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Resumo

A glicose € o agucar preferido pelas leveduras tanto no consumo quanto na fermentagdo, mas alguns bioprocessos utilizam matérias-primas
complexas e para ter eficiéncia e qualidade do produto, é importante a fermentagdo completa de todos os agucares disponiveis na matéria-
prima, pois uma fermentagao lenta e incompleta representa uma perda econdmica para a industria, tornando importante a prospeccao dos tipos
de carboidratos que cada levedura ¢ capaz de assimilar e fermentar. O objetivo desse trabalho foi avaliar o consumo e fermentagdo de diferentes
carboidratos por 26 (vinte e seis) leveduras do laboratorio de microbiologia da UNEMAT, Campus de Barra do Bugres, previamente isoladas
de: flores, frutos e tubérculos. Os testes realizados foram através do Auxanograma e Zimograma. O primeiro teste para avaliar a assimilagdo
de carboidratos com varias fontes de carbono (maltose, xilose, sacarose, etanol, metanol, lactose, glicerol, acido citrico, acido latico, amido,
lactose e Inositol) e nitrato como fonte de nitrogénio e o segundo testes para avaliar a capacidade de fermentacao de diversas fontes de
carbono (maltose, xilose, sacarose, lactose e glicose). Os estudos das fontes de carbono e nitrogénio no metabolismo das diferentes leveduras,
possibilitou uma sele¢do de cepas que sera disponibilizada para ser explorada em diversas linhas de pesquisas biotecnologicas.

Palavras chave: Leveduras. Microbiologia. Cepas. Consumo. Fermentagao.

Abstract

Glucose is the sugar preferred by yeasts both in consumption and in fermentation, but some bioprocesses use complex raw materials and in
order to have efficiency and quality of the product, it is important the complete fermentation of all the sugars available in the raw material,
because a fermentation slow and incomplete process represents an economic loss for the industry, making it important to explore the types
of carbohydrates that each yeast is capable of assimilating and fermenting. The objective of this work was to evaluate the consumption and
fermentation of different carbohydrates by 26 (twenty-six) yeasts from the microbiology laboratory of UNEMAT, Campus de Barra do Bugres,
previously isolated from: flowers, fruits and tubers. The tests carried out were through the Auxanogram and Zymogram. The first test to
evaluate the assimilation of carbohydrates with various carbon sources (maltose, xylose, sucrose, ethanol, methanol, lactose, glycerol, citric
acid, lactic acid, starch, lactose and Inositol) and nitrate as a source of nitrogen and the second tests to evaluate the fermentation capacity
of different carbon sources (maltose, xylose, sucrose, lactose and glucose). The studies of carbon and nitrogen sources in the metabolism of
different yeasts, allowed a selection of strains that will be made available to be explored in several lines of biotechnological research.

Keywords: Yeasts. Microbiology. Strains. Consumption. Fermentation.

1 Introducao ativas.
Podem ainda atuar na transformacdo de precursores
inodoros em agentes aromaticamente ativos e ainda participar

em sistemas de controle bioldgico e ser empregado como

O uso industrial de leveduras ainda estd em pleno

desenvolvimento e ¢ de suma importdncia aumentar a

disponibilidade desses microrganismos para os mais variados
fins. Leveduras, além de serem empregadas na producdo de
pao e na fermentagdo alcoodlica, t€m sido usadas em outros
processos igualmente importantes.

Podem ser empregadas na transformagdo da lactose
e metanol, na produgdo de proteina a partir de alcanos e
residuos de industrias de papel, na formacdo de glicerol ou
D-Glucitol, na producao de determinadas enzimas, como B-D-
galactosidase, 3-D-frutofuranosidase e lipase, de novas fontes
carbono, de compostos opticamente ativos, na sintese de
produtos naturais e na producao de moléculas biologicamente
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agente probidtico (SILVA et al., 2020), também tém se
destacado para a produ¢do de biocombustiveis, Oleos,
cervejas, vinhos, xilitol, paes, ragdo para animais, suplementos
probidticos entre outros (ABILHOA, 2018).

A utilizagdo das leveduras em diversos bioprocessos
resulta de sua facil prospec¢do e manipulagio, pois sdo seres
eucarioticos unicelulares de rapido crescimento em ampla
variedade de substratos, curto tempo para fermentagao,
capacidade de secretar proteinas para o meio extracelular e
baixo potencial patogénico (BARRIGA et al., 2011).

Todo leveduras

esse potencial das na produgdo
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biotecnologica industrial desperta ainda mais o interesse dos
pesquisadores no isolamento e bioprospecc¢do de novas cepas.
As leveduras podem ser obtidas de fontes naturais, partes
das plantas como flores, frutas e tubérculos, solo e qualquer
substrato organico (TORTORA et al., 2019). O isolamento
e caracterizagdo de microrganismos com potenciais para
desempenhar fungdes essenciais nos processos bioquimicos ¢
bastante especifico para aplicagdo que podem ser produzidas
em grande escala, via fermentagdo e consumo (CERQUEIRA
etal., 2022).

Leveduras s3o microrganismos de importancia em
laboratorios de pesquisa de microbiologia industrial,
justificando a necessidade de selegdoes e identificagdes
constantes para descoberta de novas cepas (SOUZA, et al.;
2021).

Para identificacdes destes, a nivel de género, a
caracterizacao bioquimica sao frequentemente utilizadas como
base principal, e apesar das técnicas moleculares avangadas,
os testes bioquimicos classicos continuam tendo um papel
fundamental na identificacdo e caracterizagdo de leveduras
(HAS et al., 2020), dentre os diversos testes utilizados o
Auxanograma e Zimograma, além de fornecer informagdes
que contribuem para identificagdo dos microrganismos,
caracteriza-os quanto a possibilidades de fermentagdo e
assimilagdo de varias fontes de carboidratos abrindo um
leque de possibilidades para diversos tipos de pesquisas em
laboratérios de institui¢oes.

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as
leveduras do laboratorio de microbiologia frente ao consumo
de nitrato como fonte de nitrogénio e consumo e fermentagao
de diversas fontes de carbono como forma de contribuir com
a identificacdo bioquimica dessas cepas para disponibiliza-las
aos pesquisados da instituigao.

2 Material e Métodos
2.1 Microrganismos

No estudo foram utilizadas 26 leveduras previamente
isoladas de flores, frutos e tubérculos e mantidas em Castellani
no laboratorio de microbiologia da Unemat Campus de Barra
do Bugres. A designacdo e fonte de isolamento consta no
Quadro 1.

Quadro 1 - Designacdo e fonte de isolamento das leveduras
utilizadas na pesquisa

Designacio Levedura Fonte de Isolamento

BBA. 05 Tubérculos (Batata

doce)
BB. 110, 124, 140 e 201 Flores
BB. 146, 151, 153, 156, 158, 160,
162, 163, 164, 166, 168, 170, 178,
Frutas

183, 185, 186, 187,190, 194, 195 ¢
204

Fonte: dados da pesquisa.
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2.2 Zimograma

O Zimograma ¢ o teste de fermentagdo de agucares. Para
sua execugao utilizou-se o meio caldo carboidrato vermelho de
fenol conforme descrito no Quadro 2 suplementado com 5%
de carboidratos: glicose, maltose, xilose, sacarose e lactose.
A cepa foi inoculada nos tubos de solug@o salina a 0.9%
até obter uma turvagdo igual a da escala 5 de MacFarland,
incorporado 1 mL dessa suspensao de levedura aos tubos com
meio e incubado por 3 dias a 25 °C.

Quadro 2 - Caldo carboidrato vermelho de fenol

Caldo Carboidrato Vermelho de Fenol
Peptona 20 gL
Cloreto de sodio 50gL!
Vermelho de fenol 0,025 g L-1
Carboidrato 5%

Fonte: dados da pesquisa.

2.3 Auxanograma

Auxanograma ¢ a assimilagdo de fontes de carbono e
nitrogénio. Nesse teste foram usados 2 meios YNB (Yeast
Nitrogen Base) meio basal sem fonte de carbono ¢ YCB
(Yeast Carbon Base) meio basal sem fonte de nitrogénio.

A eles foram acrescentados 2% de nitrato como fonte de
nitrogénio e como fonte de carbono 2% de: Maltose, xilose,
sacarose, etanol, metanol, lactose, glicerol, acido citrico, acido
latico, amido, lactose e Inositol. O meio de cultura foi vertido
em placas e na superficie do meio, inoculado através de estrias
as leveduras em teste e incubado a temperatura 30 °C durante
72 horas. Apos esse periodo foi observado o crescimento ou
nao das leveduras nas diferentes fontes de carbono.

3 Resultados e Discussao
3.1 Zimograma

Os testes de fermentagdo de carboidratos sao realizados
para verificar a habilidade de um micro-organismo em
fermentar um determinado carboidrato,
producgdo de gas que pode ser observada pela formagdo de
bolhas nos tubos de durham que sdo colocados invertidos nos
tubos de ensaio contendo o meio basal e o carboidrato.

Os produtos resultantes da quebra dos carboidratos sdo
acidos organicos (acido acético, acido latico, por exemplo)
e gases, como o hidrogénio e didxido de carbono (FORTES,
2008). Assim, na interpretagao dos resultados serd considerado
positivo em caso de presenga de bolhas nos tubos de durham
e negativo na auséncia das bolhas de ar (FADDIN, 2000).
Os resultados de experimento dos testes bioquimicos com as
26 cepas de leveduras estdo dispostos abaixo. As leveduras
foram organizadas de acordo com os resultados em comum
relacionados com o tipo de carboidratos que sdo capazes de

resultando na

fermentar.

No Quadro 3 estdo elencados os resultados das atividades
fermentativas de todas as leveduras em todas as fontes de
carbono analisadas nesta pesquisa: maltose, xilose, sacarose,
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lactose e glicose e agrupam leveduras com caracteristicas em
comum em relagdo a fermentagao.

Quadro 3 - Resultados das atividades fermentativa das leveduras
nas diversas fontes de carbono

Leveduras Fonte Carboidratos
Isolamento | M | X | S | Gl | L
BBA. 05 Batatadoce | + | + | + | + | +
BB. 160, 163, 166, Frutas + |+ |+ |+ |+
190 e 195
BB. 164, 178 ¢ 183 Frutas + |+ | + |+ -
BB. 140, 153, 156 Flores - + | + | + -
e 158
BB. 146 Frutas - + + + | +
BB. 151 Frutas - + - + -
BB. 110 Flores + - + | + | +
BB. 124 ¢ 194 Flores + - + | + -
BB. 162 Frutas + - - + -
BB. 168 Frutas - - + + +
BB. 170 ¢ 187 Frutas - - + | + -
BB. 204 Frutas + - + | + | +
BB. 185¢ 186 Frutas +|+ |- + |-
BB. 201 Flores - - - - -
M: maltose; X: xilose; S: sacarose, Gl: glicose, L: lactose

Fonte: dados da pesquisa.

De 26 leveduras analisadas neste trabalho, 27% (n= 8)
fermentaram todas as fontes de carboidratos ¢ 3,3% levedura
(n= 1) ndo apresentou atividade fermentativa (Quadro 3).

No Quadro 3 observa-se que a glicose 96% (n= 25) e a
sacarose 81% (n= 21) foram os carboidratos com maior
fermentagao pelas leveduras avaliadas. As leveduras utilizam
mais facilmente alguns agucares do que outros. Por isso,
possuem preferéncia pelos agucares mais simples, com a
fermentagdo destes ocorrendo na seguinte ordem: glicose,
frutose, sacarose, maltose ¢ maltotriose (PALMER, 2006), no
entanto a capacidade em fermentar estes agticares ¢ variavel
entre as diferentes linhagens celulares de leveduras (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010).
cepas de leveduras mostraram que algumas cepas tém

Estudos realizados com diferentes

maior capacidade fermentativa e que os estudos fisiologicos
realizados para uma cepa de levedura ndo podem ser atribuidos
a todas as cepas desta espécie (ALMEIDA, 2021)

A xilose foi o terceiro carboidrato com maior percentual de
positivos com 62% (n= 16) capazes de fermentar esse agucar
como fonte de carbono. A capacidade de fermentar pentoses
¢ importante devido & sua presenca em hemiceluloses, um
substrato com forte potencial para a produgdo de etanol de
segunda geragdo e/ou xilitol. Entretanto, o conhecimento
sobre espécies que fermentam pentoses ainda ¢ limitado.

As espécies Pachysolen
tannophilus e Scheffersomyces stipitis sao indicadas na

Scheffersomyces shehatae,

literatura, como as mais aptas a alcancar altos rendimentos de
etanol na fermentag@o alcodlica a partir de xilose com Yp/s em
torno de 0,38, 0,36 e 0,49 g g respectivamente (CHENG et
al., 2008; YU et al., 2015).

Ja na producdo de xilitol as leveduras mais descritas na
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literatura sdo: Debaryomyces hansenii (LOPEZ-LINARES,
2018) C. guilliermondii (LOPEZ-LINARES et al., 2018;
HERNANDEZ-PEREZ, 2016, WEST, 2021) Candida tenuis
(VERAS, 2017), Starmerella meliponinorum (SILVA, 2020),
Candida boidinii (BEDO et al., 2021; SANTANA et al.,
2018), Candida tropicalis (KUMAR et al., 2018) e Candida
magnolia  (WANNAWILAIL;  SIRISANSANEEYAKUL,
2015). Dentre estas, o alto desempenho obtido pela cepa
Candida guilliermondii, uma das leveduras mais estudadas
para a producdo desse polidlcool, pode atingir um rendimento
(Y p/s) de até 0,67 g g, com produtividade (Qp) de 0,49 g L™
h' (LOPEZ-LINARES, 2018).

Dezesseis leveduras 62% fermentaram a maltose. Essas
leveduras ap6s passar por identificacdo ¢ por um processo
de verificagdo no que diz respeito a seguranga acerca de sua
aplicagdo em alimentos e bebidas, poderiam ser explorada
em pesquisas de propriedades de interesse para produgdo
de cerveja, a utilizacdo de leveduras ndo convencionais
pode permitir a obten¢@o de caracteristicas organolépticas
diferenciadas no produto final e que com a grande expansdo
desse setor, aumenta-se cada vez mais a demanda por produtos
inovadores e de qualidade superior.

Em S. cerevisiae, a permeasse responsavel por esse
transporte atua a partir de um co-transporte de protons (H+)
a partir de um gradiente eletroquimico de protons através da
membrana plasmatica; quando esse gradiente cessa, o sistema
de transporte deixa de funcionar, independentemente da
concentragao do carboidrato dentro e fora da cé€lula.

Apds o transporte desse carboidrato para dentro da célula,
sob a acdo de uma a-glicosidase, a maltose ¢ hidrolisada
em duas e trés moléculas de glicose, respectivamente, que
serdo destinadas a via glicolitica para serem fermentadas
ou respiradas pela célula (RAUTIO; LONDESBOROUGH,
2003; ZASTROW et al., 2000, 2001).

A lactose foi fermentada por apenas 38% (n= 10) das
leveduras. Leveduras que fermentam lactose podem ser
exploradas em pesquisa com produgdo de alcool e aguardante
a partir do permeado do soro de queijo (BARBOSA, 2010),
producdo de enzimas lactase também conhecida como
B-galactosidase (PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010)
a partir do soro de leite ¢ biorremediagdo em poluicdo de
laticinios (MURARI et al., 2013).

Dentre esses micro-organismos, o que tem apresentado
maior destaque na fermentacdo da lactose, ¢ a levedura do
género Kluyveromyces ssp, devido as suas caracteristicas
fisiologicas e a sintese de bioprodutos como a producdo de
enzimas hidroliticas, biomassa para industria alimenticia,
ribonucleotideos,  oligossacarideos,  oligopeptideos e
sua eficiéncia na producdo de proteinas heterologicas,
componentes aromaticos e etanol (HUSAIN, 2010).

E por fim, alevedura BB. 201 que ndo apresentou atividade
fermentativa em nenhuma fonte de carboidrato. Algumas
espécies conseguem consumir (assimilar) a fonte de carbono,
porém, ndo consegue fermenta-la. Dessa forma, ¢ importante
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avaliar a capacidade de uma levedura em assimilar um agucar
e sua capacidade de fermentar o mesmo agucar (MADIGAN
etal., 2016).

Fazendo uma correlagdo dos resultados de zimograma com
o auxanograma destas leveduras € possivel observar no Quadro
4 de resultados de assimilag@o de nitrato e diversas fontes de
carbono, que esta cepa ndo consumiu apenas o metanol ¢ o
citrato como fonte de carbono com resultados positivos para
os demais compostos. De acordo com Kurtzman et al. (2011)
dos 96 géneros de leveduras descritos, 44 ndo apresentam
atividade fermentativa e destes, oito géneros assimilam nitrato
como fonte de nitrogénio e somente o género Pseudozyma
possui espécies com os mesmos resultados apresentado pela
levedura BB.201 no zimograma e auxanograma.

3.2 Auxanograma

Auxanograma ¢ um teste que avalia a capacidade da

levedura de crescer em uma unica fonte de carbono ou
nitrogénio. A eficiéncia do processo de consumo das fontes de
agucares esta diretamente relacionada com fonte de carbono e
com o metabolismo especifico de cada espécie.

O carbono ¢ um elemento que fornece uma fonte de
energia e atua como constituinte na formagdo da massa
celular microbiana. Ja o nitrogénio ¢ um elemento importante
para a constituicdo de proteinas, acidos nucleicos, enzimas
e aminoacidos, que sdo necessarios para 0os processos de
crescimento ¢ para o metabolismo microbiano (NOVIADI;
ZAIRIFUL; CANDRA, 2018).

O Quadro 4 apresenta os resustados encontrados pra
consumo de citrato, glicose, maltose, xilose, sacarose, lactose
etanol, metanol, glicerol, Acido citrico, Acido latico, Amido,
Inositol e nitrato como fonte de carbono por leveduras e
agrupam leveduras com caracteristicas em comum em relagao

ao consumo.

Quadro 4 - Resultados das atividades fermentativa das leveduras nas diversas fontes de carbono

Leveduras | Cit | GI | M | X S L | Eta [ Met | Gli | Ac | Al | Am | I | Nit
Leveduras nitrato + consumidoras de todas as fontes de carbono com exceg@o ou nao do citrato
BBA 05 + + + + + + + + + + + + + +
BB. 204 - + + + + + + + + + + + + +
Leveduras nitrato — consumidoras de todas as fontes de carbono com exce¢do ou ndo do citrato
BB.124 + + + + + + + + + +F +F +F + -
BB.158, 164 | - + + + + + + + + + + + + -
138]33:, ! 165 é + + + + + + + + + + + + + -
BB.187 + + + + + + +F + + + + + + -
Leveduras nitrato + que ndo consomem metanol e/ou 4cido citrico e acido latico
BB.166 + + + + + + - +F + - - + + +
BB.170 + + + + + + + + + + - + + +
Leveduras nitrato - que ndo consomem etanol e/ ou metanol
BB.140 + + + + + + + - + + + + + -
BB.194 + + + + + + - +F + +F + + +F -
Leveduras nitrato e etanol -, acido citrico e/ou acido latico -
BB.19131 ¢ § + + + + + - + + - - + + -
BB. 153 + + + + + + - + + - - + + -
BB'I61§2 ¢ + + + + + + - + + + - + + -
BB 160 + + + + + + - + + - + + + -
Leveduras nitrato e amido -
BB.156 + + + + + + - +F + + - + -
BB.195 + + + + + + + + + - + -
Leveduras nitrato e acido latico -
BB.110 - + + + + + + + +F - + + -
BB.146e | | + + + + + + + +F - + + -
178

BB.185 + + + + + + + + - - + + -

Cit: citrato; Gl: glicose, M: maltose; X: xilose; S: sacarose, L: lactose, Et: etanol; Met: Metanol; Gli: glicerol; Ac: Acido acético; Al: Acido latico; Am:

Amido; I: inositol; Nit: Nitrato
Fonte: dados da pesquisa.

Das 26 cepas de leveduras estudadas 27% (n= 7)
ndo assimilaram nitrato como fonte de nitrogénio. Esses
resultados sdo coerentes com Cruz (2021) que afirma que
as leveduras tém preferéncia pelas fontes de nitrogénio
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glutamato, glutamina, asparagina e amonio, pois a levedura
utiliza, preferencialmente, substratos que proporcionam o
melhor desenvolvimento do seu metabolismo e essas fontes
promovem altos indices de crescimento.
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Somente cinco cepas foram capazes de utilizar nitrato
como fonte de nitrogénio: BB. 166, 170, 201, 204 ¢ BBA
05. De acordo com Kurtzmam (2011) dos 96 géneros de
leveduras existentes apenas 16 assimilam nitrato e 20 géneros
apresentam variacdo com espécies que assimilam e também
com aquelas que ndo sdo capazes de consumi-los.

No geral as leveduras apresentaram um padrao variado no
consumo de fontes de carbono. Das leveduras N + somente
a BBA 05 assimilou todos os carboidratos, enquanto que das
N — cinco assimilaram todos.

Glicose, maltose, xilose, sacarose, lactose, Inositol e
glicerol foram assimiladas por todas as leveduras. Cinco
leveduras ndo assimilaram citrato, seis ndo assimilaram
etanol, trés ndo assimilaram metanol, o acido citrico ndo foi
assimilado por cinco, o 4cido latico ndo foi aceito por quatro e
o amido rejeitado por apenas duas leveduras.

Segundo Madigan et al. (2016) os carboidratos sdo
considerados os nutrientes de maior importancia, sendo
que aglcares simples, tais como a glicose, frutose e manose
sdo assimilados pela maioria das leveduras ja conhecidas e
catalogadas. Ja carboidratos complexos como oligossacarideos,
polissacarideos, alcoois primarios, polidis, acidos organicos,
pentoses, tetroses, hidrocarbonetos e lipideos sdo utilizados
apenas por algumas espécies.

4 Conclusao

Nos testes do Zimograma verificou-se que apenas uma
levedura ndo apresentou atividade fermentativa em todas as
fontes de carbono. Como ja era esperado as demais leveduras
fermentaram os carboidratos na seguinte ordem de preferéncia
glicose (96%), sacarose (81%), xilose (62%), maltose (62%)
e lactose (38%).

Em relagdo ao consumo glicose, maltose, xilose, sacarose,
lactose, Inositol e glicerol foram assimiladas por todas as
leveduras. Cinco eveduras ndo assimilaram citrato, seis ndo
assimilaram etanol, trés ndo assimilaram metanol, o acido
citrico ndo foi assimilado por cinco, o acido latico nao
foi aceito por quatro e o amido rejeitado por apenas duas
leveduras.

Os estudos das fontes de carbono e nitrogénio no
metabolismo das diferentes leveduras, sdo importantes na
medida em que estes compostos apresentam uma complexidade
estrutural e sdo fontes utilizadas para um bom desempenho
metabolico. Além disso possibilitou uma seleg@o de cepas que
sera disponibilizada para ser explorada em diversas linhas de
pesquisa.

O presente trabalho contribuiu para melhor compreensao
sobre o comportamento de diferentes linhagens de leveduras,
reforgando como os perfis entre elas sdo diversos e podem
ser explorados para a producdo de diferentes produtos
biotecnoldgicos de interesse.
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