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Resumo

BN

A busca por fontes renovaveis de energia tem crescido devido a exaustédo
gradativa dos combustiveis fosseis e ao forte impacto ambiental causado pela queima
desses combustiveis. No Brasil, o bagaco da cana de acucar é o principal residuo
lignocelulésico, e vem sendo foco de pesquisas para o desenvolvimento do etanol de
segunda geracdo. O bagaco, fonte de celulose e hemicelulose que geram hexoses e
pentoses para 0s processos fermentativos, € uma matéria prima de baixo custo e de
ampla disponibilidade, ja que estd alocado nas destilarias. A levedura Saccharomyces
cerevisiae, utilizada em processos fermentativos, é capaz de fermentar hexoses como a
glicose, porém é incapaz de fermentar pentoses como a xilose. Assim, ha a
necessidade de novos estudos na busca por leveduras capazes de fermentar as
pentoses liberadas na hidrolise da fracdo hemicelulésica do bagaco de cana-de-acucar.
Esse trabalho teve como objetivo o isolamento e identificacdo das leveduras associadas
a madeira em decomposicdo, capazes de fermentar xilose, produzindo etanol. No
presente estudo foi isolado um total de 236 leveduras a partir de 100 amostras de
madeira em decomposicdo em dois ecossistemas brasileiros. Para o teste de
fermentacédo foi utilizada a metodologia que emprega a reacdo das enzimas peroxidase
e alcool oxidase para a dosagem do etanol produzido. A partir do total de 236 leveduras
isoladas, 28 isolados (12%), foram capazes de produzir etanol fermentando xilose. A
maioria dos isolados produtores de etanol foi de Cryptococcus laurentti, com nove
isolados, seguida por Meyerozyma guilliermondii (cinco isolados), Scheffersomyces
stipitis (quatro isolados), Asterotremella humicola (dois isolados), Cyberlindnera
saturnus (dois isolados), Candida tropicalis com dois isolados e Rhodotorula
mucilaginosa com apenas um isolado. Trés possiveis novas espécies foram
encontradas no presente estudo, duas das quais pertencentes ao clado Candida e uma
pertencente ao género Geotrichum. Os resultados deste trabalho mostram o potencial
biotecnolégico de micro-organismos isolados a partir de madeira em decomposicdo em
ecossistemas brasileiros e o0 isolamento de novas espécies representa uma

oportunidade Unica para o estudo taxonémico de leveduras.
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Abstract

The search for alternative energy sources has been increased due to the gradual
decrease of fossil fuels as well as the environmental impact caused by burning these
fuels. In Brazil, sugar cane bagasse represents the main lignocellulosic waste, which
has been the focus of research for the development of second generation ethanol.
Sugar cane bagasse represent a promising source of cellulose and hemicelluloses,
which consist of hexoses and pentoses that can be converted to ethanol by fermentation
processes. Also bagasses are raw materials widely available with low cost, and already
allocated in distilleries. The yeast Saccharomyces cerevisiae, used in fermentation
processes, is able to ferment hexoses such as glucose, but is unable to ferment
pentoses, such as xylose. According to above, new studies of yeasts able to ferment
pentoses released from the hydrolysis of the hemicellulose fraction of sugar cane
bagasse. The aim of the present study was the isolation, identification and
characterization of yeasts associated with rotting wood able to ferment xylose ethanol.
Two-hundred thirty-six yeasts isolates from 100 different rotting wood samples from two
Brazilian ecosystems were obtained. In fermentation assays the reactions of peroxidase
and alcohol oxidase here used to quantity ethanol. Of the 236 yeast isolates, 28 (12%)
were able to produce ethanol by fermenting xylose. Among them, most ethanol
producers were Cryptococcus laurentti (9 isolates), followed by Meyerozyma
guilliermondii (5 isolates), Scheffersomyces stipitis (4 isolates), Asterotremella humicola
(2 isolates), Cyberlindnera saturnus (2 isolates), Candida tropicalis (2 isolates) and
Rhodotorula mucilaginosa (1 isolate). Two possible new species were found in this
study, identified as Candida and Geotrichum. The results of this study indicate the
importance of the biotechnological potential from Brazilian ecosystems of yeasts to be

use in applications such as the production of bioethanol from lignocellulosic biomass.



1. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O setor industrial e o de transporte dependem de energias fésseis como
derivados do petréleo, carvao e gas. Porém, essas fontes de energia sdo finitas, e
estudos mostram que irdo acabar em poucas décadas (Ortiz, 2010). Esses
combustiveis sdo responsaveis pela emissdo de COz e outros gases que contribuem
para o efeito estufa. Segundo Ricardo (Abramovay 2009), a utilizacdo do etanol em
substituicdo a gasolina reduz 90% da emissdo de gases do efeito estufa. Por esse
motivo, inUmeras pesquisas sobre combustiveis alternativos e fontes renovaveis e
sustentaveis de energia vém sendo desenvolvidas (Ortiz,2010).

O bioetanol € um combustivel obtido por meio da fermentacdo de acucares,
seguida da destilacdo, passando por um processo fisico-quimico até se transformar em
combustivel. Quando produzido a partir de residuos vegetais, ou seja, por fontes
lignocelulésicas, é chamado de bioetanol de segunda geracéo (Ortiz,2010). O bioetanol
€ uma boa alternativa devido ao seu valor competitivo bem como o curto prazo para sua
producéo (Mouro,2012).

No Brasil, o principal residuo lignocelulésico € a cana-de-acucar, uma fonte de
celulose e hemicelulose constituidas por acucares que podem ser utilizadas em
processos fermentativos e producao de etanol (Mouro,2012). Segundo Pandey e Soccol
(2000), o bagasso de cana de acucar € muito utilizada por ter pouca lignina, alta
concentracdo de carboidratos, por ser de facil utilizacdo e por ter um valor baixo na
colheita, transporte e armazenamento.

A lignocelulose € composta por celulose, hemicelulose e lignina. A celulose € o
mais abundante polimero do planeta e também a maior constituinte das plantas, sendo
um polimero linear de glicose conectado por ligacbes [B-1,4-glicosidicas. O segundo
maior componente da biomassa lignocelulésica € a hemicelulose, um polimero
heterogénico de pentoses como Xxilose e arabinose e hexoses como manose e em
menor quantidade glicose e galactose. O terceiro maior polimero heterogénico da

lignocelulose é a lignina composta por trés alcoois aromaticos atuando como uma



barreira fisica por se ligar tanto a celulose quanto a hemicelulose (Anderson e Akin,
2008).

Para a producéo do bioetanol lignoceluldsico sdo necessarias trés etapas: o pré
tratamento, a hidrélise enzimética e a fermentacdo (Shen et al., 2011). O pré-tratamento
€ importante para quebrar a estrutura da biomassa, deixando a celulose e a
hemicelulose liberadas para que as enzimas possam converter carboidratos em
acucares permitindo assim a fermentacéo (Porzio et al., 2011). A hidrélise enzimética é
substrato especifica, ndo ocorrendo a formacéo de subprodutos, o que reduz a inibicdo
das seguintes etapas do processo, demonstrando melhores resultados para a posterior
fermentacdo . A proxima etapa do processo € a fermentacdo dos acucares liberados
(Sanchez e Cardona, 2008).

Para produzir etanol a partir da matéria lignocelulésica, é essencial ter uma
levedura capaz de fermentar hexoses e pentoses sob as condi¢cdes adversas do
ambiente industrial. A levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizada com sucesso na
industria de etanol no Brasil, € capaz de fermentar hexoses de maneira rapida e
eficientemente, exibe alta tolerancia ao etanol, e tolerancia a inibidores e ao baixo pH
encontrado nos tanques de fermentacdo. Entretanto, S. cerevisiae € incapaz de
fermentar celobiose e pentoses como a xilose, que estdo presentes em grandes

guantidades em hidrolisados da biomassa lignoceluldsica (Stambuket al., 2008).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O mundo e a energia

A desenvolvimento industrial e o social do século dos Ultimos tempos levou a
necessidade de utilizacdo de uma nova fonte de energia mais viavel e em concordancia
com as definicdes da época, sendo a petroquimica a mais desenvolvida e utilizada (Van
Maris et al, 2006). No entanto, com o passar do tempo, denotou-se que a citada fonte,
ou seja, 0 petréleo, era mais um poluente para a atmosfera sendo ainda uma fonte nao
renovavel, visto que sdo necessarios milhdes de anos para a sua formacao.
Recentemente ficou constatado que a descoberta e a producdo de novas jazidas
seriam inferiores a demanda do consumo, principalmente porque as economias globais
desenvolvem-se rapidamente. Com isso, houve uma alta do pre¢o do produto (Van
Maris, 2006).

Com a chegada do século XXI novos conceitos a respeito da atmosfera global
apareceram, nos quais se discute a respeito da poluicdo atmosférica, bem como a
necessidade de uma fonte de energia renovavel e, ainda, o aumento do preco do
petroleo além da dependéncia dos paises ndo produtores aos paises produtores. Tudo
isso levou a necessidade da busca de mais uma fonte de energia renovavel e menos
poluente. Assim, a producdo de alcool combustivel no Brasil e no mundo respondeu
prontamente as necessidades globais, ja que com os avangos tecnoldgicos nesse setor
obteve-se um combustivel além de ambientalmente correto, renovavel e competitivo

com a gasolina (Goldemberg, 2007).

2.2 O Brasil e o Etanol

Na década de 70, o mundo enfrentava a crise do petréleo e também a queda do
preco do acucar no mercado internacional. Este cenério levou o Brasil a desenvolver na

producdo da cana de acUcar ligada a fabricacdo de etanol, criando-se uma politica



publica especifica para o setor, sendo um dos seus pressupostos a mistura do alcool
anidro na gasolina (Valéria, 2007).

Em vista do grande percentual (90%) de importacdo do petréleo, criou-se um
programa para producdo de energia propria e renovavel, o bioetanol, com o nome de
Pro-Alcool (Programa Nacional do Alcool), tendo como prerrogativas facilidades como o
estabelecimento da mistura obrigatéria de etanol a gasolina, empréstimos a juros
baixos a produtores de cana para o plantio bem como para a constru¢cdo de novas
unidades (usinas) com garantias. Além disso, vantagens quanto ao preco do etanol em
relacdo a gasolina, distribuicdo do etanol produzido em todo o pais pela Petrobras e,
ainda, o estimulo do consumo do alcool por meio de propagandas. Tais providéncias
levaram ao aumento de 500% na producdo de etanol em menos de quatro anos (Leite
et al., 2007).

A continuidade da crise petrolifera avalizou a segunda etapa do programa, com a
fabricacdo de veiculos movidos a &lcool hidratado os quais teriam 0s impostos
reduzidos em relagdo aos veiculos movidos a gasolina, além do preco do alcool ser
aguém em relacdo ao da gasolina. No entanto o maior sucesso do Prd-Alcool veio na
década de 80, quando a producdo de etanol foi triplicada trazendo uma grande
economia de divisas para o pais, em vista da reducdo de importacéo de petrdleo (Leite
et al., 2007).

Contudo, fatores que estimulavam a producédo do etanol tal como a crise do
petroleo haviam passado e o preco do aclUcar no mercado internacional valorizou-se,
levando a uma queda na producdo de etanol e consequente falta do produto no
mercado, gerando sérios transtornos, ja que a producédo de veiculos a alcool estava em
plena atividade (Valéria, 2007).

Com a citada queda de producao do etanol, o Brasil ficou obrigado a importar o
mesmo para satisfazer o mercado interno, levando ainda a desativacdo do programa
Pro-Alcool, restando como heranca apenas a obrigatoriedade da mistura do etanol a
gasolina. Porém, o Estado achou por bem continuar a incentivar a producéo do alcool
bem como o estimulo a producao de veiculos “flex-fuel”, levando-se em consideracao a
competitividade do produto decorrente da facilidade da agropecuéaria brasileira

relativamente ao clima e a extensdo de terras, ligados a mado de obra barata e a



tecnologia e politicas publicas adequadas. A ideologia mundial também estimulou os
paises desenvolvidos a utilizacdo do etanol principalmente os Estados Unidos (Valéria,
2007).

2.3 Bioetanol

O etanol € uma fonte de energia menos poluente e renovavel, e por isso sua
producdo no cendrio mundial tornou-se interessante (Ferreira et al, 2011). A producao
mundial concentra-se mais no Brasil e nos Estados Unidos, responsaveis por 62% da
mesma. No Brasil a producdo é reduzida tendo como matéria-prima a sacarose da
cana-de-acgucar, e nos Estados Unidos o amido de milho (Kim et al, 2004).

O etanol é um excelente combustivel de motores. Comparado a gasolina
apresenta vantagens tais fatores positivos como o maior valor de octanagem, que
significa o uso mais eficiente nos motores de maior compressao, além de ser menos
inflamavel. Em contrapartida, é de se dizer que o valor de aquecimento é menor, 0 que
leva a apresentar um menor conteudo de energia (menos 33 % da gasolina)
(Goldemberg, 2008).

2.4 Etanol de primeira geracao

Caracteriza-se por etanol de primeira geragcdo, aquele produzido por aglcares
simples que s&o encontrados em vegetais (Raele, 2010). Apesar de ser mais obtido por
melaco da cana de acucar e do amido do milho, pode também ser obtido a partir de
outras culturas ricas em acguUcar tal como a beterraba e algumas frutas ou outras
culturas também ricas em amido como a mandioca, batata, trigo, cevada e outros
cereais (Naiketal, 2010).

A producédo de etanol usando unicamente o método de primeira geracéo esbarra

em problemas ambientais e produtivos na cadeia alimentar, jA que s&o culturas



potencialmente alimentares (Porzioetal, 2011). No Brasil, existe o receio de que as
plantacdes de cana de agucar expandam desordenadamente, em areas do Cerrado e
na Floresta Amazobnica. Caso a necessidade mundial aguecesse o mercado, tornaria
mais rentdvel aos agricultores o plantio da cana-de-agucar, em detrimento das
plantagbes de culturas alimentares, que consequentemente seriam economicamente
menos atrativas, o que culminaria na producdo de uma Unica cultura, causando grande
impacto ao solo, com risco de assoreamentos, além da contaminagcdo de recursos
hidricos (Rodrigues e Ortiz, 2006). Assim surgiu a necessidade de utilizacdo de matéria
prima ndo alimentar para a producdo do etanol, sendo esta matéria prima citada
encontrada na propria cana de acucar com a utilizacdo da biomassa lignocelulésica, ou
seja, o “bagaco da cana de acucar’. Tal produto recebe o nome de bioetanol de

segunda geracéo (Agbogbo e Coward-kelly, 2008).

2.5 Bioetanol de segunda geracgéo

O bioetanol de segunda geracao ou etanol lignoceluldsico é produzido por meio
da biomassa lignocelulésica. Ele pode ser obtido do bagaco da cana-de-acucar, da
palha do milho ou palha do trigo que sédo de baixo custo, entre outros residuos
(Agbogbo e Coward-kelly, 2008). Em particular, a procura maior € para o bagaco da
cana-de-acUcar devido a sua riqgueza em polissacarideos conversiveis em acucares
fermentaveis (Ferreira et al, 2011).

A lignocelulose € composta por celulose, hemicelulose e lignina. A celulose é o
mais abundante polimero do planeta e também a maior constituinte das plantas, sendo
um polimero linear de glicose conectado por ligacbes [B-1,4-glicosidicas. O segundo
maior componente da biomassa lignocelulésica € a hemicelulose, um polimero
heterogénio de pentoses como xilose e arabinose e hexoses como manose e em menor
guantidade glicose e galactose. O terceiro maior polimero heterogénio da lignocelulose
€ a lignina composta por trés alcoois aromaticos atuando como uma barreira fisica por

se ligar tanto a celulose quanto a hemicelulose (Anderson e Akin, 2008).



No processamento da lignocelulose para conversao a etanol, faz-se necessério o
pré-tratamento com métodos termoquimicos para que ocorra a quebra da estrutura da
biomassa. Assim, as enzimas que convertem carboidratos em aclUcares acessam a
celulose e a hemicelulose. A lignina é constituida por 10-20% da biomassa seca, sendo
um polimero aromatico contendo residuos fendlicos, uma fonte potencial de inibidores
da fermentacdo microbiana (Van Maris, 2006).

O bagaco da cana de acucar, herbaceos e madeira em geral, sdo formados por
40-55% da celulose, 25-50% da hemicelulose e 19-40% de lignina (Galbe e Zacchi,
2007). O bagaco da cana de agucar é a biomassa lignocelulésica mais abundante da
indUstria sucroalcooeira, 0 que favorece o Brasil na producdo do bioetanol de segunda

geracao ja que o pais € um grande produtor dessa matéria prima (Macedo, 2007).

2.6 Conversao da biomassa em etanol

A producdo de biocombustiveis baseada na hidrolise enzimatica a partir de
materiais lignoceluldsicos, consiste em quatro fases principais, pré-tratamento, hidrolise
enzimatica, fermentacéo e destilacdo (Tomas-Pejéetal, 2009).

A lignina protege a celulose e a hemicelulose sendo um composto insolivel em
agua e opticamente inativo, dificultando sua degradacao, e esta covalentemente ligada
a hemicelulose por ligacdes éster do acido feralico (Riano, 2010). Para a conversao de
lignocelulose em etanol € necesséaria a deslignificacdo para liberar a celulose e a
hemicelulose da lignina, a qual € feita por técnicas de pré-tratamento, que tornam a
celulose e a hemicelulose mais acessiveis as enzimas que convertem carboidratos em
acucares, dando sequéncia as proximos passos da fermentacdo das hexoses e
pentoses para produzir etanol (Porzio et al., 2011).

A ligacao glicosidica 3-1,4 torna a celulose cristalina e compacta organizada em
microfibrilas insoltveis, tornando dificil o acesso a glicose e causando resisténcia ao
ataque por fatores biolégicos. As regibes amorfas, ou seja, microfibrilas menos
ordenadas e sem estrutura cristalina, sdo menos resistentes a degradagao (Niga,

2011). J4 a hemicelulose, é constituida por uma espinha dorsal de cadeia de xilana com



ligacdes B-1,4, com varias ramificacbes de manose, arabinose, galactose, acido
glucurbnico e outros, variando o grau de ramificacdo e identidade dos acucares de
acordo com o tipo de planta. A hemicelulose se liga a lignina nas fibras de celulose
(Gray et al., 2006).

Ha uma grande dificuldade em encontrar um micro-organismo capaz de
fermentar os diferentes aclUcares presentes na biomassa lignocelulésica (Agbogbo e
Coward-kelly, 2008). A hidrélise da hemicelulose libera um pool de acucares (L-
arabinose, D-galactose, D-glicose, D-manose e D-xilose) (Ferreira et al, 2011) e, uma
vez que o acglcar presente em maior quantidade é a xilose, sua conversao € um passo
importante no uso de materiais lignocelulésicos (Ferreira et al, 2011).

No etanol de primeira geracdo, utiliza-se a levedura S. cerevisiae, porém, a
mesma € incapaz de fermentar pentoses que estdo presentes no hidrolisado
hemiceluldsico, sendo assim, estudos estédo dirigidos na procura por micro-organismos

capazes de fermentar pentoses (Ferreira et al, 2011).

2.7 Fermentacéao de D-xilose

A fermentacdo de D-xilose e outros acucares de cinco carbonos é exigida no uso
da hemicelulose para conversdo em etanol, no entanto, poucos micro-organismos
fermetam na presenca de xilose comparado com a glicose, tornando dificil a
fermentacéo (Wackett, 2008).

Para a producao de etanol de segunda geracdo comercialmente viavel, estudos
estdo sendo realizados no sentido da co-fermentacédo da glicose e da xilose, ja que as
mesmas constituem a maior parte dos acgUcares presentes nos hidrolisados da
biomassa (Gray et al., 2006). Todavia, a fermentacdo da mistura de hexoses e pentoses
€ ineficaz, uma vez que micro-organismos capazes de fermentar todos os acgUcares
com boa producéo de etanol € desconhecido (Ragauskasetal, 2006).

Duas vias da fermentacdo da xilose sdo conhecidas. A primeira via é a
oxiredutase, conservada entre determinadas espécies nativas de fungos e emprega

enzimas comuns e co-fatores redox para catalisar a conversao dos substratos. O limite



desta via esta no desequilibrio do co-fator, pois ha uma disparidade entre a quantidade
e a acessibilidade intracelular de NADPH e NADH para as enzimas da via da xilose.
Grande quantidade de xilitol € produzida devido a competicdo por NADH por outras
enzimas metabdlicas enddgenas. A segunda via € a isomerase, que ndo necessita de
co-fatores e consiste apenas na xilose isomerase, que converte diretamente xilose em

xilulose (Agbogbo e Coward-kelly, 2008).

Membrana

(cadeia
H,0
BT et HMAD@H NADP® NAD® NADH

Xilose €12 Xilose 1'lAD'J'EJ'].in:rl1"tb3'[illl.1]4:rl:l_l BIOMASSA

F

Xilose Redutase Xilitol Desidrogenase

O

Transporte

XILITOL

Figura 1: Esquema simplificado do metabolismo de xilose em leveduras (Cunha
et al., 2005)

O sistema de transporte da xilose para a entrada na célula da levedura é
compartilhada com a glicose, o que é um fator limitante, pois a glicose inibe o transporte
de xilose por inibicdo ndo competitiva no sistema de simporte de prétons, tornando a
taxa de consumo de glicose maior que a de xilose (Agbogbo e Coward-kelly, 2008).

Portanto, para a producado de etanol de segunda geracdo em escala industrial, é
necessario o isolamento de leveduras capazes de produzir xilanases e ou fermentar D-
xilose (Cadete et al, 2009) ja a levedura S. cerevisiae, levedura atualmente utilizada no

processo industrial de bioetanol de primeira geracao, € incapaz de fermentar celobiose
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e pentoses como a xilose, que estdao presentes em grandes quantidades em

hidrolisados da biomassa lignoceluldsica (Stambuk et al., 2008).

2.8 Biodiversidade de leveduras

Em biotecnologia, os principais micro-organismos sao as leveduras, sendo ainda
restrito o uso de linhagens nativas em nosso pais nos processos industriais. Ressalta-
se a importancia da correta identificacdo de uma espécie nos trabalhos ecolégicos,
aplicados e clinicos (Barbosa et al, 2009). Estimativas mostram que apenas 1% das
leveduras do ambiente foram descritas (Kurtzman e Fell, 2011). Com uma tecnologia
cada dia mais avancada e exploracdo de novos ambientes, a busca por novas espécies
e linhagens de levedura tem sido cada vez mais frequénte (Barbosa, 2010).

Em duas reservas da Floresta Amazonica no Brasil, Cadete e coloboradores
(2012) isolou 224 leveduras de madeira em decomposicdo cultivados em meios YNB-D-
xilose e YNB-xilana e encontrou sete possiveis novas espécies capazes de fermentar
D-xilose, mostrando a importancia do estudo da biodiversidade de leveduras voltado
para processos biotecnoldgicos.

As identificacbes das leveduras é baseada em caracteristicas morfologicas,
testes fisioldgicos e bioquimicos (Kurtzman, 2010). A distincdo das espécies pode ser
realizado por meio do sequenciamento de regides do DNA, considerando que isolados
da mesma espécie apresentam somente de zero a duas diferencas na sequéncia de
bases da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA e as sequéncias desta
regido de quase todas as espécies de leveduras estdo depositadas no banco de dados
do GenBank (Kurtzman et al., 2011). Em uma outra vertente, ha também a utilizacdo de
outras regides, sendo uma delas o espacador transcrito interno (ITS) do gene do rDNA.
O uso conjunto das duas sequéncias dos dominios acima citados funciona melhor para

a diferenciacao das espécies (Lopes, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Identificar leveduras fermentadoras de D-Xilose, associadas a madeira em
decomposicdo de ecossistemas brasileiros de Mata Atlantica e Floresta Amazonica,
visando o emprego destas leveduras em processo de producéo de etanol de segunda

geracao.

3.2. Objetivos Especificos

e Selecionar dentre os isolados assimiladores de D-xilose aqueles capazes de

fermentar D-xilose;

e Identificar e agrupar as leveduras fermentadoras de D-xilose, utilizando

ferramentas fisiolégicas e moleculares;

e Descrever novas espécies de leveduras fermetadoras de xilose a partir de

madeira em decomposicao;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Areas de Coleta

4.1.1 Centro de Pesquisa Cangucu — Tocantins

O Centro de Pesquisa Cangucu — CPC, est& localizado no municipio de Pium,
sudoeste do estado do Tocantins, a 220 Km de Palmas, entre duas importantes
Unidades de Conservacdo: o Parque Nacional do Araguaia e o Parque Estadual do
Cantdo. A area € caracterizada como regido ecotonal, por apresentar peculiaridades de
cerrado e floresta amazonica. E uma regido de elevado interesse cientifico tecnoldgico,

econdmico e social (Disponivel em: http://www.site.uft.edu.br/propesag/pesquisa/centro-

de-pesquisa-canqucu.html). Nesta area foram coletadas 13 amostras de madeira em

decomposicéo, divididas em dois pontos de coleta: Trilha da Praia (cinco amostras) e

Trilha do Lago (oito amostras).

4.1.2 Distrito de Taquarucgu - Tocantins

O distrito de Taquarucgu, localizado no estado do Tocantins, regido serrana de
Palmas, é conhecida como a pela riqueza de sua vegetacao e clima ameno. O distrito
possui diversas cachoeiras e balnearios naturais, sendo considerado como um dos
principais atrativos turisticos do Tocantins (Disponivel em:

http://pt.wikipedia.org/wiki/Taguaru%C3%A7u_(Tocantins)). Essa regido faz parte da

area rural de Palmas e esta situado na Area de Protecdo Ambiental (APA) Serra do
Lajeado. Neste distrito foram coletadas 36 amostras, divididas em dois pontos de

coleta: butincal (18 amostras) e bela vista (18 amostras).


http://www.site.uft.edu.br/propesq/pesquisa/centro-de-pesquisa-cangucu.html
http://www.site.uft.edu.br/propesq/pesquisa/centro-de-pesquisa-cangucu.html
http://pt.wikipedia.org/wiki/Estado_(subdivisão)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tocantins
http://pt.wikipedia.org/wiki/Palmas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Taquaruçu_(Tocantins))
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4.1.3 Municipio de Mucajai — Roraima

O municipio de Mucajai localiza-se na por¢do centro-oeste de Roraima, a
aproximadamente 50 km da cidade de Boa Vista. Possui uma cobertura vegetal
caracteristica de floresta ombrofila densa e floresta de transicdo (Silva, 1997). O
municipio tem sua estrutura fundiaria baseada em minifundios situados na faixa de 60 a
100 hectares (Freitas, 2001). Neste municipio foram coletadas 51 amostras de madeira
em decomposigao.

4.2 Coleta e processamento das amostras

Cinquenta amostras de madeiras em decomposicédo foram coletadas em cada um
dos locais de amostragem. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos
esterelizados devidamente identificados e processadas em laboratorio num periodo de,

no maximo, 24h em relacéo a coleta.

4.2.1 Isolamento das leveduras

Para o isolamento das leveduras um grama de cada amostra de madeira em
decomposicdo foi adicionado a tubos Falcon contendo 20 mL do meio YNB-Xilana
(xilana 1%, Yeast Nitrogen Base 0,67%, cloranfenicol 0,02%), segundo Cadete et al.
(2012). Também foi adicionado um grama de cada amostra a tubos contendo 20 mL do
meio YNB-D-xilose (D-xilose 0,5%, Yeast Nitrogen Base 0,67%, cloranfenicol 0,02%)
(Cadete et al., 2012). Os frascos foram incubados em agitador horizontal (modelo New
BrunswickScientific CO. INC. series 25) a 150 rpm e 25°C por 3 a 15 dias. A partir dos
frascos que apresentaram crescimento positivo, caracterizado pela turvacdo do meio,

uma aliguota de 500 L foi transferida a tubos contendo 5 mL do mesmo meio utilizado
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anteriormente. Os tubos foram incubados sob as mesmas condicbes anteriores e
daqueles que apresentaram crescimento, uma al¢cada foi semeada em placas de Petri
contendo &gar extrato de malte e extrato de levedura (YM, glicose 1%, extrato de
levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%, peptona bacteriologica 0,5%, agar 2%),
acrescido de 0,02% de cloranfenicol. As placas foram incubadas a 25°C até a

observacéo do crescimento de colbnias.

4.2.2 Purificagdo e Manutengéo das Leveduras

A partir das placas que apresentaram crescimento de leveduras, uma coldnia de
cada morfotipo foi descrita quanto as caracteristicas macroscopicas, purificada em meio
agar YM e preservada em caldo GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato
de malte 1%, Na?PO* 0,2%) com 20% de glicerol e conservadas a -80° C. As leveduras
isoladas durante o estudo foram depositadas na Colecdo de Micro-organismos e
Células da UFMG.

4.2.3 Selecao das Leveduras Fermentadoras de D-xilose

Foi realizado um teste de triagem com as leveduras isoladas dos meios YNB-
xilana e YNB-D-xilose quanto a fermentacdo de D-xilose. Para tanto, meia alcada da
cultura pura e recente (24-48h de crescimento) da levedura cultivada em meio agar YM
foi diluida em agua destilada estéril. Uma aliquota de 100 uL dessa solugao foi
inoculada em tubos contendo 2 mL do meio YPX (D-xilose 2%, peptona 2%, extrato de
levedura 1%). O meio YPD (glicose 2%, peptona 2%, extrato de levedura 1%) foi
utilizado como controle positivo. Os tubos foram incubados em agitador horizontal
(modelo New BrunswickScientific CO. INC. séries 25) sob agitacdo a 150 rpm e 25°C.
Foram retiradas aliquotas de 100 ul de cada amostra no periodo de 24h, 48h e 72h. As

aliquotas foram centrifugadas a 13.800 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante foi
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transferido para outro microtubo e estocado a -20°C até a analise. O etanol produzido
foi quantificado utilizando as enzimas alcool oxidase (AOD, de Pichia pastoris, Sigma) e
peroxidase, (POD, Toyobo). O ensaio para detectar a producéo de etanol foi realizado
em microplacas de 96 pocos (fundo plano), contendo 10 yL da amostra e 200 pL do
reagente enzimatico contendo 0,5 U mi* de AOD, 4,0 U m de peroxidase, 14 mM de
4-aminoantipirina e 60 mM de fenol em tampéao 0,1 M fosfato de sédio pH 7,5, por poco
(Mouro, 2012). As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C. Apds este periodo foi
determinada a absorbéncia a 505 nm utilizando o leitor de placas (Tecaninfinite M
2000). A concentracdo de etanol em cada poco foi determinada pela correlacdo das
absorbancias das amostras com as absorbancias da curva padrédo, construida por
solugcbes de etanol contendo O, 1,2, 4, 5, 7, 8, e 10 gL' de etanol. Linhagens da
levedura de referéncia das espécies Scheffersomyces stipitis NRRL Y-7124,
fermentadoras de D-xilose (Kurtzmanet al., 2011a), foi utilizada como padr&o nos testes

de fermentacéo.

4.2.4 ldentificacdo das Leveduras

As leveduras que foram capazes de fermentar D-xilose foram agrupadas por analise
molecular, por meio de PCR (Reac&o em Cadeira da Polimerase) utilizando o iniciador
Ell (5- CTGGCTTGGTGTATG) para a realizacdo do agrupamento das leveduras em

perfis moleculares distintos.

4.2.5 Extragcao do DNA

Para a extracao do DNA total, os isolados foram crescidos em agar extrato de malte
e extrato de levedura (glicose 1%, extrato de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%,
peptona bacteriologica 0,5%, agar 2%) por 24 horas a 25°C. Apds o crescimento, as

colénias foram ressuspendidas em 100 pL de tampao de lise (Tris-HCI 0,05M, EDTA
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0,005M, NaCl 0,1M e SDS 1%) e incubadas em banho-maria a 65°C por 30 minutos.
Decorrida essa etapa do processo, foram adicionados 200 uL de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1) aos tubos e os mesmos foram homogeneizados por inversdo e
centrifugados a 14.800 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado com auxilio
de pipeta e transferido para outro tubo, ao qual foi adicionado v/v de isopropanol. Os
tubos foram deixados em repouso a temperatura ambiente durante 15 minutos para que
ocorresse a precipitacdo do DNA. Apés esse tempo, os tubos foram centrifugados a
13.200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado por inverséo, e ao pellet
formado foram acrescentados 200 uL de etanol 70%. Efetuou-se novamente uma
centrifugagéo a 13.200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado
por inversdo e os tubos foram incubados a temperatura ambiente overnight para total
evaporacao do etanol. Apds essa etapa, o DNA foi ressuspendido em 50 yL de tampéo
Tris EDTA 0,1M (TE) pH 8,0 e estocado a — 20 °C.

4.2.6 PCR com o iniciador EI1

Para o agrupamento das leveduras, os isolados foram submetidos a analise
molecular, por meio de PCR utilizando-se o iniciador EI1 (5- CTGGCTTGGTGTATG),
segundo de Barros Lopes e colaboradores (1996, 1998). Cada ensaio de PCR foi
realizado num volume final de 25 uL contendo: 1uL de DNA, 2,0 yL do iniciador EI1 10
pmol-1 (MWG Biotech), 2,5 pL de tampao de PCR 10X (Fermentas), 1,5 uL de MgCI2
1,5M (Fermentas), 1,0 uyL de DNTP 10 mM, 0,2 uL de Taq DNA Polimerase 1,25 U/uL
(Tag DNA Polymerase Fermentas), 1,0 yL de Betaina 5M (Sigma-Aldrich), 0,5uL de
DMSO (Sigma-Aldrich) e o volume final foi completado com &gua deionizada
esterelizadas. As reacfes de PCR foram realizadas utilizando-se o termociclador
Mastercycler (Eppendorf) sob as condicdes descritas por de Barros Lopes e
colaboradores (1996): desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, seguida por 33 ciclos
de desnaturacéo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 45°C por 2 minutos e extenséo a

74°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
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agarose 1,5% em tampédo TBE 0,5 X (54 g de tris base, 27,5 g de acido borico, 20 mL
de EDTA 0,5M, pH 8,0), durante aproximadamente 1 hora a 80 V. As amostras foram
coradas pela adicdo de GelRed (Biotium, USA) e os géis foram visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentagcéo de gel (VilberLourmat,
Franca).

4.2.7 Amplificac&o utilizando os iniciadores NL1 e NL4, ITS1 e ITS4

Das leveduras que apresentaram perfis moleculares distintos um isolado foi

selecionado para o sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do

RNA ribossomal, utilizando 0S iniciadores NL-1 (5"

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3") e NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3%)

(Lachanceet al., 1999). A reacao de PCR foi realizada em um volume final de 50 uL
contendo 5uL de tampao de PCR 10X (Fermentas, Lithuania), 2 yL de MgCl, 1,5M
(Fermentas), 2 yL de dNTP 10 mM , 1 uL dos iniciadores NL1 e NL4 a 10 pmol* (MWG
Biotech), 2 a 5 uL de DNA, 0,2 uL de Taq DNA Polimerase 1,25 U/uL (Fermentas), 2,0
ML de Betaina 5M (Sigma-Aldrich, USA), 1,0uL de DMSO (Sigma-Aldrich) e o volume
final foi completado com agua deionizada estéril. As reacdes de PCR foram realizadas
utilizando-se o termocicladorMastercycler (Eppendorf). O programa de ciclagem
consiste de uma desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 15
segundos de desnaturacdo a 94°C, 25 segundos de anelamento do iniciador a 54°C e
20 segundos de extensdo a 68°C, e uma extensao final por 10 minutos a 68°C.As
amostras que nao puderam ser devidamente identificadas utilizando-se somente a
amplificacdo com os iniciadores NL-1 e NL- 4 e as amostras de espécies novas, tiveram
a regido transcrita interna (ITS1-5.8S-ITS2) do gene do rRNA amplificada. Para isso
foram utilizados os iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e 1ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) conforme descrito por White e colaboradores. (1990). A
reacao de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 5uL de tampéo de
PCR 10X (Fermentas), 2 uL de MgCl2 1,5M (Fermentas), 2 uyL de dNTP 10 mM , 1 pL
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dos iniciadores ITS1 e ITS4 a 10 pmol-1 (MWG Biotech), 2 a 5 pL de DNA, 0,2 uL de
Tag DNA Polimerase 1,25 U/uL (Fermentas), 2,0 yL de Betaina 5M (Sigma-Aldrich,
USA), 1,0uL de DMSO (Sigma-Aldrich) e o volume final foi completado com agua
deionizada esterelizada. As reacdes de PCR foram realizadas utlizando-se o
termociclador Mastercycler (Eppendorf). O programa consistiu de uma desnaturagéo
inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94
°C, 1 minuto de anelamento a 55 °C e 1 minuto de extenséo a 72 °C, e uma extensao
final por 5 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1% em tampao TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de &acido borico, 20
mL de EDTA 0,5M, pH 8,0) durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. As amostras
foram coradas pela adicdo de GelRed (Biotium, USA) e os géis foram visualizados sob
luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacdo de gel
(VilberLourmat, Franca).

4.2.8 Purificacédo dos produtos de PCR e reacdo de sequenciamento

Para purificagcdo dos amplicons gerados pela reacdo de PCR foram adicionados aos
tubos 11,25 pL de EDTA 125 mM e 135 pL de etanol absoluto. A reagao foi deixada em
repouso a temperatura ambiente durante 15 minutos para que ocorresse a precipitacao
do DNA. Posteriormente os tubos foram centrifugados por 25 minutos a uma rotagcao de
13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e 120 pL de etanol 70% foram adicionados
para lavagem do sedimento. A mistura foi homogeneizada por inversdo. Posteriormente
foi realizada uma nova centrifugacéo a 13.000 rpm por 10 minutos e 0 sobrenadante foi
descartado novamente. Os tubos foram colocados por 20 minutos a 37°C para
evaporacao do restante do etanol. O DNA foi entdo ressuspendido em 10 pyL de agua
Milli-q. O produto obtido foi quantificado por espectrometria, utilizando NanoDrop ND
1000 (NanoDrop Technologies). As reacGes de sequenciamento foram realizadas
utilizando-se o Kit DYEnamicTM (Amersham Biosciences, USA) em combinacdo com o
sistema de sequenciamento automatizado MegaBACETM 1000, no Nucleo de Analise

de Genoma e Expresséao génica (NAGE) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG.
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4.2.9 Andlise das sequéncias

As sequéncias de DNA foram analisadas utilizando o programa BLASTn (Basic
Local AlignmentSerch Tool - versao 2.215 do BLAST 2.0) disponivel no portal NCBI
desenvolvido pelo National Center For Biothecnology (Altschul et al., 1997). As
sequéncias obtidas foram comparadas as sequéncias ja depositadas no GenBank, e as
sequéncias similares foram alinhadas usando o programa Molecular Evolutionary
Genetics Analysis- MEGA- 5.05 (Tamura et al., 2011). Isolados apresentando
similaridade na sequéncia analisada de 99% ou mais em relagéo a outro ja depositado
no GenBank foram considerados como pertencentes aquela espécie conhecida. Micro-
organismos que apresentaram sequéncias com similaridade menor ou igual a 98% na
regiao do DNA analisada foram designados com o termo “similar”, e podem representar
uma nova espécie. O poder discriminatorio das sequéncias da regido D1/D2 da
subunidade maior do gene do rRNA é considerado suficiente para descrever novas
espécies de leveduras, pois isolados da mesma espécie apresentam no maximo de
duas a trés bases ndao-contiguas diferentes em uma regido de cerca de 600
nucleotideos (Kurtzman et al., 2011). As sequéncias das espécies novas encontradas

foram depositadas no GenBank.



20

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de Leveduras

Um total de 236 isolados de leveduras a partir de 100 amostras de madeira em
decomposicéo, sendo 13 amostras coletadas no centro de pesquisa Cangucu na trilha
da praia e Trilha do Mato Verde e 36 amostras coletadas em Taguarucu, divididas em
Buritizal e Belas Vista, totalizando 49 amostras no estado de Tocantins. No estado de

Roraima no municipio de Mucajai foram coletadas 51 amostras.

Morais (2013) isolou 326 leveduras a partir de 100 amostras de madeira em
decomposicdo coletadas na RPPN — Parque do Caraca no estado de Minas Gerais e
RPPN Serra Bonita no estado da Bahia e utilizou dois diferentes meios de
enriquecimento em seu trabalho, YNB-xilana e YNB-D-xilose, 0s mesmos que neste

trabalho.

A diferenca entre os biomas coletados, sendo o trabalho de Morais ( 2013) um
bioma da Mata Atlantica e o presente trabalho no Cerrado, pode justificar a diferenca

entre a quantidade de leveduras isoladas nos trabalhos citados.

5.2 Teste de Fermentacéao

O teste de fermentacédo foi feito com todas as leveduras isoladas. Um total de
236 leveduras, vinte e oito, 11,8 % foram capazes de produzir etanol, utilizando como
Unica fonte de carbono a D-xilose. Todas as leveduras que produziram etanol, foram
isoladas no estado de Tocantins. A tabela 1 traz os resultados da identificacdo dos

isolados fermentadores com os valores de etanol produzidos em g/L.

Morais (2013) testou 326 leveduras isoladas a partir de madeira em

decomposicdo e 49 leveduras, 15% dos isolados, foram capazes de produzir etanol,
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utilizando YNB-xilana e YNB-D-xilose como meio de enriquecimento. Este autor utilizou
a metodologia que emprega a reacdo das enzimas peroxidase e alcool oxidase para a
dosagem de etanol produzido, a mesma metodologia utilizada no presente estudo. A
utilizacdo do mesmo método pode justificar a semelhanca nos resultados encontrados
nos dois estudos. Cadete (2012) testou 224 leveduras isoladas de madeira em
decomposicdo na regido da Floresta Amazonica, e trinta e trés (14,7%) foram capazes
de fermentar D-xilose. A metodologia utilizada foi a de tubos de Durhan, porém, Cadete
(2012) observou diferenga nos resultados de fermentagdo entre tubos de Durhan e
testes de fermentagcdo em escala de bancada, uma vez que utilizando a espécie
Spathaspora arborariae ndo houve producdo de gas no tubo de Duhan, porém esta
espécie apresentou maior rendimento em etanol nos testes de fermentacdo em escala
de bancada que Scheffersomyces shehatae, que apresentou fermentacdo completa do
tubo de Durhan, mostrando que os testes nos tubos de Duhan ndo sdo uma boa

metodologia para determinacdo de fermentacéao.

Tabela 1: Identificacdo de leveduras fermentadoras de D-xilose e producéo de etanol.

Espécie Cédigo Melhor Producé&o de etanol em
g/L
Cryptococcus laurentii 4ATAL 0,91 em 24h
Meyerozima guilliermondii 15TE1 0,96 em 72h
Céndida tropicalis 16TAL 1,50 em 72h
Meyerozima guilliermondii 16TEL 1,66 em 24h
Meyerozima guilliermondii 17TAL 0,98 em 72h

Céndida sp. 30TE1 0,95 em 72h




Candida sp.
Cryptococcus laurentii
Candida tropicalis
Geotrichum sp.
Meyerozima guilliermondii
Cryptococcus laurentii
Asterotremella humicola
Cryptococcus laurentii
Cryptococcus laurentii
Cryptococcus laurentii
Cryptococcus laurentii
Meyerozima guilliermondii
Cyberlindnera saturnus
Scheffersomyces stipitis
Scheffersomyces stipitis
Cyberlindnera saturnus
Scheffersomyces stipitis
Scheffersomyces stipitis
Rhodotorula mucilaginosa
Asterotremella humicola
Cryptococcus laurentii

Cryptococcus laurentii

31TE1

36TAL

38TA2

38TE1

39TAlL

39TE1

40TE1

41TA2

42TAL

42TA4

43TA1

44TAL

44TE2

45TE1

45TAl

45TE2

46TAL

47TA2

47TAL

48TA2

48TAl

49TAL

1,08 em 24h
0,88 em 72h
1,01 em 72h
1,30 em 72h
1,03 em 72h
1,31 em 24h
0,97 em 72h
0,97 em 24h
0,98 em 72h
0,95 em 48h
0,85 em 72h
0,95 em 24h
1,12 em 72h
4,69 em 72h
3,44 em 72h
0,93 em 48h
3,57 em 72h
2,20 em 72h
0,80 em 72h
0,95 em 24h
1,12 em 72h

1,44 em 48h
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5.3 Identificagcdo das leveduras fermentadoras de D-xilose

A partir das vinte e nove leveduras identificadas, foram encontradas trés
possiveis novas espécies, duas pertencentes ao género Candida e uma pertencente ao
género Geotrichum. Para as trés leveduras encontradas o depdsito das sequéncias ja
foi realizado no GenBank, mas a espécie ainda nao foi descrita formalmente. Na tabela
2, lista-se as leveduras identificadas e o numero de linhagens isoladas.

Dentre as espécies identificadas, a mais frequente neste trabalho foi
Cryptococcus laurentii totalizando nove isolados (27%). Cadete e colaboradores (2012)
também encontrou essa levedura em amostras de madeira em decomposi¢do na
Floresta Amazonica, utilizando o meio D-xilose. Santos (2010) obteve 76,3% dos seus
isolados em bagaco de cana de aguUcar, a espécie C. Laurentii, com atividade para a
enzima xilanase, importante na hidrélise da hemicelulose em acucares simples. Morais
(2013) também isolou Cr. Laurentii com atividade para a enzima xilanase de madeira
em decomposicdo em ecossistemas da Mata Atlantica. Segundo Kurtzman e
colaboradores (2011) a maioria das espécies de leveduras encontrada em meio D-
xilose e xilana ja foram associadas a ambientes terrestres tais como solo, flores, frutas,
madeira em decomposicdo e intestino de besouro. Como Cadete (2012), Morais (2013)
e o presente trabalho isolaram C. laurentii de madeira em decomposicdo, conclui-se

gue este substrato pode ser um habitat natural para esta espécie.

O segundo clado de isolados de levedura dominante no presente trabalho foi
Meyerozyma guilliermondii, com quatro isolados (13%). Cadete (2012) em seu trabalho,

isolou M. guilliermondii de madeira em decomposic¢ao na Floresta Amazonica.

Do mesmo modo, quatro isolados (13%), foram encontrados a levedura
Scheffersomyces stipitis. De todas as leveduras encontradas, S. stipitis foi a que teve a
melhor producéo de etanol a partir de D-xilose. Segundo Liu e colaboradores (2012) é
uma o6tima levedura para a producdo de bioetanol, ja que possui a capacidade de
catabolizar glicose, manose, galactose, ramnose, xilose, arabinose, celobiose, e até

mesmo alguns compostos de lignina, além de alta producéo de etanol, forte resisténcia
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a contaminacdes e desintoxicagdo dos inibidores derivados da biomassa. Porém, os
mecanismos metabdlicos desta levedura na produc¢éo de etanol sdo pouco conhecidos
e suas caracteristicas fisiologicas e genéticas ainda ndo sdo bem caracterizadas.
Morais (2013) das 326 leveduras isoladas obteve sete isolados (14,28%) de S. stipitis
capazes de fermentar D-xilose, com uma porcentagem semelhante a encontrada no
presente estudo. Segundo Nardi e colaboradores (2006) essa levedura foi originalmente
isolada de larva de insetos e esta intimamente relacionada com varias leveduras

endosimbiontes de besouros que habitam e degradam madeira em decomposicao.

A levedura Asterotremella humicola foi encontrada com dois isolados. Segundo
Liu (2011) esta espécie tem sido isolada do solo, plantas e cogumelos. Cadete (2012)
isolou, de um total de 224 leveduras, oito linhagens em meio YMB-D-xilose e dez
linhagens em meio YMB-xilana isoladas de madeira em decomposi¢do, maior niumero

de isolados comparado com o presente trabalho.

Somente um isolado da levedura Rhodotorula mucilaginosa foi encontrado.
Morais (2013) também encontrou um isolados desta levedura no parque do Caraca-MG,
0 mesmo valor do presente trabalho. Segundo Kurtzman e colaboradores (2011) essa

espécie é generalista e ja foi isolada de varios substratos.

Um isolada da levedura Cyberlindnera saturnus foi encontrado. Segundo
Kurtzman e colaboradores (2011) esta € relatada como uma espécie tipica de solo.
Porém, Morais (2013) e Cadete (2012) também isolaram esta levedura de madeira em
decomposicdo mostrando que este substrato também pode ser o habitat natural desta

levedura.

Apenas um isolado de Candida tropicalis foi encontrado no presente trabalho.
Esta espécie ja foi isolada de frutos, flores, solos, agua e espécimes clinicos (Lachance
et al. 2011). Rao e colaboradores (2008) isolaram essa espécie em frutas em
decomposicdo. Segundo Sanches e colabores (2008), C. tropicalis € uma o6tima
levedura produtora de xilitol a partir de D-xilose e a producdo de etanol a partir de D-

xilose.
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Tabela 2: Leveduras identificadas e o nimero de linhagens isoladas a partir de madeira
em decomposicao.

Espécie Numero de Isolados

Cryptococcus laurentii
Meyerozyma guilliermondii
Scheffersomyces stipitis
Asterotremella humicola
Cyberlindnera saturnus
Candida tropicalis
Rhodotorula mucilaginosa
Candida sp.

Candida sp.

Geotrichum sp.
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6. CONCLUSOES

A partir de 236 leveduras isoladas de madeira em decomposicao, 30 % foram
capazes de fermentar D-xilose produzindo etanol, no estado de Tocantins.
Com isso, conclui-se que este substrato é interessante para estudos
biotecnoldgicos na producéo de bioetanol de segunda geracao.

Das leveduras isoladas, a espécie que apresentou a melhor producdo de
etanol foi a Shefferomyces stipitis, encontrada no estado de Tocantins.

Do isolamento de trés possiveis novas espécies, vé-se a necessidade de
posteriores estudos para a producéo de bioetanol em grande escala.
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