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RESUMO

As leveduras encontradas durante a fermentacéo do caldo da cana-de-agUcar, ainda sdo pouco
conhecidas em relacdo ao potencial biotecnoldgico que possuem. Nesta perspectiva, o presente
trabalho teve como objetivo caracterizar morfologicamente leveduras isoladas do mosto da
cana-de-acucar além de avaliar a capacidade de crescimento em diferentes temperaturas, fontes
de carbono e concentracdes de acido acético e etanol, bem como a producdo de sulfeto de
hidrogénio. Sete leveduras foram reativadas e caracterizadas macro e micro morfologicamente.
Para o teste de crescimento em diferentes temperaturas, as leveduras foram inoculadas em meio
YPDA (Yeast Peptone Dextrose Agar) e incubadas a 4°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 37°C e
40°C. Para a avaliagdo do crescimento em diferentes fontes de carbono, foi utilizado o meio
YPD (Yeast Peptone Dextrose) + fonte de carbono especifica (frutose, sacarose, maltose,
galactose, lactose e xilose). O teste de producdo de sulfeto de hidrogénio em meio especifico,
denominado de LA, foi realizado. A toleréncia das leveduras a &cido acético e etanol foi
conduzido as concentracdes de 10, 15 e 20%, durante 72h, a 30°C; o crescimento e crescimento
efetivo foram avaliados a partir das medi¢des de absorbancia a 600 nm nos tempos 0 e 72h no
espectrofotdbmetro. As leveduras apresentaram similaridades morfoldgicas quanto a elevacgdo e
cor branca, e diferencas morfoldgicas quanto a forma, margens, superficie, didmetro e tamanho
das col6nias. Na caracterizacdo micromorfolégica foram observadas células elipsoidal,
subglobosa e oval podendo apresentar formacéo de pseudohifas, nas leveduras A e E. Todas as
leveduras obtiveram uma taxa de crescimento satisfatdria nas temperaturas de 15°C, 20°C, 25°C
e 30°C. A 37°C apenas as leveduras A, B e D cresceram bem e & 40°C apenas as leveduras B e
D. Todas as leveduras cresceram na presenca de frutose. As leveduras A, B, D e G cresceram
usando sacarose, galactose, lactose e xilose como fontes de carbono. As leveduras A, D,Ee F
ndo apresentaram formacdo de sulfetos de hidrogénio. Apenas a levedura C apresentou
crescimento celular nas trés concentracdes de acido acético (10%, 15%, 20%), enquanto, para
o teste de etanol, apenas a levedura B apresentou crescimento celular na concentracéo de 20%.
Das sete leveduras utilizadas no estudo, as que mais se destacaram na maioria das etapas, foram
as cepas A, B e D. Estes resultados indicam um possivel potencial biotecnoldgico de leveduras
isoladas do mosto, entretanto mais estudos precisam ser conduzidos.

Palavras chaves: fermentacéo; termotolerancia; resisténcia a inibidores.



ABSTRACT

The yeasts found during the fermentation of sugarcane juice are still little known in relation to
their biotechnological potential. In this perspective, the present work aimed to morphologically
characterize yeasts isolated from sugarcane must and to evaluate the growth capacity at
different temperatures, carbon sources and concentrations of acetic acid and ethanol, as well as
the production of hydrogen sulfide. Seven yeasts were reactivated and characterized macro and
micromorphologically. For the growth test at different temperatures, the yeasts were inoculated
in YPDA (Yeast Peptone Dextrose Agar) and incubated at 4°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 37°C
and 40°C. To evaluate growth on different carbon sources, YPD (Yeast Peptone Dextrose) +
specific carbon source (fructose, sucrose, maltose, galactose, lactose and xylose) were used.
For the hydrogen sulfide production test, a specific medium called LA was used. To verify the
tolerance of yeasts to acetic acid and ethanol, concentrations of 10, 15 and 20% were used and
after 72h of incubation, growth and effective growth were evaluated based on absorbance
measurements at 600 nm at times 0 and 72h in the spectrophotometer. The yeasts showed
morphological similarities in terms of elevation and white color, and morphological differences
in terms of shape, margins, surface, diameter and size of the colonies. In the
micromorphological characterization, ellipsoidal, subglobose and oval cells with pseudohypha
formation were observed in yeasts A and E. All yeasts showed a satisfactory growth rate at
temperatures of 15°C, 20°C and 30°C. At 37°C only yeasts A, B and D grew well and at 40°C
only yeasts B and D did. All yeasts grew in the presence of fructose. Yeast A, B, D and G grew
using sucrose, galactose, lactose and xylose as carbon sources. Yeasts A, D, E and F did not
show formation of hydrogen sulfides. Only yeast C showed cell growth in the three
concentrations of acetic acid (10%, 15%, 20%), while, for the ethanol test, only yeast B showed
cell growth at a concentration of 20%. Of the seven yeasts used in the study, yeasts A, B and D
stood out in most stages. These results indicate a possible biotechnological potential of yeasts
isolated from must, however more studies need to be conducted.

Key words: fermentation; thermotolerance; resistance to inhibitors.
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1 INTRODUCAO

As leveduras sdo microrganismos eucarioticos e unicelulares que pertencem ao Reino
Fungi. Tais microrganismos ndo sdo um grupo filogenético, mas representam a forma de
crescimento unicelular dos fungos que ocorrem nos filos Murocomycota, Ascomycota e
Basidiomycota, com os dois ultimos filos abrigando a maioria das leveduras (Alexoupoulous,
1996; Dzurendova et al., 2021). Apresentam caracteristicas tipicas, como presenca de parede
celular rigida composta por quitina e beta-glucano, glicogénio como fonte de reserva, forma
celular oval ou redonda, ndo apresentam corpos de frutificacdo, auséncia de motilidade e de
pigmentos fotossintéticos, além da capacidade de reproducdo assexuada, por brotamento ou
fissdo, e sexuada, por meio da fusdo de duas celulas haploides e compativeis sexualmente
(Kurtzman & Fell, 1998).

Estdo presentes em varios ambientes como o ar, solo e nos diversos ecossistemas
aquaticos - desde rios, lagos e mares — além de manterem interagdes com outros organismos
(p.ex. plantas, outros fungos, animais, algas, entre outros) como mutualistas, parasitas e
comensais (Péter et al., 2017). Ambientes extremos com baixo potencial hidrico (alta
concentracdo de agucar ou sal) e temperatura baixa também podem ser habitados por leveduras,
sendo encontradas no ar estratosférico, fontes termais, mares frios e profundos, terras polares,
geleiras, desertos, habitats acidos e alcalinos, ambientes secos, rochas, entre outros (Starmer et
al., 2011; Segal-Kischinevzky et al., 2022). As leveduras sdo principalmente decompositoras
de vida livre, que ajudam a acelerar varios processos fundamentais nos ecossistemas, como a
decomposicdo da matéria organica, a geracdo de biomassa como fonte de nutrientes para outros
organismos e a mineralizacdo de nutrientes, além de participarem nos ciclos de nitrogénio e
enxofre (Starmer et al., 2011; Péter et al., 2017).

As leveduras realizam a fermentacdo, processo natural no qual converte agucares em
produtos que podem ser Uteis aos seres humanos (Aradjo, 2015). A fermentacdo € um dos mais
antigos bioprocessos relatados na Historia da humanidade, apresentando registro historico que
inicia em 10.000 a.C. Por volta de 5.000 anos a.C. 0s sumérios e o0s egipcios ja produziam
muitos alimentos por fermentagdo, como pédo, vinho e cerveja. Entretanto, as primeiras
descobertas com relacdo as leveduras surgiram somente a partir de estudos realizados por Louis
Pasteur, no seculo XIX, ao descobrir, na composicdo do vinho em fermentacéo, a existéncia de
tais microrganismos. A partir desse momento foi estabelecido o elo entre as leveduras, como

microrganismos Vvivos, e a conversdo de agtcar em alcool (White & Zainasheff, 2020).
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No decorrer do século, os estudos sobre as leveduras foram intensificando-se, cada vez
mais, devido a sua alta capacidade fermentativa e crescimento rapido, assim como, a busca por
novos agentes biotecnologicos (Phaff & Starmer, 1987). Até os dias atuais 0s setores de
panificacdo e producdo de bebidas alcoolicas tém sido uma das areas mais exploradas no uso
das leveduras, embora, mais recentemente, as leveduras tém sido bastante utilizadas na
producdo de enzimas que sao extensivamente aplicadas como biocatalisadores na industria de
alimentos e bebidas, farmacéutica, de biocombustiveis, cosméticos, agroquimicos, téxtil, de
papel e oleoquimicos (Araujo, 2015; Segal-Kischinevzky et al., 2022). As leveduras séo
economicamente importantes pois apresentam elevada taxa de sintese de macromoléculas além

do reduzido potencial patogénico (Araujo, 2015).

Apesar desse grande potencial biotecnolégico das leveduras, poucas espécies sao
exploradas economicamente, entre elas, ttm-se as espécies do género Saccharomyces tais como
S. cerevisiae e S. pastorianus (Shurson, 2018). Estima-se que apenas 1% de todas as espécies
de leveduras existentes tenha sido descrita até 0 momento (Mohd Azhar et al., 2017), o que
representa aproximadamente 1.500 espécies. A estimativa para o nimero global de espécies de
leveduras € de 150.000 (Barriga et al., 2011). Esse cenario abre uma perspectiva para estudos
com leveduras presentes em diversos ambientes com a possibilidade de descoberta de novas
espécies ou novas linhagens com potencial industrial. Considerando as leveduras associadas a
fermentacgdo da cana-de-agUcar, os estudos sdo escassos e fragmentados, mesmo o Brasil sendo

um dos grandes produtores dessa cultura.

A cana-de-agUcar (Saccharum officinarum), pertencente a familia das gramineas
(Poaceae), tem presenca essencial na economia mundial e impacto significativo na malha
econdmica brasileira (Rocha, 2022), pois o setor sucroalcooleiro é responsavel por 2% do
produto interno bruto (PIB) nacional, seja para a producdo de agUcar ou de alcool (etanol) como
para a exportacdo desses produtos (Lima et al., 2022). O estado da Paraiba tem como principal
cultura a cana-de-acUcar, e esta possui uma grande importancia na economia local (Silva et.al.,
2020), principalmente, com producéo de cachaca, que € uma das bebidas mais consumidas no
Brasil, ficando atras apenas da cerveja. A Paraiba esta entre os maiores produtores de cachaca
do Brasil, com cerca de 12 a 13 milhdes de litros por safra (Silva, 2017). Apesar da grande
produtividade, ainda ha espaco para melhorias no setor com a utilizacdo de novas linhagens de

leveduras que podem aumentar a eficiéncia da fermentacéo.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar morfologicamente

leveduras presentes no mosto da cana-de-acUcar e verificar a capacidade de crescimento em
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diferentes temperaturas, fontes de carbono e concentragdes de acido acético e etanol, bem como

a producdo de sulfeto de hidrogénio.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Meios de cultura

Todos os meios utilizados para a realizacdo do presente trabalho foram devidamente
preparados e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 min. Para o crescimento das leveduras
foi utilizado a estufa incubadora BOD com a temperatura ajustada de acordo ao experimento.

e Yeast Peptone Dextrose (YPD) - 1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de D-
glicose.

e Yeast Peptone Dextrose Agar (YPDA) - 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2%
de D-glicose, 2% éagar.

e Yeast Peptone Agar (YPA) + fonte de carbono especifica - 1% de extrato de levedura,
2% de peptona, 2% de &gar, 2% da fonte de carbono especifica. Este meio foi utilizado
no teste de assimilacdo de carbono, sendo testado cinco agulcares especificos.

e Agar LA - 0,5% de extrato de levedura, 0,3% de peptona, 4% de D-glicose, 0,02% de

sulfato de aménio, 0,1% de acetato de chumbo neutro, 2% de agar.

2.2 Leveduras utilizadas no estudo

O presente trabalho foi iniciado em outubro de 2021 utilizando leveduras obtidas de
uma pesquisa realizada no ano de 2019, no Laboratério de Produtos Agropecuarios do
Departamento de Solos e Engenharia Rural (CCA/UFPB), e que foram preservadas pelo método
de congelamento, a -80°C, com adicdo do glicerol (Abreu & Tutunji, 2004).

As leveduras foram isoladas do mosto de dez variedades de cana-de-agucar cultivadas
em um experimento de longa duragdo na Fazenda Experimental Cha de Jardim, pertencente ao
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba (CCA-UFPB), no municipio
de Areia-PB. Os colmos das canas-de-agucar foram divididos em duas partes, superior (metade
do colmo para cima) e inferior (metade do colmo para baixo), totalizando 20 amostras (Tabela
1). O caldo de cada parte das variedades da cana-de-agucar foi extraido, individualmente,
utilizando uma moenda (B120, Motor Elétrico 2cv Monofasico Correia e Chave). Apos a

extracdo do caldo foi realizado o isolamento das leveduras pela técnica de semeadura por
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esgotamento em superficie, utilizando o meio de cultura YPDA, e, entdo, as placas foram
incubadas em estufa BOD a temperatura de 30°C por 96h. Todas as amostras apresentaram
crescimento e apos verificagdo da pureza das leveduras foi realizada a preservacdo. O total de

20 leveduras foi obtido e todas elas foram investigadas no presente trabalho.

Tabela 1. Amostras da cana-de-agUcar utilizadas para o isolamento de leveduras

Variedade da cana-de-aglicar ~ Parte da planta I\Ilgvrzgl';?';ie
Variedade 1 SI;]‘]E’:rringr 221122//?
Variedade 2 Slﬁ?eerrig)rr 55%2//?
Variedade 3 Slﬁ?:rrig)rr 11%1111//?
Variedade 4 Slﬁ?:rrig)rr 11113//?
Variedade 5 Slﬁ?:rri?rr 1155111//?
Variedade 6 Slﬁ?eerrif(;)rr 117721//?
Variedade 7 SI::?eerrif(;)rr 2211%22//?
Variedade 8 SI::?eerrif(;)rr 2255%%//?
Variedade 9 SIE?:rzg)rr 227721//?
Variedade 10 Slﬁ?:rrilc?rr ?;)1122%//?

TOTAL
10 variedades 20 amostras 20 leveduras

A presente pesquisa foi realizada em trés etapas distintas: (1) reativacao das leveduras
preservadas em 2019; (2) purificacdo dos isolados e observacdo ao microscopio Optico para a
confirmacdo da pureza e caracterizagdo morfoldgica; e (3) realizagdo dos testes bioquimicos

com as leveduras viaveis.

2.3 Reativacao e purificacdo das leveduras

Para a reativacdo das leveduras, inicialmente foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo caldo YPD, e incubadas em estufa BOD a 28°C por 48h. Apds esse periodo, e atestado
0 crescimento das leveduras, as mesmas foram transferidas para placas de petri, contendo o

meio YPDA e novamente incubadas, em estufa BOD, & 28°C por mais 48h. A purificagdo das
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culturas foi realizada por meio de repiques sucessivos utilizando o meio YPDA. Apds o periodo
de incubacao o crescimento das leveduras na superficie do meio de cultura sélido foi observado

além da visualiza¢do microscopica para atestar a pureza das culturas.

2.4 Preparo do inoculo

Inicialmente as leveduras vidveis foram cultivadas em YPDA em temperatura a 28°C
por 24h. Apos esse periodo foi realizada a diluicdo da suspensdo de células de leveduras
utilizando o padrdo 4 da escala nefelométrica de MacFarland (com aproximadamente 12 x 108
cel./mL) (Souza, 2018) para a preparagdo do indculo. Este indculo foi utilizado para as etapas
da caracterizacdo morfoldgica das leveduras e da técnica de spot plate para os testes de

temperatura e de assimilagdo de carboidratos.

2.5 Caracterizacao morfoldgica das leveduras

Partindo do indculo foi feito uma diluigéo seriada para a obtencao de coldnias isoladas,
pois a partir destas que a caracterizacdo macromorfoldgica das leveduras deve ser realizada
(Kurtzman et al., 2011). A dilui¢do seguiu a metodologia apresentada em Tortora et al. (2012),
e na diluicdo 107 uma aliquota de 100uL foi transferida para a superficie do meio de cultura
YPDA para o plagueamento. As placas foram incubadas na estufa BOD a temperatura de 28°C
por 48h. Apds o crescimento das coldnias, as leveduras foram observadas no contador de
coldnia (Phoenix, CP 600 plus) e analisadas quanto ao diametro (grande — 5mm, média — 2 a
5mm e pequena — 2mm), forma (circular, irregular, rizéide, filamentosa ou puntiforme),
elevacdo (cobncava, elevada, ondulada, protuberante, achatada ou convexa), margem (lisas,
laceradas, lobadas, filamentosas ou onduladas), estrutura (lisa, granulosa, filamentosa ou
rugosa), brilho (transparente, translicida ou opaca) e cor (incolor, branca ou pigmentada)
(Kurtzman et al., 2011). As imagens das col6nias foram obtidas a partir do Estereomicroscépio

Discovery V20 Zeiss.

Para a caracterizacdo micromorfologica, laminas foram confeccionadas em é&cido
latico, observadas ao Microscépio de Interferéncia Olympus BX53 e caracterizadas segundo
Ainsworth and Bisby's Dictionary of the Fungi (Kirk et al., 2008). As laminas foram

fotografadas utilizando a cAmara Moticam 2500 e software Moticam 2.0.
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2.6 Técnica do spot plate

Com o in6culo na concentragdo desejada, para cada uma das leveduras, aliquotas de
10 uL foram distribuidas, em triplicatas, na superficie do meio YPDA (Figura 1). Apds o
procedimento, as placas foram incubadas nas temperaturas e periodos determinados para 0s

testes de temperatura e de assimilagdo de carboidrato, os quais serdo apresentados a seguir.

Replicata 1

Replicata 2

L ———

Replicata 3

Figura 1. Preparacdo de placas de petri utilizando a técnica do spot plate.
L1=levedura 1, L2=levedura 2, L3=levedura 3 e L4=levedura 4.

2.7 Teste de temperatura

Para o teste da temperatura as leveduras foram inoculadas, a partir do inéculo inicial,
em YPDA utilizando a técnica de spot plate e foram incubadas a 4°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C,
37°C e 40°C, durante 96h. As imagens foram capturadas em uma incubadora escura sob luz
ultravioleta Loccus Biotecnologia modelo L-Pix Chemi utilizando o software de analise L-Pix

Image Chemi.

2.8 Teste de assimilagdo de carbono

Para a observacéo do crescimento das leveduras em diferentes fontes de carbono foram
utilizados os seguintes carboidratos adicionados ao meio YP (Yeast Peptone) em uma
concentracdo de 2%: xilose, maltose, lactose, galactose, frutose e sacarose. A técnica utilizada
para este teste foi a de spot plate e ap6s a inoculacdo das leveduras, a partir do indculo inicial,
as placas foram incubadas em uma temperatura de 25°C por 96h. As placas foram fotografadas
em uma incubadora escura sob luz ultravioleta Loccus Biotecnologia modelo L-Pix Chemi

utilizando o software de analise L-Pix Image Chemi.
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2.9 Teste de producéo de sulfeto de hidrogénio (H2S)

Para a realizacdo dessa etapa as leveduras foram inoculadas em agar LA utilizando a
técnica de semeadura por esgotamento, com estrias compostas. As placas foram incubadas na
estufa BOD a temperatura de 30°C por um periodo de 10 dias. As leveduras que apresentaram
uma coloracdo marrom foram consideradas produtoras de H:S e as que ndo apresentaram
pigmentacdo foram consideradas ndo produtoras. O controle foi inoculado em meio YPDA. O
teste foi realizado em triplicata. Ap6s o crescimento os registros foram realizados utilizando a
camera SONY ALPHA A6100.

2.10 Teste de resisténcia ao etanol e acido acético

Para investigar a tolerancia e capacidade de crescimento das leveduras em diferentes
concentracgOes de etanol e acido acético, utilizou-se o protocolo Michel (2017), com algumas
adaptacOes. Em ambos os testes foram utilizados tubos de ensaio com o0 meio YPD acrescido
de etanol e de &cido acético nas concentracdes de 10%, 15% e 20%. Para o teste do etanol, o
agente quimico foi acrescido apds o processo de esterilizacdo do meio YPD. A calibracédo e
determinacgdo da concentragdo do inoculo, 15x10° células de leveduras em suspensdo, foi
realizada utilizando a Camara de Neubauer segundo a metodologia de Alfenas et al. (2007). A
inoculacdo das leveduras ocorreu em triplicatas para cada concentracao utilizada, em ambos os

testes.

Ap0s a inoculacdo os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 72h. Foram
realizadas medigdes de absorbancia a 600 nm nos tempos 0 e 72h no espectrofotémetro 1L-593
KASUAKI para verificar o crescimento e o crescimento efetivo. Com base nos valores obtidos
as leveduras foram classificadas em tolerante e ndo tolerante. Gréficos de barras foram

construidos utilizando o software Microsoft Excel®.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Reativacdo, purificacdo e caracterizacdo morfologica das leveduras

Durante o processo de reativacdo das leveduras nas placas de petri, foi possivel
observar o crescimento de outros microrganismos na superficie do meio YPDA, como bactérias
e fungos filamentosos, tornando mais dificil e repetitivo o processo da purificagdo. Apenas sete

leveduras apresentaram crescimento intenso dando prosseguimento ao trabalho com os testes
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bioquimicos, sendo elas 2754/S, 1754/S, 2506/1, 3129/1, 1754/1, 3129/S e 2506/S, as quais

foram designadas de A, B, C, D, E, F e G, respectivamente.

A maioria das leveduras (71,4%) apresentaram coldnias de tamanho médio (didmetro
variando de 2 a 3 mm), forma circular com textura lisa e margem regular. Todas as leveduras
apresentaram colénias com elevacdo convexa e coloracdo branca. O percentual de 85,7% das
leveduras apresentou col6nias com brilho opaco, com excecdo da levedura F que foi translicida.
Com relacdo a caracterizacdo micromorfoldgica, baseada em Kirk et al. (2008), as células
leveduriformes apresentaram as formas elipsoidal (leveduras A, B, C e E), subglobosa
(leveduras F e G) e oval (levedura D), além da formacdo de pseudohifas nas leveduras A e E.
A formacgédo de blastoconidios por brotamento também foi visualizada nas leveduras, que
sengundo Kurtzman et.al. (2011) apresentaram os seguintes tipos: brotamento polar sobre uma
base estreita (leveduras B e D), brotamento multilateral (leveduras A, C, E e G) e brotamento
bipolar sobre uma base larga (levedura F). A Tabela 2 e a Figura 2 apresentam as caracteristicas

morfoldgicas das leveduras estudadas.

Tabela 2. Caracteristicas macromorfologicas das coldnias de leveduras isoladas de diferentes
variedades de cana-de-agucar.

Leveduras T?m?:)ho Forma Textura Cor  Margem Elevagéo Brilho
A média (3) irregular rugosa branca  ondulado convexa opaca
B pequena (1,6)  circular lisa branca regular convexa opaca
C média (2,8) circular lisa branca regular convexa opaca
D média (2) circular lisa branca regular convexa opaca
E média (2,9) irregular rugosa branca  ondulado  convexa opaca
F média (2,2) circular lisa branca regular convexa translicida
G pequena (1,9)  circular lisa branca regular convexa opaca
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Figura 2. Caracteristicas morfologicas das leveduras isoladas da cana-de-agucar. A, Visdo geral da
colonia da levedura A. B, Célula elipsoidal com brotamento multilateral da levedura A e formacéo de
pseudohifa. C, Visdo geral da coldnia da levedura B. D, Célula elipsoidal com brotamento polar da
levedura B. E, Visdo geral da col6nia da levedura C. F, Célula elipsoidal com brotamento multilateral
da levedura C. G, Visdo geral da col6nia D. H, Célula oval com brotamento polar da levedura D. I,
Visdo geral da levedura E. J, Célula elipsoidal apresentando brotamento multilateral da levedura E com
formacdo de pseudohifa. L, Visdo geral da levedura F. M, Célula subglobosa com brotamento bipolar
da levedura F. N, Visdo geral da colénia da levedura G. O, Célula subglobosa com brotamento
multilateral da levedura G. As barras nas imagens das col6nias representam 0,5mm (A, C, E, G, l e L)
e Imm (N).

As leveduras A e E apresentaram as mesmas caracteristicas morfoldgicas (coldnias,
células e tipo de brotamento), sendo isoladas da mesma parte vegetal, colmo superior, de

diferentes variedades da cana-de-agucar (Tabela 1).

3.2 Teste de Temperatura

Os resultados demonstram que todas as leveduras cresceram nas temperaturas de 15°C,
20°C e 30°C, por outro lado, nenhuma delas cresceu a 4°C (Tabela 3, Figura 3). As leveduras
A, B e D cresceram na temperatura de 37°C; enquanto as leveduras C, E e F apresentaram
pouco crescimento e a levedura G, nenhum crescimento. Na temperatura de 40°C apenas as
leveduras B e D apresentaram crescimento satisfatério, por outro lado as leveduras A, C e E
tiveram baixa capacidade de crescimento que, no entanto, ndo foi considerado no trabalho
(Tabela 3, Figura 3).

A temperatura é dos fatores que exerce grande influéncia no crescimento,
desenvolvimento e reproducdo dos microrganismos, incluindo as leveduras, por desencadear
efeitos nos processos celulares como a sintese de proteinas e atividade enzimatica (Tai et al.,
2007). A temperatura também é importante na manutencgéo da fluidez e producdo da membrana,
pois os fosfolipidios também s&o afetados pela mudanca de temperatura (Feng et al., 2018). A

medida que a temperatura diminui, ha maior producdo de lipidios na membrana, tornando-a
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mais rigida, e quando a temperatura aumenta, a difusdo ocorre a uma taxa aumentada (Tortora

et al. 2012), devido a maior fluidez.

Tabela 3. Capacidade de crescimento em diferentes temperaturas das leveduras isoladas da

cana-de-acgucar

Temperaturas Leveduras

A B C D E F G
4°C : : . : : : .
15°C + + + + + + +
20°C + + + + + + +
25°C + + + + + + +
30°C + + + + + + +
37°C + + +/- + +/- +/- -
40°C - + + - -

(+) crescimento satisfatorio, (+/-) pouco crescimento, (-) nenhum crescimento

(D

Figura 3. Capacidade de crescimento das leveduras isoladas da cana-de-aglcar em diferentes
temperaturas. (A) Temperatura de 4°C. (B) Temperatura de 15°C. (C) Temperatura de 20°C. (D)
Temperatura de 25°C. (E) Temperatura de 30°C. (F) Temperatura de 37°C. (G) Temperatura de 40°C.

Considerando processos industriais envolvendo leveduras, a temperatura é uma variavel

que influencia diretamente o processo fermentativo (Feng et al., 2018). Leveduras que
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apresentam capacidade de crescimento em temperaturas mais elevadas sédo importantes para as
industrias, pois durante o processo de fermentacdo as leveduras produzem energia levando ao
aumento da temperatura no sistema. Segundo De-Barros et al. (2023), linhagens de
Saccharomyces cerevisae que crescem a uma temperatura de 40°C sdo importantes em
processos fermentativos que sdo conduzidos por um curto periodo (até 24h), pois a temperatura

controlada de 28-32°C pode alcancar temperaturas superiores como 38°C.

3.3 Assimilacgéo das fontes de carbono

Apenas na fonte de carbono frutose as leveduras cresceram satisfatoriamente (Tabela
4, Figura 4). Nas fontes de carbono sacarose, lactose e xilose, embora todas as leveduras tenham
crescido, as leveduras C, E e F apresentaram um crescimento baixo. Na fonte de carbono
maltose as leveduras A, B, D e G cresceram, no entanto, apenas em B e G foi satisfatorio, e
nenhum crescimento ocorreu para as leveduras C, E e F. As leveduras A, B, D e G cresceram
satisfatoriamente na fonte de carbono galactose e, por outro lado, nenhum crescimento foi

observado para as leveduras C, E e F (Tabela 4, Figura 4)

Tabela 4. Capacidade de crescimento em diferentes fontes de carbono das leveduras isoladas
da cana-de-agucar

Aclicares Leveduras
A B C D E F G
Frutose + + + + + + +
Sacarose + +/- + +/- +/- +
Maltose +/- + - +/- - - +
Galactose + + - + - - +
Lactose + +/- + +/- +/- +
Xilose + +/- + +/- +/- +

(+) crescimento satisfatorio, (+/-) pouco crescimento (-) nenhum crescimento

As leveduras crescem em uma variedade de fontes de carbono, incluindo
monossacarideos e dissacarideos (Boulton & Quain, 2001; Galdieri et al., 2014), mas a glicose
é a fonte preferida de carbono e energia (Rolland et al., 2002). As leveduras também crescem
bem na presenca do monossacarideo frutose pois utilizam as mesmas proteinas carreadoras de
glicose presentes na membrana plasmatica para o transporte até o citosol (Galdieri et al., 2014).
Nem todas as leveduras foram capazes de crescer no meio com monossacarideo galactose e isso
tem sido observado em outros estudos (Nascimento, 2021). Este resultado € devido ao

catabolismo desse agucar pela célula envolver muitas reagdes metabdlicas em relagdo a outros
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substratos (Nascimento, 2021; Nascimento et al., 2019), como a glicose e a frutose. A xilose é
uma pentose, e pouco é conhecido sobre as espécies que fermentam tais acucares (Hahn-
Hargerdal et al., 2006). E o segundo monossacarideo mais abundante nos residuos vegetais,
presente na fracdo hemicelulésica, e encontrar uma levedura capaz de metabolizar esse agucar
tem uma grande importancia para a producdo de bioetanol (Mignoni & Alves-Janior, 2011;
Nascimento, 2021). Dentre as leveduras investigadas no presente trabalho, as leveduras A, B,
D e G cresceram bem na presenca de xilose, demonstrando que sdo bons espécimes para estudos

futuros.

Figura 4. Capacidade de crescimento das leveduras isoladas da cana-de-agUcar em diferentes fontes
de carbono. (A) Frutose. (B) Sacarose. (C) Maltose. (D) Galactose. (E) Lactose. (F) Xilose.

Os acUcares sacarose (genes invertase codificados SUC 1-5 e SUC 7), maltose (genes
codificados MAL 1-4 e MAL 6) e lactose sdo dissacarideos que podem ser convertidos em
glicose e frutose, os monossacarideos preferenciais pelas células (Nascimento et al., 2019). Na
presenca de sacarose e lactose houve um melhor crescimento das leveduras quando comparado
a fonte de carbono maltose. As leveduras B e G tiveram um crescimento satisfatorio em todas
as fontes de carbono utilizadas no presente trabalho, demonstrando que possuem grande
capacidade de produzir uma diversidade de enzimas. Leveduras que apresentam tais habilidades
tém despertado interesse na producdo de enzimas para aplicacdo em escala industrial (Alves-
Prado et al., 2010; Araujo, 2015; Segal-Kischinevzky et al., 2022).
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3.4 Producao de Sulfeto de Hidrogénio (H-2S)

Apo0s o periodo determinado de incubacdo das leveduras em agar LA, a producao de
sulfeto de hidrogénio foi observada pela variagdo da cor no perfil de pigmentagdo quando
comparado com o controle, em YPDA. Com base nessa comparacao foi possivel verificar que
as leveduras B e C apresentaram col6nias mais pigmentadas, indicando que dentre as leveduras
investigadas no presente estudo sdo as que mais produzem sulfeto de hidrogénio (Figura 5). A
levedura G apresentou uma pigmentacdo mais clara e as leveduras A, D, E e F ndo apresentou

formacao de sulfeto de hidrogénio (Figura 5).
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Figura 5. Crescimento das leveduras isoladas da cana-de-aclcar em agar LA e YPDA para a
observacdo de producdo de sulfeto de hidrogénio. (A) Levedura A. (B) Levedura B. (C) Levedura
C. (D) Levedura D. (E) Levedura E. (F) Levedura F. (G) Levedura G.

As leveduras superprodutoras de sulfeto de hidrogénio sdo indesejaveis para o
processo fermentativo, pois agregam odor e sabor desagradaveis as bebidas, semelhante a ovo
podre e esgoto, como relatado por alguns autores (Ribeiro & Horii, 1999; Ugliano et al., 2011).
O sulfeto de hidrogénio é altamente volatil e sabe-se que este pode originar compostos mais
estaveis, reduzindo ainda mais a qualidade do produto final (Pretorius, 2000). Segundo Neto e
Mendes-Ferreira (2005), a quantidade de sulfetos produzido durante a vinificacdo €
influenciada pela cepa de levedura e pela composi¢do do mosto. Na fermentagédo da cerveja, o
sulfeto de hidrogénio produzido pelas leveduras é removido durante a maturacdo. No entanto,
0 uso de cepas de leveduras que produzem menor capacidade de producdo de sulfeto de

hidrogénio favorece a reducao do tempo exigido no processo (Ribeiro & Horii, 1999).

3.5 Teste de resisténcia a etanol e 4cido acético

Os resultados demonstraram que a maioria das leveduras (85,7%) nédo cresceram na
presenca de acido acético, em nenhuma das concentracdes utilizadas, exceto a levedura C que
apresentou crescimento (2,5x107 cell/mL) e crescimento efetivo (1x107 cell/mL) similar na
presenca de 10, 15 e 20% de acido acético (Figura 6A, Figura 6C, APENDICE 1). Quando
observado o crescimento das leveduras na presenca de 10, 15 e 20% de etanol, apenas a levedura
B apresentou crescimento (8,6x10° cell/mL) e crescimento efetivo (7,1x107 cell/mL) na
presenca de etanol & 20% (Figura 6B, Figura 6D, APENDICE 1).

O é&cido acético é uma substancia potencialmente tdxica para as leveduras que,
dependendo da concentracdo presente no meio, pode causar a morte da célula (Furlan, 2021).
Desta forma, estudos sobre a metabolizacdo do acido acético tornam-se necessarios devido a
sua acdo inibitdria nas leveduras causando reducéo na producéo de etanol durante a fermentacao
(Huang et al., 2011). Leveduras tolerantes ao acido acético sdo importantes para a producdo de
bioetanol, de primeira e segunda geracao, visto que o &cido acetico é um dos fatores de estresse
comumente presente, seja pela contaminacdo de bactérias fermentadoras ou pelo tratamento da

biomassa vegetal para a decomposi¢cdo de ligninas (Graves et al., 2006). Essa tolerancia é
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gerada por meio da interagdo de um conjunto de proteinas que protege a levedura dos efeitos

deletérios ocasionados por este composto dentro da célula (Furlan, 2021).
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Figura 6. Crescimento das leveduras isoladas da cana-de-aglcar em presenca de acido acético e
etanol. A. Crescimento de leveduras na presenga de 10, 15 e 20% de &cido acético. B. Crescimento
de leveduras na presenga de 10, 15 e 20% de etanol. C. Crescimento efetivo das leveduras na presenca
de 10, 15 e 20% de &cido acético. D. Crescimento efetivo das leveduras na presenca de 10, 15 e 20%
de etanol.

O etanol é outro fator de estresse quimico para os microrganismos devido a sua
toxicidade, em concentragdes relativamente baixas inibe a divisao celular, diminuindo o volume
celular e a taxa de crescimento, sob condicGes de elevadas concentracdes pode reduzir a
viabilidade celular e aumentar a morte (Birch & Walker, 2000). Os principais sitios para 0s
efeitos do etanol em leveduras sdo membranas celulares, algumas proteinas hidrofébicas e
hidrofilicas e o reticulo endoplasmatico (Walker, 1998). A membrana plasmatica parece ser 0
primeiro alvo do etanol nas células, por outro lado a tolerancia ao etanol em leveduras tem sido

relacionada a sua capacidade de modificar a composicdo lipidica para responder ao efeito
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provocado por esta substancia (Pina et. al., 2004). Tais leveduras tolerantes sdo importantes

para as destilarias e producao de biocombustivel devido ao aumento da eficiéncia fermentativa.

5 CONCLUSAO

Foram isoladas e caracterizadas sete leveduras da cana-de-agucar. As leveduras
avaliadas apresentaram similaridades morfoldgicas quanto a elevagdo e cor branca, e diferencas
morfoldgicas quanto a forma, margens, superficie, didmetro e tamanho das colonias. Quanto ao
crescimento em diversas temperaturas, todas as leveduras cresceram as temperaturas de 15, 20
e 30°C. As leveduras A, B e D cresceram bem na temperatura de 37°C. Apenas as leveduras B
e D apresentaram crescimento a 40°C. Todas as leveduras cresceram quando inoculadas em
meio contendo frutose como fontes de carbono. As leveduras B e G cresceram bem usando
maltose como fonte de carbono. As leveduras A, B, D e G cresceram usando sacarose,
galactose, lactose e xilose como fontes de carbono. As leveduras A, D, E e F ndo apresentaram
formacdo de sulfetos de hidrogénio. Quando ao crescimento na presenca de 10, 15 e 20% de
acido acético, apenas a levedura C apresentou crescimento (2,5x107 cell/mL) e crescimento
efeito (1x107 cell/mL). Quanto observado o crescimento das leveduras na presenca de 10, 15 e
20% de etanol, apenas a levedura B, quando na presenca de etanol a 20%, apresentou
crescimento (8,6x107 cell/mL) e crescimento efetivo (7,1x107 cell/mL).
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APENDICE 1 - Crescimento, crescimento efetivo e tolerancia de leveduras isoladas da

cana-de-acucar.

concentracdes de 10, 15 e 20%.

Testes realizados na presenca de Acido acético e etanol nas

Crescimento em acido acético

Crescimento efetivo

Tolerancia
cell/mL
10% 15% 20% 10% 15% 20% 10% |15% | 20%
A| 1,6E+07 +1,0E+05 | 1,4E+07 +1,0E+02 | 1,6E+07 + 1,0E+01 | 1,1E+06 | -6,0E+05( 5,1E+05 - - -
B | 1,4E+07 = 1,0E+05 | 1,3E+07 + 1,5E+06 | 1,4E+07 +5,7E+05 | -7,2E+05 | -1,7E+06| -1,2E+06| - - -
C | 2,5E+07 + 1,0E+05 | 2,5E+07 + 7,3E+06 | 2,4E+07 + 5,1E+06 | 9,9E+06 | 1,0E+07 | 9,2E+06 + + +
D| 1,6E+07 £ 1,0E+05 | 1,6E+07 + 3,2E+06 | 1,6E+07 + 1,4E+06 | 1,3E+06 | 9,9E+05 | 1,1E+06 - - -
E | 1,5E+07 £ 1,0E+05 | 1,1E+07 + 4,0E+06 | 1,4E+07 + 8,7E+05 | -1,3E+05 | -3,7E+06] -1,4E+06 - - -
F|13E+07 £1,0E+05 | 1,2E+07 +6,2E+06 | 1,1E+07 + 4,6E+05 | -2,0E+06 | -2,6E+06| -3,9E+06 - - -
G| 1,8E+07 + 1,0E+05 | 1,7E+07 + 5,0E+06 | 1,5E+07 + 1,5E+06 | 3,2E+06 | 2,1E+06 | 1,6E+04 - - -
Crescimento em etanol Crescimento efetivo A
Tolerancia
cell/mL
10% 15% 20% 10% 15% 20% 10% |15% | 20%

A | 19E+07 + 1,0E+05 | 1,5E+07 +5,1E+04 | 1,5E+07 + 1,1E+06 | 3,9E+06 | 2,5E+05 | -1,5E+05| - - -
B | 1,4E+07 + 1,0E+05 | 1,3E+07 + 1,9E+06 | 8,6E+07 + 1,3E+08 | -7,2E+05 | -2,0E+06| 7,1E+07 | - - +
C | 1,3E+07 + 1,0E+05 | 8,2E+06 + 2,4E+06 | 9,3E+06 + 1,4E+06 | -2,2E+06 | -6,8E+06| -5,7E+06 - - -
D| 1,4E+07 £ 1,0E+05 | 4,6E+06 + 1,4E+06 | 8,2E+06 + 7,0E+05 | -7,9E+05 | -1,0E+07| -6,8E+06 - - -
E | 1,5E+07 £ 1,0E+05 | 1,2E+07+1,7E+06 | 1,2E+07 + 8,4E+05 | 4,4E+05 | -3,1E+06]| -3,1E+06 - - -
F | 1,4E+07 + 1,0E+05 | 1,1E+07+4,4E+05 | 4,9E+06 + 1,0E+02 | -9,0E+05 | -3,9E+06| -1,0E+07| - - -
G| 1,5E+07 + 1,0E+05 | 4,4E+05+ 1,0E+01 | 1,4E+07 £ 9,2E+05 | -6,8E+04 | -1,5E+07]| -5,6E+05

(A) RB002754 superior, (B) RB1754 superior, (C) RB992506 inferior, (D) RB863129 inferior, (E) RB1754 mferlor (F)
RB863129 superior, E (G) RB992506 superior.




