes de nutrientes (VITAL et
al., 2002). Leveduras micocinogénicas podem aptasemma importante influéncia na
estrutura das comunidades de leveduras por atna® con mecanismo de competicdo de

interferéncia ou amensalismo (GANTER & STARMER, 298BRANCHES et al., 1997).
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Tabela 1. Contagem das colbnias de leveduras obtidas dadrasyds material vegetal coletadas no Cerradotéci)e em fevereiro/2008.

YMA WLN
(O] — (] —
ke %) o Qo ko) %) o o
(@] © e —~ QW@ @ e o I = —_ oOuWw © c
: @ O T 3 9 O 7 v O T« 3 O O
Amostra Material 88\8’ o‘E% %r_ug g_gg,g _ggﬁ 888’ OE% %r_ug g,gg,;é ggc_ﬁ
Coletado 2 832 208 S83535 DGO 85 Ta= 20 8 853 DC 350 8=
€52 383 Sruo S¢euo X5k c5 £ 3533 SFLL Soex X5k
€ 5 83°- 8 2 5£83 8 £ ¢ 38°° &8 2 5£83 3
o € o)) o € oo
11 casca do i i i ) ) ) ) i ) )
tronco
1.2 flor - - - - - - - - - -
13 mistura i i i ) ) ) ) i ) )
vegetal
- 1.4 2,7x16 77,0 1.4.1" 1,7xa¢ 65,4
1.4 mistura 3.5x1¢ 2 2 6x10
vegetal 1.4.2 8,0x16 23,0 1.4.2 9,0x16 34,6
15 Cﬁf)ﬁi:" - - - - - 1 1.5.1% 2,0x16 2,0x16 100
1.6.1% 1,4x1C6 70,0 1.6.1" 3,7x10 72,5
1.6 fruto 2 2,0x10 2 5,1x16
1.6.2Y 6,0x1d 30,0 1.6.2% 1,4x16 27,5
1.7 fruto 1 1.7.9  7,0x1¢ 7,0x1G 100 1.7.4% 8,0x1G 8,0x1G 100
1.8 fruto - - - - - 1.8.4% 3,0x16 3,0x16 100
1.9 flor - - - - - - - - - -
110 casca do i i i ) ) ) ) i ) )
tronco
111 casca do i i i ) _ ) ) i ) )
tronco
1.12 semente 1 1.1%1  2,0xad 2,0x1d 100 1 1.12.4% 2,2x1d 2,2x1d 100
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WLN

YMA
(O] — (] —
ho] [} o 9 L] %) o O
(@] © e —~ Q@ @ e o I = —_ oOuWw © c
Amostra  Material %88’ o‘E% %f_ﬁg g_g\g,g -‘S%E %88’ o'E% %f_ﬁg g.ggg -‘g%c_g
Coletado S 88 268 £55 9230 of5 225 =3 £989 gzeQ sgtEQ
S 2 O S =2 §£3=° &) S 2 o S =2 §5£s3=2 O
o o
1.13 semente - - - - - - - - _
114 cascado - - - - 1 1.14.4 1,0x1¢ 1,0x1d 100
tronco
1.15 folha - - - - - - - - - _
1.16 folha - - - - - 1 1.16.4% 1,0x10 1,0x10 100
1.17 folha 1 1179 1,1x16 1,1x10 100 1 1.17.4% 1,3x10 1,3x10 100
1.18 fruto - - - - - - - - - -
1.19.1 5,5x16™ 83,4
1.19 fruto - - - - - 3 1.19.3" 6,6x10 6,0x10" 9,0
1.19.3V 5,0x1dW 7,6
1.20 folha - - - - - - - - - -
121 casca do i i i i i i ) ) )
tronco
1.22 Cﬁf)ﬁi:" 1 1.22.9  50x16 5,0x16 100 1 1.22.4% 1,6x16 1,6x16 100
1.23.1 1,3x1¢ 72,2
1.23.% 3,3x10 62,3 )
1.23 fruto 2 15w 5,3x10 > ox16 377 3 1.23.2 1,8x10 4,0x16 22,3
1.23.3V 1,0x10 55
mistura
1.24 vegetal ) ) ) ) ) ) ) ) )
1.25 fruto - - - - - - - - - -
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WLN

YMA
(O] — (] —
ke %) o Qo kel %) o O
(@] © e —~ Q@ @ e o I = —_ oOuWw © c
; ¢ O o SANS) ¢ O ° SO
Amostra  Material gw\@ O.g_g %E_EI g_g\@—é m%ﬁ gw\@ O.g_g %E_EI g,g\mg mg(_ﬁ
Coletado T 22 D6 &8 &= 225 Tg= S 99 D06 8 T =S HeLx Tg=e
£52 3393 ERR gg8f =ER £E82 35379 clfP gogP stf
E o902 o /o) = Q0L /o) L /o)
S 2 0o°7 o 2 s£82 O S 9 S o 2 g£82 O
(@4 on (04 [ONa)
1.26 flor - - - - - - - -
mistura 1.27.% 3,0x1d0 75,0 1.27.4% 4,2x10 67,7
127 yegetal 2 7w 40x0 1,0x1d 25,0 2 1.27.3% 6,2x10 2,0x10 32,3
1.28 folha - - - - - - - - - -
1.29.1V 4,8x10 90,5
1.29.% 4,6x16 80,7 W)
1.29 flor 2 129 4 5,7x1G 11316 19,3 3 1.29.3 5,3x1G 3,0x1d 5,7
1.29.3V 2,0x1d 3,8
1.30 fruto - - - - - - - - - -
1.31.% 3,0x1d 96,7 1.31.1 3,4x1d 68,0
1.31 fruto 2 3,1x1d 2 5,0x1d
1.31. 1,0x10 3,3 1.31.2" 1,6x1d 32,0
Lo ; X 1.32. 0 6x10 5,0x10 52,0 ) 1.32.1 - sx1d 4,5x10 60,0
. or ,0X ,oX
1.32. 4,6x10 48,0 1.32.3" 3,0x10 40,0
1.33 flor - - - - - - - - - -
1.34.1V 4,5x10 95,7
1.34 fruto 1 1.34%9  3,7xad 3,7x10 100 2 4,7x10
1.34.2" 2,0x16 4,3
Total de linhagens 19 29

isoladas:

- auséncia de resultas

34



As caracteristicas morfolégicas das col6nias isdaths amostras do Cerrado
estdo apresentadas nas tabelas 2 e 3. Foram odtiddspos das 19 cepas isoladas das
amostras semeadas em YMA e a partir dos 29 isolddosieio WLN foi possivel
verificar 14 biotipos.

No meio YMA os biétipos mais freqiientes, dentreezsiperados, foram: &7
e 0o I, com 5 (26,3% do total observado ) e 3 ocorréncies 8%), respectivamente.
Os isolados do biétipo™ foram resgatados das seguintes amostras (tabelrs2)1
mistura vegetal (1.4%e 1.27.9)), fruto (1.6.8), semente (1.12%) e flor (1.32.)).

No caso do biotipo ®, os isolados resultaram de mistura vegetal (¢.fruto
(1.31.™) e flor (1.32.2) (Tabelas 1 e 2).

No meio WLN os bi6tipos mais representativos, deos observados, foram o
4" e 0 8", 0s quais apresentaram 4 (13,8%) e 3 (10,3%) éncias, respectivamente.
Os isolados do biétipo™ foram obtidos das seguintes estruturas vegetaise{@s 1 e
3): casca de tronco (1.%"), folha (1.16.1"), fruto (1.23.9Y) e flor (1.29.3"). Ja os
representantes do biétipd"8 foram resgatados de mistura vegetal (1"4.®2 fruto
(1.7.1"e 1.23.8").

Os resultados demonstram que ndo ha uma relagda dirtre a presenga de um
biétipo em um determinado substrato, ja que iscagloe apresentaram as mesmas

caracteristicas foram obtidos de diferentes anmstra

Algumas leveduras sdo amplamente distribuidas mbiemte, mas outras
ocorrem em um ou poucos substratos. Por exempichia kluyveri e P.
membranifaciensdo frequentemente isoladas de uma ampla variededeutos e
outras fontes, e podem ser consideradas levedosasopolitas ( MORAIS et al., 1996;

STARMER et al., 1992). Ao contrari@andida amapadoi encontrada apenas em um
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tipo de fruto do AmapaRarahancornia amapae associada Rrosophila(MORAIS et
al., 1995).

Embora os meios utilizados tenham sido capazedifdeenciar as col6nias
guanto a sua morfologia, ndo € possivel afirmar agiéeveduras que tém o mesmo
fendtipo, sé@o representantes de um mesmo micramaniEssa mesma concluséo foi
apresentada por Campbell (1999), o qual indicadisenda variacdo de morfologia e
cor de coldnias de leveduras crescidas em meio WAmhb um dos testes para distin¢cao
de cepas dé&accharomyces cerevisiaBegundo o autor, este € um teste simples e

suficiente para reconhecer similaridades ou dif@asmntre isolados de levedura, apesar

de néo fornecer informagdes sobre sua identidade.
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Tabela 2.Caracteristicas morfologicas das colbnias de léneesdobtidas das amostras da coleta 1 (Cerradadgusemeadas em meio de cultura YMA.

o - N° de Caracteristicas Morfolégicas

Biotipo Colonia Isolada Ocorréncia Cor Brilho Margem Superficie Elevacéo Consisténcia
1 1.4.1%71.31.9/1.32.%) 3 bege brilhosa regular lisa convexa cremosa
2V 1.27.9/1.29.% 2 bege brilhosa regular lisa vulcédo cremosa
3w 1.31.%) 1 bege opaca regular lisa vulcéo cremosa
49 1.6.2 1 creme com centro bege brilhosa regular lisa wicd amanteigada
5 1.34.9) 1 creme opaca com raizes rugosa convexa seca
6Y 1.17.971.22.9 2 creme opaca regular lisa plana cremosa
7v 14?)2/7123/1(1)/3;%2, 2 5 branco brilhosa regular lisa convexa cremosa
8v) 1.23.9 1 branco opaca regular lisa plana cremosa
v 1.7.1%/1.23. 2 branco opaca com raizes rugosa plana seca
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Tabela 3.Caracteristicas morfolégicas das colbnias de lenesdobtidas das amostras da coleta 1 (Cerradadgusemeadas em meio de cultura WLN.

- . N° de Caracteristicas Morfoldgicas
Biotipo Colbnia Isolada . - — po —

Ocorréncia Cor Brilho Margem Superficie Elevacdo Consisténcia

1w 1.19.4 1 bege com centro verde opaca lobada rugosa convexa dura

escuro

2W) 1.31.4% 1 creme brilhosa regular lisa plana cremosa

3w 1.29.4% 1 creme\:/g:) dn; centro  piihosa regular lisa convexa amanteigada

4w 1.5.1"/1.16.4%/1.23.3Y/1.29.3" 4 branco opaca regular lisa convexa cremosa

5W 1.8.1/1.32.4 2 branco brilhosa regular lisa convexa amanteigada

6™ 1.4.2/1.34.3% 2 branc?/ecr(()jrg centro piihosa regular lisa convexa cremosa

7w 1.23.1/1.34. 2 branc?/ecr(()jrg centro piihosa regular lisa vulcédo cremosa

8w 1.4.1"71.7.14%/1.23.3 3 verde escuro com - upoen regular lisa vulcédo cremosa

borda branca

oW 1.14.4% 1 verde escuro opaca com raizes rugosa convexa seca

10" 1.17.1971.19.3" 2 verde escuro opaca regular lisa convexa amadteiga

11" 1.22.4% 1 verde escuro brilhosa regular lisa vulcdo  amgatki

12" 1.32.3% 1 verde opaca lobada lisa convexa amanteigada

13" 1.29.37 1.31.3" 2 verde(z:r(;onr:;borda opaca regular lisa convexa amanteigada

14" 1.12.1/1.19.3% 2 cinza brilhosa regular lisa vulcdo  amanteigada
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5.1.2. Coleta 2 — Mata Atlantica — Parque Estaduala Serra do Mar

Os resultados da primeira coleta (Cerrado) indimarque as diferencas
encontradas, em relagéo a populagéo de leveduaepaois meios utilizados (WLN e
YMA) nao foram suficientemente relevantes. Assiarapas duas seguintes coletas (2 e
3) optou-se pela introdugéo de outro meio, em gulggto ao YMA, o qual foi retirado
por ter recuperado uma menor quantidade de levedueando comparado ao WLN.

O meio introduzido a partir dessa etapa do trabfiiho CHROMagar Candida
(CAC ). De acordo com Odds e Bernaerts (1994) @r@élROMagar Candida (CAC)
pode ser utilizado para o isolamento e identifiogm@&suntiva deCandida albicansC.
kruseie C. tropicalisem amostras de origem clinica. Estas espéciesfefiertiadas de
outras leveduras através das coloracdes apresenfadas colbnias, as quais s&o
produzidas por uma reagdo enzimatica espécie-éispedd substrato cromdégeno no
meio de cultura. Embora esse meio seja indicada padistincdo entre espécies de
Candidaem andlises clinicas, tem sido utilizado com tadok satisfatérios para a
obtencdo de outros géneros de leveduras a partiifefentes substratos. Desta forma,
pode auxiliar no isolamento de espécies de origmimiental e assim contribuir para a
obtencdo de uma maior diversidade de leveduras.

Tornai-Lehoczki e Péter (apud TORNAI-LEHOCZKI et,&003 ) analisaram
190 cepas de leveduras no meio CHROMagar Candidagédiferenciacao visual e a
identificacdo presuntiva em amostras de alimerfios todos os casos, as cepas que
representaram a mesma espécie demonstraram a megniadicando que o meio é
indicado para a discriminacéo de diversas espdeiésveduras.

A Tabela 4 apresenta a origem das 29 amostrasadaket assim como 0s

resultados em relagéo as contagens das populagdegeduras.
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Foram obtidas, para as 29 amostras coletadas na MEntica, 101 cepas,
sendo 54 resultantes do meio WLN e 47 do meio CAC.

Entre as 29 amostras estudadas, 23 delas apresemi@scimento de leveduras
em ambos os meios (WLN e CAC). Das 13 amostraantest, 11 delas desenvolveram
leveduras quando cultivadas em WLN, e 2 delas ei@.CA

No meio WLN houve maior recuperacéo de leveduraandestras de ambiente,
contudo no meio CAC foi possivel isolar levedura2camostras de fruto, as quais nao
apresentaram desenvolvimento em WLN. Esses rdsgl@onfirmam a importancia de
utilizar diferentes meios para uma mesma amodirgup essa estratégia aumenta a
possibilidade de se obter diferentes levedurasytiemesma origem ambiental.

As populacbes de leveduras obtidas a partir do®rias vegetais variaram
entre 18 a 10 UFC/mL para o meio WLN e, para 0 meio CAC, 0o mesioio
observado. Esta variagdo (trés ciclos logaritmiqusjle estar relacionada com a
existéncia de diferentes interagbes ecoldgicaseptes nos substratos vegetais, que
envolvem a sua propria constituicdo quimica, coomote de leveduras e outros
organismos, sendo estas interacdes responsaveidipelsidade de microrganismos
encontrados em diferentes amostras provenientes

de um mesmo ambiente (LACHANCE & STARMER, 1998).
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Tabela 4.Contagem das colbnias de leveduras obtidas dastrasa®e material vegetal coletadas na Mata AtlanticParque Estadual da Serra do Mar
(coleta 2), em agosto/2008.

WLN CAC
Origemdo o = w =
o O o ©
Amostra Material o 9 S s E 5 28845 £ ° 8 Scs E 7 28845 £
Coetado 822 gE& STE §S8E SS9z 888 g:E ScE GS8E 86w
558 838 §FL fPE5 FE5° £SE 858 §FL fREL SEF
S o O - U P’ o = 2 N U > =) U - O bl o = E N O
o E O a & € 00
2.1.1W 6,4x10 49,2
2.1 fruto 3 212W) 1,3)(1(? 5,6Xlé 43]1 - - - - -
2.1.3" 1,0x10 7,7
29 fruto 2 2.2.1 7.8x16 4,2x1G 53,9 2 2219 40x16 3,2x1G 80,0
2.2.3" 3,6x10 46,1 2.2.29 8,0x1d 20,0
2.3 folha 1 2.3. 5,0x16 5,0x10 100 - - - - -
2.4 fruto 1 2.4 3,5x10 3,5x10 100 - - - - -
25 semente 1 2.54 2,0x16 2,0x10 100 - - - - -
2.6 fruto 1 2.6.4% 1,0x1d 1,0x1d 100 - - - - -
2.7.19 6,0x18 37,5
2.7 fruto 1 2.7.4" 5,4x16 5,4x10 100 4 2729 16x16 5,716 35,6
2.7.39 3,0x16 18,8
2.7.49 1,3x16 8,1
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WLN CAC

Origen,] do o] 0 S © S 0 S ©
Amostra Material o 8 & 4 g4 § 3 ;% _% - 5 2 S Jgs 5 _ §z§" .g - 5
Coerdo - 85 858 EF5 S5 SE8F £8S 85E FF5 52855 S8
§°% 888 §-5 £3EL ®5F T9E ¥33 §rL £3EL £5°
S £ ) Qs O ] £ O O = oEs< (@]
o (S a) & S Na)
2.8 fruto - - - - 2 2819 116  7.0x10 63,4
2.8.29 4,0x16 36,6
2.9.10 5,0x10 50,0
2.9.1W 3,0x16 62,5 2.9.29 2,0x16 20,0
2.9 fruto 3 2.9.2W 4,8x10 1,3x16 27.1 5 2908  LOx10 1,5x16 15,0
2.9.3W 5,0x1d 10,4 2.9.49 1,0x16 10,0
2.9.50 5,0x1d 5,0
2.10.1V 1,5x10 60,0 2.10.19 5,0x1¢ 94,3
2.10 fruto 3 2.10.3 2,5x10 7,0x16 28,0 3 2108 53x10 2,0x10 3,7
2.10.3V 3,0x16 12,0 2.10.% 1,0x16 2,0
2.11.1 7,5x10 46,9 2.11.19 8,0x1d 47,0
211 flor 3 2.11.3% 1,6x10 5,1x1d 31,9 3 2119 L7X10 5 4ad 31,8
2.11.3V 3,4x1d 21,2 2.11.% 3,6x1d 21,2
2.12 fruto 1 2124 42x16 2,4x10 57,1 2 21219 10x16 ~ 6.0x10 60,0
1,8x10 42,9 2.12.% 4,0x16 40,0
2.13 fruto 1 2.13.% 1,0x1d 1,0x1d 100 - - - - -
2.14 fruto 1 2.14.8 3,4x1d 3,4x1d 100 1 21419  2,6x1d 2,6x10 100
2.15.1 8,2x10 43,2 2.15.19 4,0x1d 53,3
2.15 flor 3 2 1549 1,9x10 7.5x1d 39,5 2 5 15 20 7,5x10 3.5x1d 46,7
2.15.3V 3,3x1d 17,3
2.16 flor 1 2.16.4% 2,3x10 2,3x10 100 - - - - -
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WLN CAC

Origem do I " 5 o I " 5 o
Amostra Material P 8 & o £ = ;% 85 £ 3 2 e 8 © £ _ §z§" 8o £ _
Corado  £85 S$6E EFES 5255 SE8F £S5 85E £E5 5SS £E%
§°% 838 55 £8f5 S5° §°% 838 §r5 £585 ¥§°
S 2 © O 2 &5£82 O S g O O 2 5£2=2 o
o [Sla) & S Na)
2.17 fruto 2 2178 116 9,0x1d 81,8 1 21709 9o0x1d  9.0x1d 100
2.17.2V 2,0x1d 18,2
2.18.19 2,5x1d 50,0
2.18 flor 1 2184%  1,0x16 1,0x16 100 4 218  g5ox1d  1.7x1d 34,0
2.18.% 6,0x10 12,0
2.18.4 2,0x10 4,0
2.19 fruto 1 2.19.% 3,2x10 3,2x10 100 - - - - -
2.20.19 7,0x1G 63,6
2.20 fruto - - - - - 3 5 20,49 1,1x106 3.0x10 27.3
2.20.% 1,0x16 9,1
2.21.1W 3,0x10 54,5
2.21 folha 3 2214n  55xad 1,5x1d 27,3 2 221 36x10 5004 55,5
2.21.3V 1,0x1d 18,2 2.21.9 1,6x10 44,5
2.22.1 3,8x10 48,1 2.22.19 5,0x10 62,5
2.22 fruto 3 2.22.3 7.9x10 2,6x16 33,0 3 2228  8.0x10 2,0x10 25,0
2.22.3V 1,5x16 18,9 2229 1,0x16 12,5
2.23 folha 2 2231 3 oxad 1,6x10 80,0 . - - - -
2.23.3V 4,0x10 20,0
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WLN CAC

Origem do I " 5 o I " 5 o
Amostra Material o 8 8 4 4 E 5 £ Zg}" Sa g 2 8 Sgs § T o z§" Sa g
Coketado E 28 gcf SEE SO0SE S9% 888 g95% 9EE §58E £gow
£582 338 EPL E98F R5f E£2 338 5rE 2R %R
g g o~-~ o 2 § 232 O é““ g o-~ o =2 § £3=2 O
2.24.1 1,4x1G 48,3 2.24.19 1,8x10 69,2
224 folha 4 2.24.3" 2.9x10 6,0x1d 20,7 3 2249  56x10 7,0x1d 27,0
2.24.3" 5,0x10 17,2 2.24.% 1,0x10 3.8
2.24.4" 4,0x1d 13,8
2.25.1% 4,0x16 81,6 2.25.19 4,0x10 64,5
2.25 flor 3 2.25.4% 4,9x10 5,0x1d 10,2 3 2258  6.2x10 1,3x16 21,0
2.25.3% 4,0x1d 8,2 2.25.9 9,0x1d 14,5
2.26.1 2,6x10 54,2 2.26.19 2,0x10 40,0
2.26 fruto 3 2.26.3" 4,8x10 1,2x16 25.0 3 2268  50x10 2,0x16 40,0
2.26.3% 1,0x10 20,8 2.26.8 1,0x16 20,0
2.27 semente 2 22711 1gad 1,7x10 94,4 1 2278 s50x16  50x10 100
2.27.3% 1,0x10 5,6
2.28 flor 1 2.28.1W 5,3x16 5,3x10 100 - - - - -
2.29.1 6,3x10 57,3
2.29 fruto 3 2 99 4% 1,1x1¢ 3.2x16 29.1 - - - - -
2.29.3% 1,5x10 13,6
Total de linhagens 54 47

- auséncia de resultados
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As caracteristicas morfologicas das colbnias issadstdo apresentadas nas
Tabelas 5 e 6. No total, foram obtidos 20 bidtipospartir das 54 linhagens
desenvolvidas em meio WLN e 23 bibtipos resultadies 47 isolados das amostras
semeadas em meio CAC.

O biétipo mais frequente observado no meio WLNof@", com 8 ocorréncias,

0 que representa 40% do total obtido. Os isoladmsapresentaram tal bi6tipo“(3
foram resgatados de frutos (2.18.22.22.3", 2.26.3" e 2.29.9"), flores (2.11.9",
2.15.M e 2.18.1) e semente (2.27") (Tabelas 4 e 5).

Outros dois biétipos,® e 6" também foram representativos, cada um com 7
ocorréncias (35% do total cada). Os isolados dopni®") resultaram de amostras de
frutos (2.2.8Y, 2.7.49, 2.12.4" 2.22.1" e 2.26.9") e folhas (2.21% e 2.26.9"). Ja
aqueles pertencentes ao bi6tip,6oram isolados de frutos (2.1"3e 2.9.3"), flor
(2.15.2",2.16.1) e folhas (2.21% e 2.23.1Y) (Tabelas 4 e 5).

No meio CAC, os biétipos mais freqiientes foranibeBo 1%” com 6 (26% do
total observado) e 4 ocorréncias (17,4%), respattiante. Os isolados do bi6tip’ 8
foram obtidos das seguintes amostras: fruto (¥!®12.20.%), folhas (2.21.9), flor
(2.25.39) e semente (2.279); e os do bidtipo 18 foram obtidos de flor (2.15%e
2.18.3%), folha (2.21.8) e fruto (2.22.8)) (Tabelas 4 e 6).

De acordo com os resultados apresentados no meld 8o CAC, ndo houve
uma correspondéncia entre os bidtipos observadmsamostras das quais resultaram.

Leveduras com o0 mesmo biotipo foram obtidas deatites tipos de amostras.
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Os meios utilizados foram capazes de diferenciac@d8nias quanto a sua
morfologia, no entanto, ndo é possivel afirmar gadeveduras que apresentaram o
mesmo fenotipo, sdo representantes de um mesmaorgaocismo. Tal afirmacgéo so
pode ser feita através de testes de identificaggiquais ndo foram contemplados nesse

estudo.
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Tabela 5.Caracteristicas morfoldgicas das colbnias de lenesdobtidas das amostras da coleta 2, quando dasne meio WLN.

o . Ne de Caracteristicas Morfologicas
Biotipo Colbnia Isolada o - — — —
Ocorréncia Cor Brilho Margem  Superficie Elevacdo Consisténcia
1 2.1.1"7219.1%12.17.1" 5 branco brilhosa regular lisa convexa cremosa
2.25.4"/2.23.3" 9
2t 22212712124/ 7
2.21.3"/ 2.22.12‘”))/ 2.24.3") branco brilhosa regular lisa vulcéo cremosa
2.26.2"
3w 2.10.2Y/2.11.3"/2.15.4/ 8
2.18.1/2.22.3V1 2.26.3"/ branco opaca regular lisa convexa cremosa
2.27.2 2.29.3"
W)
4 2.1.2% L brancsecrgr; centro opaca regular lisa vulcédo cremosa
5w 22172514 2.14.4 4 branco com centro | . . .
- o AW brilhosa regular lisa vulcéo cremosa
2.29.1 verde
6" 2139712923 /2.11.3"/ 7
2.15.2" creme brilhosa regular lisa convexa cremosa
12.16.4972.21.372.23.4"
7™ 2.17.2% 1 creme opaca com raizes rugosa convexa seca
8w 2.24.3 1 creme opaca regular lisa convexa cremosa
9w 2.13.1% 1 bege brilhosa regular lisa convexa cremosa
10" 2.28.1" 1 laranja brilhosa regular lisa convexa mucéide
11% 2.4.1M 1224 4" 2 verde claro opaca com raizes rugosa convexa seca
12w 2.22.2" 1 verde claro brilhosa regular lisa plana amanteigada
13" 2.9.1% 1 verde brilhosa regular lisa vulcédo amanteigada
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N° de Caracteristicas Morfologicas

Biotipo Colbnia Isolada oy - — — —
Ocorréncia Cor Brilho Margem  Superficie Elevacdo Consisténcia
14" 2.29.3Y/2.9.3" 2 verde opaca regular lisa convexa esfarelada
15" 2.25.3" 1 verde opaca com raizes rugosa convexa esfarelada
w) (W) W) w)
16 2.6.17/ 22'1;7'éiw)/ 2.26.17 4 verde escuro brilhosa regular lisa convexa amanteigada
w)
17 2.11.1/2.21.4%/ 2.25.3" 3 verdgr(;?]r:aborda brilhosa regular lisa vulcéo cremosa
18" 2.10.1" 1 azul opaca regular lisa convexa cremosa
19" 2.10.3" 1 azul opaca inteira lisa plana dura
20" 2.24.1% 1 cinza brilhosa inteira lisa convexa  amanteigada
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Tabela 6.Caracteristicas morfoldgicas das colbnias de leesdobtidas das amostras da coleta 2, quando dase meio CAC.

Caracteristicas Morfolégicas

o
Biotipo Coldnia Isolada N ge .
Ocorréncia . . ~ A
Cor Brilho Margem  Superficie Elevacédo Consisténcia
1@ 2.10.29/2.24.499/2.15.19 3 branco brilhosa regular lisa convexa cremosa
20 2.12.149 1 branco brilhosa regular lisa vulcéo cremosa
3@ 2.3.19/2.7.39/2.8.19 3 branco brilhosa regular lisa plana cremosa
4© 2.18.%° 1 branco opaca regular lisa vulcdo cremosa
50 2.9.29 1 branco com centro roxo- 0 regular lisa convexa cremosa
avermelhado
6© 2.9.4912.14.14971 2.20.19 3 branco com centro roxo brilhosa regular lisa exav cremosa
70 2.17.19/12.24.3 2 branco com centro roxo brilhosa regular lisa &olc cremosa
8© 2.9.19/2.20.2/ 2.21.47/ 6 creme brilhosa regular lisa convexa cremosa
2.25.39/2.26.59/2.27.19

90 2.11.39/2.12.39/2.25.3° 3 creme brilhosa regular lisa vulcdo cremosa
109 2.2.19 1 creme com halo roxo brilhosa regular lisa convexa cremosa
11¢© 2.7.49 1 verde brilhosa regular lisa convexa amanteigada
129 2.7.1972.11.2° 2 roxo opaca lobada lisa convexa amanteigada
139 2.7.29/2.11.19 2 roxo opaca  com raizes rugosa convexa seca
149 2.10.% 1 roxo opaca regular lisa plana cremosa
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N° de Caracteristicas Morfologicas
Biotipo Coldnia Isolada PO
Ocorréncia . . ~ A
Cor Brilho Margem  Superficie Elevacao Consisténcia
%) ) )

159 2.152 /22'12%3;0)/ 22171 4 roxo opaca regular lisa plana dura
16 2.18.19/2.25.19 2 roxo opaca regular lisa convexa cremosa
179 2.8.29/2.26.39 2 roxo com borda branca brilhosa regular lisa crave cremosa
189 2.9.39/2.26.14912.24.%) 3 roxo-avermelhado opaca regular lisa plana ariymta
199 2.2.29 1 azul brilhosa regular lisa convexa amanteigada
209 2.9.59/2.18.49 2 azul opaca regular lisa convexa amanteigada
21© 2.10.19 1 laranja brilhosa regular lisa plana mucéide
229 2.20.%)/2.22.19 2 bege brilhosa regular lisa convexa cremosa
239 2.22.39 1 bege com centro rosa brilhosa regular lisa comvex  cremosa
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As amostras da coleta 2, quando cultivadas em @AID, apresentaram cores
variadas das colbnias de leveduras. A saber : B®@d, roxa com borda branca, verde,
creme, roxo-avermelhada, branco com centro roxoraleado, branca com centro
roxo, laranja, bege, bege com centro rosa e brdratzela 6).

Gaschet et al. (2008) avaliou o desenvolvimentd @spécies d€andida de
colegcdo (ATCC) quando cultivadas em meio CHROMagandida. Os resultados
apresentados descrevera@andida albicanscomo colbnias de cor verd€, glabrata
como coldnias variando de branca a rosa ou rGxa;ruzeicomo colbnias rosa com
superficie rugosa, apresentando uma cor brancalquenvelhecida €. tropicaliscom
cor azul-escuro metalico podendo apresentar umawatedor da col6nia.

O meio de cultura CHROMagar foi desenvolvido pafarenciacdo do género
Candida no entanto Tornai-Lehoczki et al. (2003) foranpazes de isolar outros
géneros de leveduras. Esses autores atribuem &slbages ou cremes a presenca de
Saccharomyces exiguesS. dairensiscor roxo aS. cerevisiagroxo-avermelhado a
Pichia membranifaciensYarrowia lipolytica e Issatckenkia orientaliscor verde a
Rhodotorula mucilaginosa Crypococcust albidysrermelho-amarelado R. glutinise
branco ou rosa claro @ygosaccharomyces rouxiEntre as leveduras do género
Candida estudadas por esses autores, a cor branca € ddribsi colonias de€.
inconspicua cor bege ou creme &S. parapsilosis verde a C. sakee azul acC.
tropicalis.

Levando-se em consideragéo as informacdes despdtaSaschet et al. (2008)
e Tornai-Lehoczki et al. (2003) supde-se que exaraplde determinadas espécies de

leveduras foram isoladas nas amostras da coletan®y demonstrado na Tabela 7.
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Tabela 7. Espécies de leveduras isoladas das amostraslela @& de acordo com a cor

apresentada pelas coldnias em meio CAC, segundch@&aat al. (2008) e Tornai-Lehoczki et

al. (2003).
Cor da Colbnia Levedura(s) Isolado(s)
verde C. 'albl'cans C. sakeRhodotoruI.a 2749
mucilaginosae Crypococcust albidus
azul C. tropicalis 2.2.2912.18.4%
foxo S. cerevisias 2.7.19712.7.2912.10.%
' 2.11.192.11.%°
P. branifacien¥. lipolyticaeI.
roxo-avermelhado membranftaciensr. ipolylicae 2.9.39/2.24.3/2.26.149
orientalis
C. parapsilosis, Saccharomyces exiguus 2.9.19/2.11.8/2.12.8)
creme ou bege -parap eS’ dairensis y GUUS 5 20.397 2.20.89 2.21.19/
' 2.22.19
vermelho-amarelado R. glutinis 21019
(laranja)
2.3.192.8.192.10.3%
branco C. glabratg C. inconspicua Z. rouxii 2.12.19/ 2.15.191 2.18.29
2.24.19

De acordo com os resultados apresentados, detelanamdoracdo pode indicar
mais de um tipo de levedura, o que inviabiliza farmacdo de correspondéncia de
determinada cor a uma espécie. Este método defickegdo presuntiva pode auxiliar

na confirmacéo de espécies de leveduras quandio aiautras formas de analises.
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5.1.3. Coleta 3 - Mata Atlantica - Parque EstadudCarlos Botelho

Na coleta 3 foram isoladas 76 cepas de levedurpartr de 22 amostras
coletadas. Resultaram das amostras semeadas em eMCAC, 42 e 34 isolados,

respectivamente (Tabela 8).

Das 22 amostras vegetais, 14 apresentaram degigneonto de leveduras nos
dois meios (WLN e CAC) utilizados, 5 apenas no m&ibN e 3 somente no meio

CAC.

O fato de leveduras de determinada amostra ter@onaditidas apenas em um
dos meios de cultura, confirma a idéia de que aoadalhar com meios diferentes, ha
possibilidade de resgatar uma maior diversidadeededuras. Como mencionado
anteriormente (coleta 2), os dois meios utiliza@@eN e CAC) possivelmente foram
capazes de recuperar diferentes leveduras.

A Tabela 8 apresenta a origem das 29 amostrasadaket assim como 0s

resultados em relac@o as contagens obtidas.

A respeito das contagens, foi observado variagdbGa 16 UFC/mL no meio
WLN e o mesmo para o meio CAC. Em todas as ansmobtrave o predominio acima
de 39% de um tipo morfolégico. Provavelmente esesltados estdo relacionados com
associagfes presentes entre leveduras, outrosioirgane a constituicdo quimica do

substrato em que estavam estabelecidas (LACHANCH ARMER, 1998).
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Tabela 8. Contagem das col6nias de leveduras obtidas dast@®ale material vegetal coletadas na Mata Atl@nti Parque Estadual Carlos Botelho
(coleta 3), em outubro/2008.

WLN CAC
Material o g S 2 v 9 S92
T n O E o SRS Ran = T 0o E o SRS R =
pmosta - vegee 8% £8 $wE 558E sz ffEp £ EmE 5SS sim
= s = < © +—= T3 —_— = s X2 < © = T3 = 73 +—
Se8 B39 ECR g82F =sER Se8 o739 ECP gfseP =ER
5T g o2 8 ) ESS3 8 5T 5 o= 8 S S8953 8
- T G627 © £ T oco5=
3.1 flor - - - - - 1 3.1.19 2,0x10 2,0x16 100
3.2.1 6,0x1¢ 77,9
3.2 flor 3 3.2.4W 7,7x16 9,0x16 11,7 - - - - -
3.2.3W 8,0x16 10,4
3.3 fruto 1 3.3.¢ 2,0x1d 2,0x1d 100 1 3.3.19 1,0x1G 1,0x10 100
3.4.19 2,0x10 66,7
3.4 fruto 1 3.4.4% 2,0x16 2,0x10 100 2 3,0x1G
3.4.29 1,0x16 33,3
35 semente - - - - - 1 3.5.19 3,0x16 3,0x16 100
3.6.1 1,0x10 58,8
3.6.2% 3,0x10 17,6
3.6 semente 4 1,7xad 1 3.6.19 2,0x1d 2,0x1d 100
3.6.3V 2,0x10 11,8
3.6.4Y 2,0x1G 11,8
3.7.1W 1,6x10 89 3.7.19 3,0x16 53,6
3.7 fruto 3 3.7.2% 1,8x10 1,4x16 8 3 3.7.29 5,6x16 1,7x16 30,4
3.7.3W 5,0x16 3 3.7.39 9,0x16 16
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WLN CAC
Material ) 3 é_r% © ) 2 é_r% <
S 9 8 < E o >0 3 £ T 3 © E o >0 3 £
Amostra Vegetal & 85 ss SsE ESSE 5% g8 23 55 E ES2E o3
Coletado £ 52 S S 80 ©9cB80 2818 252 © S 30 2cs50 2838
oL 22 SFL S@ex XRS5k S oL Q2 SFLL goen XS5k
3°¢ ©= O 2 §&§Le2 @) 3°¢ ©= o 2 sLe2 &)
S oB6=2 E onB =
3.8.1w 2,0x10 95,2 3.8.19 8,0x10 66,7
3.8 flor 2 2,1x16 2 1,2x1d
3.8.2W 1,0x1¢ 4,8 3.8.29 4,0x16 33,3
3.9 fruto 1 3.9.¢ 9,0x16 9,0x1G 100 1 3.9.19 4,0x1d 4,0x1d 100
3.10.1 3,0x10 88,2
3.10 fruto 3 3.10.2" 3,4x10 4,0x1d 11,6 - - - - -
3.10.3% 4,0x16 1,1
3.11.19 2,4x10 66,7
3.11.™ 3,0x10 435 3.11.%9 7,0x10 19,4
w)
311 flor 3 gﬂgw, 6,9x16 i;ﬁg i‘;'i 5 3119 3.6x10 3,0x16 8.3
3.11.49 1,0x10 2,8
3.11.89 1,0x16 2,8
3.12. 6,0x10 66,7 3.12.19 4,0x10 75,6
3.12 flor 3 3.12.3% 9,0x18 2,0x16 22,2 3 3.12.%9 5,3x16 1,0x16 18,8
3.12.3% 1,0x10 11,1 3.12.%9 3,0x1d 5,6
3.13.M 1,0xad 50
3.13 fruto 2 2,0x1d 1 3.13. 3,0x10 3,0x10 100
3.13.2% 1,0x1d 50
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WLN CAC
Material o 8 é_z% @ o & é_z% «
S 9 8 © E o S 6o £ Ty 8 © E o S8 £
Amostra  Vegetal - g g5 23 SSE HS8E 89z £28% £°S SSE SS9E 8o3
Coletado €52 S8 S80 ©9<g50 2838 252 © 8 880 2S5O0 -85
Bod 23 SFL Sg2x S5F oL S 8 SFL S2EL  S§F
3°¢ 0= o 2 5282 © 3% ¢ ©= O 2 §&§L£82 3}
= on= E oa=
3.14 folha 1 3.14.¢V 1,0x1d 1,0x1d 100 - - - - -
3.15 flor 1 3.15.f 2,0x1d 2,0x1d 100 - - - - -
3.16.M 2,3x16 47 3.16.19 1,3x16 40,6
3.16 folha 3 3.16.2% 4,9x10 2,0x16 40,8 3 3.16.%9 3,2x16 1,1x16 34,4
3.16.3" 6,0x16 12,2 3.16.39 8,0x10 25
3.17.M 1,0x1¢ 83,3 3.17.19 1,5x16¢ 93,7
3.17 fruto 3 3.17.2" 1,2x16 1,4x10 11,7 2 1,6x10
3.17.%9 1,0x10 6,3
3.17.3% 6,0x16 5,0
3.18.f 4,0x10 93
3.18 fruto - - - - - 2 4,3x106
3.18.7 3,0x1d 7
3.19 fruto 1 3.19.9 2,0x1d 2,0x1d 100 1 3.19.9 2,0x1d 2,0x1d 100
o 3.20.19 9,0x1d 39,1
3.20.8" 3,0x10 90,9 o
3.20 flor 2 3.20.4% 3,3x10 3 0x10 o1 3 3.20.2 2,3x16 9,0x1d 39,1
3.2039 5,0x1d 21,8
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Material
Vegetal
Coletado

Amostra

76,9

1,0x10
2,0x16
1,0x16
3,2x10
1,8x10

3.21.1
3.21.3"
3.213V
3.22.1
3.22.3Y

15,4

1,3x16

flor 3

3.21

7,7
64
36

51,3
48,7

8,0x18
1,6x10
7,6x16

3.22.19
3.22.%

5,0x10

fruto

3.22

Total de linhagens

34

42

isoladas:

S

de resulta

- auséncia
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As caracteristicas morfolégicas de todas as cadoisbladas foram verificadas e

descritas nas Tabelas 9 e 10.

Os 42 isolados obtidos a partir do meio WLN resaln em 21 biotipos e, no
caso do meio CAC, foram observados 22 bidtiposrtr mtas 34 cepas desenvolvidas

neste meio.

Os fenétipos dos isolados mais frequentes doslabimo meio WLN, foram o
o™ com 8 ocorréncias (38% do total observado); ey Bom 6 representantes
(28,6%) (Tabela 9). As amostras, das quais osdesldo biétipo & resultaram, foram
as seguintes: flor (3.2Y3, 3.8.1", 3.11.3V e 3.21.1%), fruto (3.7.1", 3.9.1" e
3.10.1%) e folha (3.16.%"). Os isolados do biétipo™® foram obtidos das seguintes
estruturas vegetais: fruto (3.8”1e 3.19.1V, 2.22.3Y), semente (3.619), folha

(3.16.3Y) e flor (3.21.8") (Tabelas 8 e 9).

No meio CAC os biétipos mais representativos @ensrobservados foram §'1
e 0 1%, com 5 (22,7% do total observado) e 4 (18,2%) récwias, respectivamente.
Os isolados do biétipo® foram recuperados das seguintes amostras: flat.1f3 e
2.12.29) e fruto (3.7.8), 3.17.19 e 3.22.%)). J4 os isolados do biétipo PFesultaram
de tais amostras: semente (3%,1flor (3.11.19), folha (3.16.F) e fruto (3.19.9)

(Tabelas 8 €10).

Nesta coleta 3, os resultados relativos aos listgbservados e a origem dos
isolados que os representam estdo de acordo cdoaagoletas anteriores. Isolados de

um mesmo bioétipo foram recuperados a partir deahites estruturas vegetais.
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Apesar de o0s isolados terem apresentado as mesraecteristicas
morfologicas, ndo € possivel afirmar que estes refioesentantes de um mesmo
microrganismo. Como ja mencionado, para a ideatio das espécies
de leveduras é necessario a realizacdo de testesquilicos e

moleculares, os quais ndo foram contemplados reepte estudo.
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Tabela 9.Caracteristicas morfologicas das colonias de lenasdobtidas das amostras da coleta 3, quando dasneia meio WLN.

Caracteristicas Morfolégicas

o
Biotipo Colbnia Isolada 0 N 96 .
corréncia . — ~ -

Cor Brilho Margem Superficie Elevacdo  Consisténcia
1™ 3.17.1 1 creme brilhosa regular lisa convexa cremosa
2w 3.15.1 1 creme opaca regular lisa vulcdo cremosa
3w 3.12.3%/3.17.3Y 2 creme brilhosa lobada lisa convexa cremosa
4W) 3.12.1 1 cremev(ce:;) drg Centro  iihosa regular lisa vulcéo cremosa

w) 3.3.1"/3.6.3V/3.16.3"/ .
5 319 1%/ 3 21 4% 3.2 6 branco opaca regular lisa convexa cremosa
6™ 3.6.4"/3.8.2Y 2 branco brilhosa regular lisa convexa cremosa
7™ 3.10.3Y 1 branco opaca regular lisa vulcdo cremosa
8w 3.20.3Y 1 branco opaca lobada lisa convexa amanteigada
3.2.3"/3.7.1" 3.8.1Y 3.9.1" branco com centro
oW 3.10.1Y/3.11.2"/ 3.16.3Y/ 8 brilhosa regular lisa vulcdo cremosa
3.21.4% verde

10" 3.14.1% 1 brancobggg CeNo  prilhosa regular lisa convexa cremosa
11w 3.2.1/3.6.1V/3.7.2Y 3 verde brilhosa regular lisa vulcdo amanteigada
124 3.2.3W 1 verde opaca  com raizes rugosa convexa esfarelada
13" 3.10.3"/3.11.3% 2 verde brilhosa regular lisa convexa cremosa
14" 3.17.3Y 1 verde opaca regular lisa convexa cremosa
15W 3.4.1/3.7.3" 2 verde claro brilhosa regular lisa convexa amgat
16" 3.6.2"/3.13.3V 2 verd%r(;c;]Taborda brilhosa regular lisa vulcdo cremosa
17 3.11.1/3.20.4 2 verdir;%rgaborda opaca regular lisa convexa cremosa
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Caracteristicas Morfolégicas

o
Biotipo Colbnia Isolada N Eje .
Ocorréncia : L ~ A

Cor Brilho Margem Superficie Elevacdo  Consisténcia
18 3.21.3" 1 verdErt;%rgaborda opaca  com raizes rugosa convexa seca
19" 3.22.1% 1 verde escuro opaca regular lisa vulcédo amantaigad
20" 3.16.1" 1 azulbﬁ(;rnncgorda brilhosa regular lisa convexa amanteigada
21w 3.12.3Y/3.13.4% 2 cinza opaca regular lisa convexa amanteigada

Tabela 10.Caracteristicas morfolégicas das coldnias de lenaasdobtidas das amostras da coleta 3, quando daser meio CAC.

Caracteristicas Morfolégicas

o
Biotipo Colbnia Isolada N 9e .
Ocorréncia . . ~ S
Cor Brilho Margem Superficie Elevagéo Consisténcia
3.1.19/3.7.39/
1© 3.12.3913.17.19/ 5 creme brilhosa regular lisa convexa cremosa
3.22.3%

20 3.6.19 1 creme brilhosa regular lisa convexa mucoide
3@ 3.7.39 1 creme opaca regular lisa vulcdo cremosa
4© 3.17.% 1 creme opaca com raizes lisa convexa cremosa
50© 3.22.19 1 creme opaca com raizes rugosa convexa seca
6 3.12.%) 1 creme com centro bege brilhosa regular  lisa convexa cremosa
7€ 3.8.19 1 creme com centro roxo opaca lobada lisa convexa cremosa
8© 3.11.%9 1 creme com centro roxo brilhosa lobada lisa coavex  cremosa
9© 3.8.%9 1 creme-alaranjado brilhosa regular lisa convexa mucéide
10 3.11.% 1 branco opaca regular lisa convexa cremosa
11© 3.20.%% 1 branco brilhosa lobada lisa convexa cremosa
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Caracteristicas Morfolégicas

o
Biotipo Colbnia Isolada N Eje .
Ocorréncia . . = A
Cor Brilho Margem Superficie  Elevagéo Consisténcia
12 3.3.19 1 branco com centro roxo brilhosa regular lisa convexa cremosa
139 3.16.39/3.20.1% 2 branco com centro roxo opaca regular  lisa vulcéo cremosa
140 3.16.%% 1 branco com halo rosa brilhosa regular lisa convexa cremosa
159 3.7.19/3.20.39 2 verde brilhosa ~ "egular lisa convexa amanteigada
16 3.9.19/3.11.% 2 verde-azulado brilhosa  "€9Ular lisa convexa amanteigada
179 3.11.49/3.13.19 2 azul escuro brilhosa  "egular lisa plana amanteigada
189 3.4.29/3.12.19 2 roxo opaca regular lisa convexa cremosa
© )
19° gli’élfl) /?’éllléifl) 4 roxo brilhosa ~ "egular lisa convexa amanteigada
20 3.18.% 1 roxo com borda branca brilhosa  "€9U1a" lisa convexa cremosa
21 3.4.19 1 rosa brilhosa  regular lisa convexa cremosa
22 3.18.19 1 vinho com borda branca brilhosa lobada lisa ceave amanteigada
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Tornai-Lehoczhi et al.(2003) e Gaschet et al. (2068 avaliarem o meio
CHROMagar Candida quanto a sua adequacdo ao istlamedentificagdo presuntiva de
leveduras observaram uma ampla variedade de c@®scalonias, as quais estavam
relacionadas a certas espécies. De acordo com agimes, supde-se que conforme as
cores das colbnias obtidas a partir das amostramldéa 3, certas espécies de leveduras

foram isoladas, como apresentado na Tabela 1fué se

Tabela 11. Espécies de leveduras isoladas das rasodh coleta 3, de acordo com a cor
apresentada pelas colénias em meio CAC, segundch&ast al. (2008) e Tornai-Lehoczhi et al.
(2003).

Cor da Colbnia Possivel Levedura Isolado

Candida parapsilosis, 3.1.19/ 3.6.1% 3.7.2 3.7.3% 3.12.59

creme oubege  Saccharomyces exiguass. 3.17.49 3.17.89 3.22.19 3.22.8°
dairensis
foxo . 3.4.29/3.5.19 3.11.19 3.12.19 3.16.1°
' 3.19.19
verde ou verde- C. sakee C. zeylanoides 3.7.193.9.19 3.11.3% 3.20.3)
azulado
rosa C. sakee C. zeylanoides 3.4.19
azul escuro C. tropicalis 3.11.49/3.13.19
vinho com borda S. cerevisiae C. stelleta 3.18.19
branca
brancor(():)(()(;n centro Issatchenkia orientalis 3.3.19/3.16.39/3.20.19
branco C. glabrata C. inconspicua Z. 31149/ 3.20.49

rouxii
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Tornai-Lehoczki et al. (2003), ao utilizar o meiBlIROMagar Candida considerou
outras caracteristicas morfologicas além da codmraga colonia para a identificacdo
presuntiva das cepas que apresentaram diferemafidexles de uma determinada cor.
Estes autores propuseram a realizagao de testiesngumpares, como assimilacao de fontes
de carbono, em casos que diferentes espécies ajarese semelhante morfologia.

De acordo com os resultados apresentados, det@lanic@loracdo pode indicar
mais de um tipo de levedura, o que inviabiliza Bormacdo de correspondéncia de
determinada cor a uma espécie. Este método defickegdo presuntiva pode auxiliar na

confirmacédo de espécies de leveduras quando aiadtras formas de analises.

5.2. Habilidade em assimilar e fermentar fontes dearbono

Uma cepaPichia stipitis (ATCC 58376) foi utilizada como referéncia quarto
assimilacdo e fermentacdo dos acglcares, de aconi®arnett et al. (2000). A importancia
da selecdo de diferentes cepas dessa levedura resithto que P. stipitis apresenta a
habilidade de fermentar glicose e xilose a etaBetes dois aglcares sdo 0s principais
componentes do bagacgo hidrolisado, matéria prin@nigsora para a producdo de
bioetanol.

Dos 48 isolados obtidos a partir da coleta 1 (Cexa23 (47,9%) foram capazes de
fermentar a glicose, os quais foram selecionados @éeste de assimilagéo e fermentacao
dos demais acgucares.

A Figura 6 apresenta a quantidade de cepas isolda@asoleta 1, capazes de
assimilar e fermentar os seguintes acuUcares: Dsgic D-galactose, lactose, maltose,

inulina, melibiose, rafinose, sacarose, treald3«ilose e L-arabinose.

64



WY

;o e

=

[l

=]

[ Assimilagao positiva M Fermentacao positiva

Figura 6. Quantidade das cej isoladas, da coleta 1 (Cerradappazes de assitar e

fermentar aclcares.

A Tabelal2 apresenta os resultados dos testes de assingafgrmentacao dc
acucares pelos 23 isolados.
Nenhum dos isolados foi capaz de fermentar os stguacucares: lactose, inuli

melibiose, D-xilose e larabinos

De acordo com os resultados demoidos, na Tabela 12, ndo houve dentre

isolados da coleta 1, leveduras que poderiam peggentantes dP. stipitis
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Tabela 12. Caracteristicas bioquimicas dos isolados obtidoxalata 1 (Cerrado), quanto a
assimilacéo e fermentacdo de acucares.

Q ()

Colobnia Isolada ch 8 = = S| = S S = 5

> &£ £ £ 2 ® § £ 4 3

) 4
1.4.1% n/- n/- n/- al- n/- n/- al- n/- n/- n/-
1.6.1% al- n/- n/- n/- n/- n/- n/- n/- n/- n/-
1.6.2" n/- n/- n/- n/- al- al- n/- n/- al- n/-
1.8.1% al- al- al- al- n/- al- al- n/- n/- n/-
1.14.% al- al- alf al- n/- alf al+ n/- n/- n/-
1.16.1 al- al- n/- n/- n/- al- n/- n/- n/- n/-
1.17.¥ al- n/- n/- n/- n/- n/- n/- n/- n/- n/-
1.17.2 al+ al- n/- al- n/- al- n/- alf n/- n/-
1.19.1 al- n/- n/- n/- n/- n/- n/- n/- n/- n/-
1.19.2V n/- n/- n/- al- n/- n/- al- al- n/- n/-
1.22. al- n/- n/- n/- al- al- n/- n/- n/- n/-
1.22.1 al- al- n/- al- n/- al- n/- n/- n/- n/-
1.23.1V al- al- al- n/- n/- al- al- n/- n/- n/-
1.23.2Y alf al- al- n/- n/- n/- n/- n/- n/- n/-
1.23.3Y n/- n/- al- n/- n/- al- al- al- n/- n/-
1.27.1V n/- n/- n/- n/- n/- al- al- al- n/- n/-
1.27.2Y n/- n/- n/- n/- al- al- n/- n/- al- n/-
1.29.1 al- al- alf n/- al- alf al+ n/- n/- n/-
1.32.1V n/- n/- n/- al- al- n/- al- al- n/- al-
1.32. al- al- al- n/- al- n/- al- n/- n/- n/-
1.32. al- al- al- n/- al- n/- al- n/- n/- n/-
1.34.1V n/- n/- n/- n/- n/- n/- al- al- n/- n/-
1.34.% n/- n/- n/- al- n/- n/- al- al- n/- al-

P. stipitis n/al+/- nl- al+ n/- n/- n/- al- al+ al+ al-

assimilagdo negativa
a assimilacéo positiva

fermentacgéo negativa
+  fermentacdo positiva

f fermentagéo fraca
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Na coleta 2 (Mata Atlantic— Parque Estadual da Serra do Mar), dos solados
obtidos, 61 fermentaram a glicose, os quais foralecmnados para 0s testes
assimilacao e fermentacdo dos aguc

A Figura 7 apesenta a quantidade de ce isoladas capazes de assimila
fermentar os seguintes acuUcares-glicose, D-galadse, lactose, maltose, inulir
melibiose, rafinose, sacarose, trealos-xilose e L-arabinose.

Os acucares inulina,-arabinose e Ddlose ndo foram fermentados por nenhum

isolados.
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Figura 7. Quantidade das cef isoladas, da coleta 2 (Mata AtlanticRarque Estadual da Se

do Mar),capazes de assimilar e fermentar aguc
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A Tabela 13 apresenta os resultados dos testessttailacdo e fermentacado dos
acucares pelos 61 isolados selecionados.
A partir dos resultados observados, na Tabela d8g-ge verificar que os 61

isolados avaliados ndo apresentaram perfil biogquiseémelhante ao de. stipitis

Tabela 13.Caracteristicas bioquimicas dos isolados obtidosoteta 2 (Mata Atlantica - Parque
Estadual da Serra do Mar), quanto a assimilacaémeehtacdo de acucares.

% Q 3 3 @ 3 @ @ §

Colonia Isolada & 2 S £ 3 S S é 8 =
5 £ & 2 § ¥ § & 3 g%

A S o kG

2.1.1% al- n/- n/- n/- ni- n/- al- n- - /-
2.1.2" al- n/- al- al- al- al- al- e e
2.1.3Y al- n/- al- n/- n/- n/- n/- a- ML
2.2.1% al- n/- al- al- al- n/- n/- n- M
2.2.2% al- n/- al- n/- ni- al- al- 0. - ol
2.2.19 a- n- a- o~ a-  n-  oa- a0
22,29 n- n- &~ n-  n-  a-  n- on- ™M an
2.7.19 a- a- af - o0~ af a+ a0
2.7.59 af - a-  n-  a- af aft - ¥
2.7.49 al- n/- al- al- n/- al- n/- n- M
2.9.1% al- n/- al- n/- al- n/- al- a- A 4
2.9.3" al+  al+  al- n/- ni- al- al- o A
2.9.19 N on- a-  on- & - on-oa-
2.9.29 ni- n/- al- n/- al- al- ni- a- - al-
2.9.39 al- n/- alf n/- alf alf al- n- ML
2.9.49 n- - a0k - ok ae - M
2.10.1 al- n/- al- ni- n/- al- al- 0. - -
2.10.29 n- on- &~ on- - a-  a-  on- ™Mo
2.10.% n- oo~ a-  a-  a-  n- oa- oo
2.11.3V ni- nl- al- al- al- n/- al- 0. & -
2.11.19 alf al- alf n/- n/- al+ al+ n- - n/-
2.11.2° alf al- al- al- n/- aft  aw oo n/-
2.12.1% alf n/- al- n/- n/- alf alf n- - n/-
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% Q 3 3 @ 3 @ @ §

Colonia Isolada & 2 S g 3 S = é 3 £
& = g 2 T % s & 5

A S 0 kG

2.12.19 a+ a af n- n- af a+ np- Moo
2.14.1% n/- ni- ni- ni- n/- a/f alf n- - n/-
2.15.1" al- al- al- al- n/- af  a+  a- n/-
2.15.3" al- ni- al- ni- al- ni- ni- o V- n/-
2.15.3% al- n/- al- al- al- al- al- 0. - n/-
2.15.19 alf n/- al- n/- al- n/- al- n- - n/-
2.15.29 alf al- alf n/- n/- alf al+ o M- n/-
2.16.1% al- n/- al- al- n/- ni- al- o M n/-
2.17.1 ni- ni- al- n/- ni- al- al- o M- n/-
2.17.3V al- n/- al- ni- n/- alf alf n- M- n/-
2.17.19 al- n/- al- ni- n/- n/- al- n- - n/-
2.18.1" al- al- al- n/- al- af af oo ¥ n/-
2.18.1° n/- al- al- n/- al- aft  ar  a- n/-
2.18.2° al- n/- al- n/- n/- aft  a+  a- n/-
2.19.1" n/- n/- al- n/- n/- alf alf n- - n/-
2.20.29 n/- n/- al- al- al- al- n/- 0. - n/-
2.20.3° al- n/- al- al- al- nl- al- n- - n/-
2.21.2" n/- ni- al- al- ni- al- al- n. - n/-
2.21.3" n/- n/- al- n/- n/- n/- al- n- - n/-
2.22.1% n/- nl- ni- al- n/- alf al+ as W n/-
2.22.3" al- n/- n/- n/- n/- al- nl- o M
2.22.19 n/- ni- ni- nl- al- al- nl- a+ n/-
2.24.3" al- n/- al- n/- al- af a+  on- M
2.24.3" al- n/- al- n/- al- alf alf n- 4L
2.24.4" ni- n/- al- n/- ni- al- alf n- - /-
2.24.8° a- 0~ a- - a- af a+  a+ "M
2.24.3° n/- n/- n/- n/- al- aft  a+ - Mo
2.25.1" al- n/- al- ni- al- al- ni- o - al-
2.25.49 a- a- af n-  a-  a+ af  a- " o
2.25.39 a- o~ a- &~ o~ - - oa- " a
2.25.3° al- n/- al- al- n/- n/- n/- a- ML
2.26.1" n/- n/- alf n/- al- al- al- R
2.26.3" ni- ni- al- n/- al- al- al- n. - -
2.26.1° al- n/- al- n/- n/- af aw - " g
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Colbnia Isolada

D-galactose
lactose
maltose
inulina
melibiose
rafinose
sacarose
trealose
D-xilose
L-arabinose

2.26.89 a-  n- o~ o0 oa-  af a+  on-
2.27.2" ni- n/- al- n/- ni- n/- al- g+ - n/-
2.29.2Y n/- n/- al- n/- al- n/- al- o & al-
2.29.3V ni- ni- al- n/- ni- al- al- n- - n/-
P. stipits ~ n/a/+/-  n/- al+ n/- n/- n/- al- al+ al+ al-

n assimilacéo negativa
a  assimilagéo positiva
- fermentacéo negativa
+ fermentag&o positiva
f fermentagéo fraca

Das 76 cepas isoladas a partir da coleta 3 (Mdémtita - Parque Estadual Carlos
Botelho), 50 fermentaram a glicose, as quais fosmtecionadas para os testes de
assimilacdo e fermentacédo das demais fontes derzarb

A Figura 8 apresenta a quantidade de cepas isoleajaaszes de assimilar e
fermentar os seguintes acucares: D-glicose, D-gmac lactose, maltose, inulina,

melibiose, rafinose, sacarose, trealose, D-xiéokerabinose.
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Figura 8. Quantidade das cepas isoladas, da coleta 3 (Miatista- Parque Estadual “Carlc

Botelhd) capazes de assimilar e fermentar acguc

A Tabela 14 apresenta os resultados dos testesstteilacdo e fermenta¢ dos

acucares pelos 61 isolados selecion:

De acordo com os resultados apresentados na Tabelado foram observad

isolados com perfil bioquimico semelhante acP. stipitis
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Tabelal4. Caracteristicas bioquimicas dos isolados obtidosaieta 3 (Parque Estadual Carlos
Botelho), quanto a assimilacéo e fermentacdo ddgrseg acucares.

@ ()
IS o 3 © 2 3 & 2 2 S
. Q 4 o c = 3 o o o c
Coldnia Isolada < = = = iS) c @ < = o
S 3 © 2 D = S o X S
C,D —_ = = = 9 N = [a) (IU
o |
3.2.3V al- n/- ni- ni- n/- al- al- n/- al- nl-
3.3.1 al- n/- ni- al- nl- n/- nl- nl- ni- nl-
3.3.19 al- n/- n/- ni- n/- n/- al- ni- n/- ni-
3.5.19 ni- ni- al+ al- n/- alf al+ al- al- n/-
3.6.2V al- n/- n/- al- n/- al- al- al- al- n/-
3.6.3V al- n/- ni- ni- n/- al- al- n/- al- nl-
3.6.4" alf nl- al- ni- n/- al- al- al- n/- ni-
3.7.1 al- n/- ni- ni- n/- al- al- n/- nl- n/-
3.7.2% ni- ni- al- n/- n/- al- al- al- nl- n/-
3.7.3V ni- ni- n/- n/- ni- al- al- ni- n/- ni-
3.7.19 alf ni- al- ni- n/- al- al- n/- al- n/-
3.7.29 n- n- - n- n- & a-  n- n-
3.7.49 n- n- -  n- n- &  a-  n- n-
3.8.1% a~ n- n- a- n- a-  a- n- n-
3.8.2% a- n- n- -  a- &  a- o - ™
3.8.19 a- n- n- - n-  a- a- n- n- W
3.9.1 af  n- -  n-  n-  a- a- n- a- "
3.0.19 af  n- a- a- n- a-  a- n-  a
3.10.4% a- n- a- o n- a-  a- af n-
3.10.4Y a- n-  a- o  n- af a+ a+ a
3.10.3" a~- n- n- - n-  n- o - on- W
3.11.1% af  n- a- a- o a- o  n-  n- W
3.11.3% n- o - a-  n-  n- o a- oo W
3.11.4Y nW- n- o n- n- - o  a-  n-
3.11.19 n- n- - n- n- &  n-  a- n-
3.11.99 a- n- n- a- n- a-  n-  a-  a
3.11.%9 af n-  a- a- o  a-  a- a- a- "
3.11.49 a- n- a- a- n- a- a- a+ - M
3.11.99 a- n- n- a- o a-  a- o - W
3.12.4% a- n- n- a-  n- - o a- o
3.12.4Y a- o a- a- -  a- - a- o

72
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| S ¢ 8 < & g & g g ¢
Colbnia Isolada T‘g = = = 2 g S S = 5
> = £ c 2 S 3 £ A S
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3.12.19 a- - n- o o a- - a-  n- W
3.12.59 a- - -  a-  n-  a  a- a n- W
3.13.4% a- - - &  n- - - oo on- W
3.13.19 a- n- n- a- o o~ o~ n- oo M
3.14.14 a- nla a- a- af af a- a- n- "
3.15.1% a-  n- a- n- o~ a+ afraf o~ M
3.16.3" a- n- a-  n-  n- af  a+  n- - W
3.18.%9 a- a- a- af n- o o a- - W
3.20.1% a- n- a- a- n- o o a- - W
3.20.3" n- - o - o a- - oa- o M
3.20.19 a- n- a- n- o~ o~ o~ n- oo M
3.20.29 a- n- a- n- o a-  n-  a- - M
3.20.8 a- - a-  a- n-  a- n- a n- W
3.21.4% nW-  n- a- o o n-  n-  a-  n- W
3.21.3% n-  n-  n-  a- o a- - oo on- W
3.22.1% n- - n- a-  n- o n- oo - M
3.22.3" n- - n-  a-  n-  a- o n- o~ M
3.22.19 n- - n-  a-  n-  a- o n- o M
3.22.59 n-  n-  a-  a-  n- a-  a- - - W
n/- al+ n/- n/- n/- al- al+ al+ al-

P. stipitis n/a/+/-

n assimilacdo negativa

a assimilacéo positiva

fermentagao negativa
+ fermentagao positiva

f fermentacao fraca

A partir das trés coletas foram isoladas 225 cegas,quais 134 apresentaram a

capacidade de fermentar a glicose.

Dentre os (i6asgs utilizados nos testes, poucas

cepas fermentaram inulina (3.18)2 melibiose (2.99 e 3.14.1) e lactose (2.9%). Ja
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as principais pentoses presentes no bagaco dadeaagicar, D-xilose e L-arabinose néo

foram fermentados por nenhuma das cepas isoladas.

De acordo com Hahn-Hagerdal et al. (2007), conaittky que muitas espécies de
leveduras metabolizam as pentoses, xilose e asdipoucas (aproximadamente 1%) séo
capazes de fermentar xilose a etanol. A levedarehia stipitis considerada um
microrganismo promissor para a producdo em largal@sle etanol a partir de xilose ndo é
capaz de fermentar L-arabinose a etanol, apenakipnmassa celular (AGBOGBO &

COWARD-KELLY, 2008).

Embora as cepas isoladas ndo tenham apresentadenfacdo positiva para as
pentoses presentes no bagaco da cana-de-acUcdiQreif capazes de assimilar a

D-xilose e 12 cepas a L-arabinose.

Esses resultados, embora n&do tenham sido o espgraopretendia-se isolar
leveduras com a habilidade de fermentar as penfwesgntes no bagaco hidrolisado da
cana-de-agucar, levam a considerar a utilizacdgpeamses presentes no hidrolisado para
a producdo de massa celular, a qual pode seragi@lizomo SCPsingle cell proteih As
leveduras sado microrganismos interessantes pamadugéo de SCP. A quantidade de

proteina obtida por fungos pode variar de 30 a 70%.

Anupama & Ravindra (2000) compararam as diferefletes de obtencédo de SCP
e atribuiram as leveduras algumas vantagens: rapiecimento, assimilacdo de uma
grande diversidade de substratos, baixo risco deawgonacdo e auséncia de producao de
toxinas. As desvantagens citadas por esse auloemc deficiéncia de aminoacidos que

possuam enxofre na sua composicao protéica e asigade de remocao do RNA.
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CONCLUSOES

Dentre as cepas de leveduras isoladas a partmdtesiais coletados no Cerrado, 0
meio de cultura WLN (Wallerstein Laboratories Neitrti Agar) recuperou maior
guantidade, em relacdo ao meio YMA (Yeast - MalAgar), devido a sua
composicao nutricional que possivelmente favoregedesenvolvimento destes
microrganismos.

Das cepas de leveduras obtidas das amostras @deatad duas regides de Mata
Atlantica, Parque Estadual da Serra do Mar e Pdagtedual “Carlos Botelho”, o
meio de cultura WLN (Wallerstein Laboratories Nemti Agar) foi capaz de
recuperar maior quantidade em relagédo ao meio @HROMagar Candida).

As 134 cepas selecionadas, pela fermentacdo dasglimdo foram capazes de
fermentar a D-xilose e L-arabinose, as princip@&stpses presentes no bagaco da
cana-de-acucar, no entanto, 19 delas foram cap#zassimilar a D-xilose e 12 a
L-arabinose.

Embora a expectativa da proposta original fossebtengdo de leveduras que
fermentassem a D-xilose e a L-arabinose, o0 quatdenfio ocorreu, os resultados
apresentados, sugerem estudos posteriores comhagéns que assimilam esses
acucares, no sentido da obtencdo de uRylé cell proteip a partir do bagaco

hidrolisado da cana-de-acucar.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar a identificagcdo das linhagens isoladaterieshalho.
Avaliar o potencial biotecnolégico das linhagendadas, quanto a capacidade de
produzir: enzimas, gomas, pigmentos, aromas, ljsidentre outros compostos.

Realizar coletas em outras regides dos biomaddirasi
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9.

ANEXO

Autorizacao concedida pelo IBAMA para a realizacaaas coletas.

popular,

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
. Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagsio & Informagio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 11953-1 ] Data da Emissao: 19/05/2008 14:11 [ Datade Validade: 19/05/2009
Dados do titular
Registro no ibama: 1886798 lNome Raquel Andrade de Rossi : i, iCPF 299.177.478-93

Titulo do Projeto: ISOLAMENTO E SELEGAO DE LEVEDURAS NATIVAS Dos BiOMAS BRASiLEiROS COM HABILIDADE EM FERMENTAR A
ETANOL AGUCARES NAC CONVENCIONAIS

Nome da Instituigao : Universidade Estadual de Campinas E CNPJ: 46.068.425/0001-33

Observages, ressalvas e condicionantes

As atividade$ de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em 10do o territorio
nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanas e materiais, tendo por objeto coletar
dados, matefiais, espécimes b@m e minerais, pegas lnggrames da cultura nativa e cultura
2 Esta autorizacsio ndo exime o fitular e a sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em oulros instrumentos legais, bem como do consentimento do
| | responsidvel pela drea, piblica ou %Egga onde sera realizada a atividade.
3 Esta autorizacio ndo poderd ser utilizada para fins comerdiais, industriais, €sportivos ou para realizagao de atividades inerentes ao processo de licenciamenta
ambiental de empreendimentos. O material bioldgico coletado deverd ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no #mbito do ensino superior,
4 A autorizacB0 para envio ac exterior de material biolégico nfio consignado devera ser requernida por meio do enderego eletrénico www.ibama. gov.briciies. Em caso de
| | material ?%gnado consulle www.ibama gov brisisbio - menu Exportagao.
O ftitular de | ¢4 ou autorizagdo & os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de caplura direcionados, sempre que possivel,
5 | aoc grupo taxonémico de interesse, evitando 2 morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coieta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
| | de populagles do grupo taxondmico de interesse em condic8o in situ.
ste documento ndo dispensa o cumprimenio da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patriménic genético existente no EMLONC nacional, na
6 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao imento tradicional i ao patrimbnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
- i © desenvolvimento t ico,
7 Em casode pesquisa em Umdade de Conservagao Federal, 0 pesquisador litular devera contaciar @ administragac dessa uniede a im g6 GONFIRMAR AS DATAS
[ s, a8 condi realizacio das colelas e de uso da infra-estrutura da unidade.
8 A.s a&vidaqes contempladas nesta autorizagado NAG abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais {de abrang&ncia nacional, estadual ou municipal} de
espécies ameacadas de exling@o, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotagio.
Equipe
[#] Nome I Fungdo [CPF Doc. identidade H lidade 1
1 | Maria da Graga Stupiefic Andrietta | Orientadora | 095.761.326-86 12652428-2 SSP-S | Brasileira 1
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# Municiplo UF_ [« do Tocal Tipc
{1 [UBATUBA 3P Parque Estadual da Serra do Mar - Nucleo Picinguaba chzstadual
2 | SAQ MIGUEL ARCANJO SP Parque Estadual Carlos Botetho UC Estadual
TIRAPINA P Estacio Ecolbgica de lhrapina UC Estadual

Este documento {(Autorizagao para atividades com ﬁ‘)alﬂade enentﬁflca) foi expa@hio com ‘base na Instrug@o Normativa Ibama n®154/2007. Através do
codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadso. podar& veriﬂcar a autem!ddade ou regutendade deste documento, por meio da pagina do
Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.bi/sisbio). 1

Cédigo de autenticagdo: 68682257 Mmlﬂ”
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