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Resumo

A metabolizacdo da celobiose € um dos fatores limitantes para o sucesso da producdo de
etanol de segunda geracdo. Porém, a levedura Saccharomyces cerevisiae, que, ainda hoje, € a
mais bem adaptada as condigdes industriais de fermentacdo alcoolica, é sabidamente incapaz
de utilizar esse dissacarideo. Considerando-se que, nas matas locais, assim como em qualquer
bioma similar, a biomassa lignocelulésica é decomposta com o auxilio de leveduras, que,
diferentemente de S. cerevisiae, conseguem utilizar a celobiose, esse trabalho objetivou o
isolamento e a caracterizacdo de leveduras da microbiota local, com vistas a selecdo de novas
linhagens capazes de metabolizar eficientemente essa fonte de carbono. Foram analisados 0s
perfis de crescimento celular e consumo de acucar de 15 linhagens de leveduras, isoladas na
Unidade de Conservacdo da Floresta Nacional de Chapec6, no campus da Universidade
Federal da Fronteira Sul, no Parque da Gruta Nossa Senhora de Guadalupe e no Parque
Palmital, todos na cidade de Chapeco. Dentre as cepas analisadas, 14 apresentaram
capacidade de metabolizar a celobiose, entretanto com velocidades distintas de consumo
desse aclcar. Também foram avaliadas as atividades intracelular e periplasmatica da enzima
celobiase em 5 linhagens. A atividade intracelular, em geral, mostrou-se superior. Os
resultados sugerem também que a glicose inibe a expressdo da celobiase. Assim sendo, as
linhagens isoladas apresentaram caracteristicas interessantes a industria do etanol. Novos
estudos podem agora estabelecer um paralelo entre a performance dessas leveduras em
condicBes industriais e a expressao heteréloga das suas celobiases em S. cerevisiae, visando
encontrar a aplicacdo mais eficiente.
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Introducao

O etanol combustivel tem recebido notavel atencdo no Brasil desde a década de 1970.
No inicio dos anos 70, muitos paises enfrentaram uma crise econdmica impulsionada pelos
altos precos nos barris de petroleo; crise, esta, que atingiu principalmente os paises
dependentes das importacdes de petroleo, dentre eles, o Brasil. Contudo, com um extenso
cultivo de cana-de-agUcar para a producdo de sacarose, 0 nosso pais foi privilegiado ao
explorar a produgéo de etanol como uma alternativa a gasolina. Para isso, na época, 0 governo
brasileiro criou o Programa Nacional do Alcool (Proalcool), com o objetivo de produzir
grandes quantidades de etanol a partir da cana-de-agucar e substituir a gasolina, utilizada
como combustivel em veiculos leves, pelo etanol (GOLDEMBERG, 2006, 2008). Com esse
estimulo do governo, a producdo de etanol chegou ao apice em 1986, quando menos de um
terco do total de carros fabricados no pais ainda utilizava gasolina como combustivel. Nos
anos seguintes, a producdo de etanol sofreu forte declinio, principalmente devido aos
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problemas apresentados pelos automdveis movidos a alcool e a estabilizacdo do preco do
petroleo (ZANIN et al., 2000). Entretanto, em 2003, a producdo de etanol foi novamente
estimulada com a crescente preocupacdo ambiental causada pelo uso de combustiveis fosseis
e o inicio da comercializagdo dos carros flex, os quais, de forma alternada ou conjunta, podem
utilizar etanol e/ou gasolina em seus motores (GOLDEMBERG, 2008).

O surgimento dos motores bicombustiveis (flex) fez com que a producédo de etanol
combustivel ganhasse novamente forca no Brasil. Segundo dados da “Carta da Associacdo
Nacional dos Fabricantes de Veiculos Automotores”, disponibilizada pela Associacao
Nacional dos Fabricantes de Veiculos Automotores — ANFAVEA (2013), no ano de 2013, a
parcela comercializada no Brasil de veiculos flex ficou em 88,5% do total de automoveis.
Desse modo, o Brasil ganhou destaque mundial na substituicdo da gasolina, combustivel
derivado do petrdleo, pelo etanol, combustivel renovavel e menos poluente. De acordo com
dados recentes do “Acompanhamento da safra brasileira: Cana-de-agucar”, disponibilizado
pela Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB (2014), a producdo brasileira de
etanol na safra 2013 foi de 23,64 bilhdes de litros, e € estimada em 27,17 bilhdes de litros para
2014, aumento que representa um volume adicional de 3,53 bilhdes de litros.

A producdo atual de etanol combustivel no pais tem como matéria-prima o caldo da
cana-de-acucar, um material fermentavel e que possui como principal componente o
dissacarideo sacarose. A estrutura da sacarose permite que esta fonte de carbono seja utilizada
prontamente pelo microrganismo do processo, a levedura Saccharomyces cerevisiae, sem a
necessidade, portanto, de hidrolise prévia do material (PEREIRA Jr.; COUTO; SANTA
ANNA, 2008). Dessa forma, o etanol produzido hoje no Brasil (chamado de etanol de
primeira geracdo) é resultado da fermentacao direta da sacarose pela levedura Saccharomyces
cerevisiae.

Como consequéncia da grande producéo brasileira de etanol de primeira geragéo, tem-
se a crescente producdo de residuos do setor. Aproximadamente 201 milhdes de toneladas de
residuos de cana-de-acUcar foram produzidos no pais no ano de 2009, segundo dados do
Plano Nacional de Residuos Solidos — (2011). Grande parte desses residuos de cana
produzidos anualmente, cerca de 85%, é queimada para producdo de energia na propria usina
(STAMBUK et al., 2008). Entretanto, o bagaco e a palha da cana-de-agucar sdo constituidos
de carboidratos fermentaveis que também podem ser utilizados para a producdo de etanol,
neste caso, chamado de etanol de segunda geracdo ou etanol 2G (PESSOA Jr. et al., 2005). O
Brasil pode ser muito favorecido no desenvolvimento dessa tecnologia, uma vez que a
producdo pode ser anexada as unidades produtoras de etanol de primeira geracdo, que sdo as
préprias geradoras do bagaco e da palha de cana-de-agucar, proporcionando, dessa forma,
menos investimento em infraestrutura, energia e logistica. Além disso, o etanol de segunda
geracdo pode aumentar a producdo do combustivel sem aumentar a area de cana-de-acucar
plantada — vantagem econémica e também ambiental (SOCCOL et al., 2010).

Através da utilizacdo da biomassa proveniente da cana-de-agucar pode-se alcancar
uma producdo bastante alta de etanol de segunda geracdo. Se considerarmos uma eficiéncia na
fermentacdo dos carboidratos presentes nessa biomassa de 90%, o bagaco e a palha podem
aumentar em mais de 50% a producdo de etanol por tonelada de cana-de-aclcar plantada
(ZANIN et al., 2000; STAMBUK et al., 2008). Além disso, o bagaco e a palha da cana-de-
acucar sdo renovaveis, abundantes, ndo demandam de terra separada para producdo, ndo
necessitam de maior utilizacdo de agua e ndo competem com a industria de alimentos
(SARKAR et al.,, 2012). No entanto, mesmo com grandes vantagens provenientes da
utilizacdo dos residuos da cana-de-acUcar para a producdo de etanol, a viabilidade industrial
desse processo € afetada por custos com operacdo e condi¢cbes de processamento
(MACRELLI; GALBE; WALLBERG, 2014). Algumas empresas brasileiras de combustivel,



como a Petrobras, a Raizen e a GranBio, tém trabalhado na busca pela viabilidade, e divulgam
que estdo bastante préximas da produgdo industrial do etanol de segunda geracdo. Em
contrapartida, para o alcance de uma eficiéncia cada vez maior na producao, faz-se necessaria
a ampliacdo do nimero de pesquisas que contribuam para a otimizacdo desse processo, de
forma a torna-lo mais viavel do que a queima da biomassa para a geracdo de calor ou energia
elétrica.

O etanol de segunda geracéo é dependente, portanto, da fermentagédo dos carboidratos
presentes na biomassa lignocelulésica. Essa matéria-prima é formada por polissacarideos de
celulose e hemicelulose, que estdo associados a uma estrutura macromolecular, a lignina
(PEREIRA Jr.; COUTO; SANTA ANNA, 2008). A lignina ¢ um polimero de natureza
hidrofébica e muito complexo, que, através de suas fortes ligagdes quimicas com a celulose e
a hemicelulose, desempenha um papel de protecdo na estrutura da biomassa contra o ataque
de microrganismos. A hemicelulose e a celulose sdo polissacarideos: o primeiro, um polimero
heterogéneo e muito ramificado, é formado por pentoses (xilose e arabinose) e por hexoses
(manose, glicose e galactose), e o0 segundo, a celulose, o principal constituinte da parede
celular vegetal, € um polimero linear formado por monémeros de glicose, unidas por ligacdes
glicosidicas B-1,4, que formam cadeias poliméricas longas que podem chegar a 12.000
unidades de glicose (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005; SARKAR et al., 2012). Na
celulose, a quebra das suas cadeias longas resulta em cadeias curtas, conhecidas como
celodextrinas, que sdo denominadas de acordo com o numero de glicoses que as compde:
celobiose (duas glicoses), celotriose (trés glicoses), celotetrose (quatro glicoses), celopentose
(cinco glicoses) (ZHANG; DONALDSON; MA, 2012). Cada repeticdo das unidades de
glicose, na composicao da celulose, € estruturada por rotacdo de 180° para com as moléculas
vizinhas, sendo a sua estrutura basica repetitiva a celobiose (ZHANG; LYND, 2004).

Para que esses carboidratos presentes na biomassa lignoceluldsica estejam acessiveis a
fermentacdo, sdo necessarios dois processos, que juntos compreendem a chamada
sacarificacdo. O primeiro consiste na desestruturacdo da lignocelulose e o segundo
compreende a hidrélise da celulose e da hemicelulose. Estas etapas podem ser realizadas
separadamente da fermentacdo ou através da sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SSF-
Simultaneous Saccharification and Fermentation). Uma das caracteristicas da SSF é que os
acucares liberados pela hidrélise sdo simultaneamente consumidos, integrando 0s processos
em um unico reator, diminuindo a probabilidade de contaminac&o por outros microrganismos
e, também, os custos do processo (GALBE; ZACCHI, 2002; OLOFSSON; BERTILSSON;
LIDEN, 2008; KOPPRAM; OLSSON, 2014). No entanto, a SSF apresenta também uma
desvantagem: alguns subprodutos gerados com a degradacdo da lignina podem ser inibidores
para a fermentacdo subsequente, dificultando a utilizacdo, pelas leveduras, dos acglcares
provenientes do processo de hidrolise (LI; WENG; CHAPPLE, 2008).

As reacdes quimicas que envolvem a hidrolise da celulose e da hemicelulose podem
ser realizadas com metodos quimicos ou atraves de enzimas como catalisadores. Os métodos
quimicos normalmente envolvem a utilizacdo de acidos, o que tem demonstrado corrosdo dos
equipamentos do processo e a formacdo de produtos toxicos que podem inibir a fermentacao
posterior (STAMBUK et al., 2008). Devido a isso, 0 método enzimatico possui um potencial
de rendimento maior, apresentando a vantagem da especificidade enzimética e a reduzida
formacdo de produtos toxicos (GALBE; ZACCHI, 2002). Na hidrolise enzimética da
celulose, existe a agdo sinérgica de trés enzimas principais de um grupo maior denominado
celulase: as exoglucanases, que agem nas extremidades do polissacarideo celulose, liberando
glicose ou celobiose como produtos principais; as endoglucanases, que agem internamente na
celulose, liberando oligossacarideos de varios comprimentos; e as R-glicosidades (conhecidas
como celobiases), que agem nas celodextrinas e celobiose, liberando glicose (LYND et al.,



2002). Apds a hidrolise da celulose, as leveduras podem entdo fermentar a glicose gerada,
convertendo-a ao produto esperado: etanol.

As enzimas celulases (endoglucanases, exoglucanases e celobiases) atualmente
utilizadas na degradacéo da celulose sdo produzidas principalmente por fungos filamentosos
(CHI et al., 2009). Uma das enzimas mais importantes nesse processo é a celobiase (que
catalisa a hidrolise de uma molécula de celobiose em duas moléculas de glicose), de modo
que a taxa em que a celulose é convertida em glicose depende da atividade dessa enzima. 1sso
acontece porque a celobiose produzida durante a hidrolise enzimatica € inibitoria tanto para as
enzimas endoglucanases quanto para as exoglucanases, fato que acaba retardando o processo
de sacarificacdo, e, consequentemente, a fermentacdo dos carboidratos finais (DEKKER,
1986; CHI et al., 2009). No entanto, a producédo das celobiases pelos fungos filamentosos tem
se mostrado insuficiente para a quantidade de celobiose formada na hidrdlise da celulose, tal
que forma-se um acumulo desse dissacarideo no processo, 0 que, como Vvisto, influencia no
ritmo da sacarificacdo (CHI et al., 2009). Além disso, a atividade da enzima em questao
também pode ser inibida pelo produto de sua hidrolise, a glicose, outro fator determinante no
sistema da hidrélise celulolitica (SKORY; FREER; BOTHAST, 1996). Dessa forma, a
metabolizacdo eficiente da celobiose durante a producéo de etanol de segunda geracdo é um
dos fatores limitantes desse processo.

Evidentemente, para uma eficiente producdo de etanol a partir da biomassa
lignocelul6sica, sdo necessarias leveduras capazes de fermentar bem em condicdes industriais.
A levedura Saccharomyces cerevisiae, principal microrganismo utilizado na producdo de
etanol de primeira geracdo, possui singularidades que a tornaram a mais utilizada nesse tipo
de processo, conseguindo sobreviver e se adaptar as condi¢des adversas do meio fermentativo
industrial, tais como elevados niveis de etanol, baixo pH e a pressdo osmotica devido a
elevada concentracdo de carboidrato — fatores que eliminam outros microrganismos
(LANDRY et al., 2006). Alem disso, essa levedura se destaca também por estar entre as
melhores fermentadoras de glicose, principal componente da biomassa lignocelul6sica, e por
fermentar mesmo estando na presenca de oxigénio, quando esta submetida a concentragdes
altas de glicose (MERICO et al., 2006). Devido a todas essas caracteristicas, S. cerevisiae
vem sendo escolhida também para a producdo de etanol de segunda geracdo. No entanto,
embora essa levedura seja capaz de fermentar eficientemente a glicose, a producao do etanol
de segunda geracao pode ser limitada pela metabolizacdo da celobiose, uma vez que as células
de S. cerevisiae sdo incapazes de hidrolisar esse dissacarideo (LEE et al., 2013).

Em contrapartida, diferentemente da Saccharomyces cerevisiae, existem leveduras que
sdo capazes de hidrolisar a celobiose. A primeira levedura isolada capaz de utilizar celobiose
e celodextrinas como fonte de carbono e produzir etanol foi Candida wickerhamii (FREER,
1993; MOURO, 2012). Em estudos realizados com essa levedura, as suas enzimas celobiase
apresentaram tolerancia a inibicéo pela glicose, o produto de sua hidrélise (SKORY; FREER,;
BOTHAST, 1996). Outras leveduras do grupo Candida (Candida molischiana e Candida
guilliermondii) também demonstraram a metabolizacdo de celodextrinas (FREER, 1993;
MOURO, 2012). Mais recentemente, a levedura Debaryomyces pseudopolymorphus foi
identificada como sendo uma produtora de celobiase e demonstrou resisténcia a alguns
compostos inibidores (BARBOSA et al., 2010). Em outro estudo recente, leveduras da
espécie Cryptococcus laurentii foram isoladas no bioma Cerrado e na regido da Amazonia e
produziram niveis de celobiase bastante significativos (SOUZA et al., 2013).

Embora leveduras como essas utilizem a celobiose como fonte de carbono e algumas
produzam etanol a partir desse acucar, as especialidades e a performance da levedura
Saccharomyces cerevisiae diante de processos industriais tornaram-na o alvo de muitos
trabalhos na area de etanol de segunda geracdo. Varios pesquisadores tém trabalhado com a



modificacdo genética dessa levedura — através da expressdo heterologa de genes envolvidos
na metabolizacdo da celobiose — e tém demonstrado que isso pode ser uma alternativa para a
viabilizacdo dessa producdo (BENOLIEL et al., 2010; HA et al., 2010; WILDE et al., 2012;
TANG et al., 2013; LEE et al., 2013). Entretanto, recentemente, um trabalho demonstrou que
a levedura Dekkera bruxellensis possui potencial para fermentar hidrolisados lignocelulésicos
e produzir etanol em niveis semelhantes ao de S. cerevisiae, além de se mostrar também
adaptada aos subprodutos inibitérios encontrados nesses hidrolisados (BLOMQVIST et al.,
2011). Em outra pesquisa, mais recente, foi verificado que D. bruxellensis é capaz de produzir
etanol a partir de celobiose e de fermentar esse dissacarideo mesmo em condicdes similares as
encontradas nos meios industriais. Essa caracteristica aponta, portanto, D. bruxellensis como
uma levedura com potencial para a producéo de etanol lignocelulésico (REIS et al., 2014).

Diante do avango nas pesquisas na area do etanol de segunda geracdo, da sua
importancia econémica e ambiental e das singularidades brasileiras em relacdo aos residuos
de cana-de-agucar, a producdo em grande escala desse combustivel representa um grande
potencial para o Brasil. No entanto, um dos fatores importantes para a eficiéncia desse
processo, como ja citado, € a taxa de conversdo da celulose, o polissacarideo presente em
maior quantidade na biomassa, em glicose, o acucar fermentescivel principal a ser convertido
em etanol. Uma vez que essa taxa € fortemente influenciada pela quantidade de celobiose no
meio — que se acumula devido a insuficiente quantidade de celobiases provenientes dos
fungos filamentosos — torna-se interessante que as enzimas celobiases estejam presentes
diretamente nas leveduras do processo fermentativo, tornando-as aptas a hidrolisar a
celobiose, o0 que poderia diminuir a quantidade desse dissacarideo no meio e,
consequentemente, manter um ritmo entre hidrdlise e fermentacdo. Além disso, é importante
gue essas enzimas celobiases, aléem de terem alta atividade, ndo sejam inibidas pela glicose, o
que também contribui na eficiéncia da hidrélise e fermentagcdo. Nesse contexto, o presente
trabalho se prop6s a isolar leveduras da microbiota brasileira, a partir de biomassa
lignocelulésica em decomposicdo, no intuito de descobrir novas espécies capazes de
metabolizar a celobiose e, também, avaliar a atividade das enzimas celobiases dessas
leveduras, analisando o efeito inibidor diante da glicose — importantes fatores na busca pela
otimizacdo da producdo de etanol de segunda geracéo.

Metodologia
Isolamento de leveduras e linhagens utilizadas

As leveduras foram isoladas a partir de amostras de matéria vegetal em decomposicao,
obtidas no Campus Chapec6 da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) e na Unidade
de Conservacdo da Floresta Nacional de Chapec6, conforme protocolo descrito por CADETE
et al. (2009). Restos de tecido vegetal caidos na serapilheira coletados no campo foram
transportados, até o laboratério, em sacos plasticos estereis, dentro de recipientes com
isolamento térmico. Um grama de cada amostra foi separado e inoculado em frasco
Erlenmeyer com 25 mL de meio de cultura liquido contendo 6,7 g.L™ de base nitrogenada, 0,2
g.L™t de cloranfenicol e 10 g.L de celobiose, xilose ou xilana (o periodo compreendido entre
a coleta e o0 inoculo ndo excedeu duas horas). Cada frasco foi incubado a 25°C por 3-10 dias
sob agitacdo constante de 160 rpm. Quando detectado crescimento celular, por turbidez, em
cada amostra, uma algada de células foi retirada deste meio liquido e estriada por esgotamento
em placas de Petri, contendo 6,7 g.L™ de base nitrogenada, 10 g.L™* de glicose e 20 g.L™* de
agar. As placas foram incubadas a 25°C, e as leveduras foram selecionadas com base na
morfologia das coldnias e na analise microscopica das células. Desses isolados, foram
analisadas as linhagens: FLONA-CE-3.2, FLONA-CE-3.6, FLONA-XA-2.2, FLONA-XA-
3.4, FLONA-XI-1.1, FLONA-XI-3.1, UFFS-CE-3.10, UFFS-XA-1.6, UFFS-XA-3.1 e UFFS-



XI-2.3. Além dessas leveduras, foram utilizadas também 5 linhagens (NSG-2.5.1a, NSG-
2.6.2a, NSG-2.10.1a, PALMITAL-4.1a e PALMITAL-5.3) que j& pertenciam a este grupo de
pesquisa e que foram isoladas a partir de amostras coletadas na Gruta Nossa Senhora de
Guadalupe e no Parque Palmital, ambos na cidade de Chapec6, no ano de 2011.

Determinagéo de crescimento celular e consumo de glicose e celobiose

Para a verificacdo dos perfis de crescimento celular e consumo de glicose e celobiose,
as leveduras isoladas foram, primeiramente, pré-cultivadas por 48 h em frascos Erlenmeyer
com 1/5 do volume de meio liquido rico, contendo 10 g.L™ de extrato de levedura, 20 g.L™ de
peptona e 20 g.L de glicose como fonte de carbono. Em seguida, as leveduras do pré-cultivo
foram inoculadas (1/100 do volume final) em novos frascos Erlenmeyer com meios liquidos
minimos contendo 6,7 g.L™* de base nitrogenada e 20 g.L de glicose ou celobiose como
fontes de carbono. Todos os meios tiveram o pH ajustado para 5,0. As culturas foram sempre
incubadas a 28°C sob agitacdo de 160 rpm.

Ao longo desses cultivos, em tempos pré-determinados, foram retiradas amostras de
cada meio de cultura para a determinacéo do crescimento celular e do consumo de agucares
(glicose ou celobiose) (conforme ALVES Jr., 2010). Enquanto uma aliquota de cada uma
dessas amostras foi utilizada para determinar a concentracdo celular através da medida da
densidade optica (DOs7onm) em espectrofotdmetro, outra foi centrifugada (5 minutos a 2191g)
para que seu sobrenadante fosse utilizado para a determinacdo da concentracdo de glicose e
celobiose no meio.

A glicose foi determinada através de um kit enzimatico comercial de acordo com as
instrucbes do fabricante (ANALISA). Para essa analise, 10,0 uL de cada amostra reagiram
com 1,0 mL do reagente de cor desse kit (composto pelas enzimas glicose oxidase e
peroxidase) sob incubacdo de 10 min a 37° C. Em seguida, a quinonimina (produto de cor
avermelhada) produzida na reacdo foi estimada a 490 nm, permitindo a determinacdo da
concentracdo de glicose em cada amostra através da correlagdo com a absorbancia
apresentada pela solucdo padrdo (1,0 g.L™).

A dosagem de celobiose foi realizada através de uma adaptacdo do método
colorimétrico de DNS — descrito por MILLER (1959) — para microplacas de 96 pocos (de
fundo plano). Em cada poco das microplacas, foram adicionados 25 pL de amostra (diluidas
conforme necessidade, de modo que suas leituras estivessem dentro da curva de calibracéo) e
25 pL de reativo DNS (10 g.L* de &cido 3,5-dinitrosalicilico e 300 g.L™ de tartarato duplo de
sodio e potassio em 0,4 M NaOH). As curvas de calibracdo, com seis concentracdes, na faixa
de 0 a 2,0 g.L™* de celobiose, foram montadas em todas as microplacas lidas. Depois de
pipetados as amostras e o reativo, as microplacas foram seladas com filme plastico (T796400,
E&K Scientific), incubadas em banho fervente por 5 minutos e, subsequentemente, resfriadas
no gelo. Depois disso, o filme plastico foi retirado para que 330 pL de agua fossem
adicionados a cada pogo. As microplacas, por fim, foram levadas ao leitor de microplacas e as
amostras foram lidas a 490 nm (com um feixe emitido por vez no centro de cada pogo). As
concentragdes, em g.L™* de celobiose, foram calculadas com base na equacao de reta gerada a
partir da curva de calibracdo, utilizando as medidas de absorbéancia obtidas diretamente em
planilhas do Microsoft® Excel.

Determinacéo da atividade celobiase

A atividade de hidrolise periplasmatica de celobiose das leveduras isoladas foi
determinada em células crescidas até o inicio da sua fase exponencial de crescimento
(DOs70nm ~3,5) em meios minimos contendo alternadamente glicose ou celobiose como fontes



de carbono, seguindo protocolo adaptado de DARIO (2012) e MOURO (2012). Para isso, as
células foram centrifugadas, lavadas duas vezes com agua a 4°C e ressuspensas de modo a
atingirem a concentracdo de 20 g.L™. Volumes de 100,0 uL dessa suspensdo foram
transferidos para cinco microtubos, no intuito de fazer amostras em triplicata e controles
negativos em duplicata — antes de prosseguir com o experimento, 0s microtubos que serviram
de controle negativo foram fervidos a 100°C por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados
100,0 uL de Reagente 1 (150 mM de fluoreto de sddio em tampdo succinato-Tris 0,15 M, pH
5,0) a cada microtubo, com subsequente incubacdo a 30°C por 30 minutos. Depois disso,
100,0 uL de Reagente 2 (300 mM de celobiose) foram adicionados aos tubos que,
subsequentemente, foram incubados por 10 minutos a 30°C. Apo6s a incubacdo, os tubos
foram rapidamente fervidos por 10 minutos e, em seguida, resfriados em banho de gelo. Os
tubos foram centrifugados por 5 minutos a 2191g e os sobrenadantes utilizados para
quantificar a concentracdo de glicose formada, o que serviu para calcular a atividade de
hidrélise almejada. A glicose, obtida a partir da atividade celobiase periplasmaética, foi
determinada através de um kit enzimatico comercial, conforme descrito na se¢do anterior.

Para a determinacdo da atividade celobiase intracelular, as células coletadas no inicio
da fase exponencial de crescimento (DOs7onm ~3,5), em meios minimos com glicose ou
celobiose como fonte de carbono, foram inicialmente permeabilizadas, conforme descrito por
DARIO (2012) e MOURO (2012). Para isso, aproximadamente 2 mg de células foram
lavadas em 0,5 mL de tampdo MOPS-NaOH 0,1 M, pH 6,8 (tampédo A), e posteriormente
ressuspensas em 200,0 puL do mesmo tamp&o contendo 200 g.L™ de glicerol, 1,0 mM de
EDTA, e 1,0 MM DTT (tampéo B). Em seguida, foram adicionados, a essa suspensdo, 12,0
uL de uma solugdo de tolueno/etanol/Triton X-100 10% (1:4:1; v/v) e as células foram
vigorosamente agitadas durante 1 min. Apos a permeabilizacéo, as células foram lavadas duas
vezes com tampdo B e ressuspensas em 1,0 mL do tampao A. Dessa suspensdo de células
permeabilizadas, 50,0 uL foram adicionados a 50,0 uL de uma solugdo 0,2 M de celobiose em
tampdo A. Em seguida, cada uma dessas amostras foi incubada a 30° C durante 10 min,
fervidas a 100° C por 10 min e posteriormente centrifugadas. Logo apds, os sobrenadantes
foram utilizados para determinar colorimetricamente a glicose liberada pela quebra da
celobiose. Todas as medidas foram realizadas em triplicata e foram utilizados controles (em
duplicata) com ceélulas previamente fervidas. A unidade das atividade enzimaticas foi
determinada em nmols de glicose liberada por miligrama de células a cada minuto de reacao.

Resultados e discussao

A primeira parte do trabalho consistiu no isolamento de leveduras a partir de amostras
de matéria vegetal em decomposicdo, coletadas em diferentes locais da cidade de Chapeco.
Cada linhagem isolada foi denominada de acordo com uma sigla que seguiu uma ordem pré-
estabelecida. Para todos os isolados, a sigla inicial do codigo da linhagem representa o local
onde a amostra foi coletada. A segunda sigla representa o carboidrato contido no meio de
cultura em que a amostra de biomassa em decomposi¢do foi inoculada para o isolamento:
neste caso, a sigla CE representa leveduras isoladas em meios contendo celobiose como fonte
de carbono; a sigla XA representa leveduras isoladas em meios contendo xilana como fonte
de carbono; e, a sigla XI representa leveduras isoladas em meios contendo xilose como fonte
de carbono. Por fim, os numeros nas siglas representam, respectivamente, a amostra de
biomassa coletada em cada local e o nimero da col6nia de levedura isolada.

Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas informagdes sobre as coletas realizadas. Foram
obtidos 60 isolados a partir de amostras de biomassa vegetal em decomposicdo coletadas na
UFFS e na Floresta Nacional de Chapec6. Para o inicio da caracterizagcdo bioquimica, 0s



isolados foram randomicamente selecionados, e, destes, foram analisadas 15 diferentes cepas
de leveduras, em virtude da falta de tempo para a anélise de todos os isolados.

Tabela 1 — Informacdes sobre as coletas realizadas e as linhagens isoladas.

Cadigo inicial da Data da Coleta Local da Coleta
linhagem das amostras
UFFS 05/07/2014 Universidade Federal da Fronteira Sul
FLONA 15/08/2014 Unidade de Conservacdo da Floresta Nacional
NSG 12/09/2011 Parque Nossa Senhora de Guadalupe
PALMITAL 21/10/2011 Parque Palmital

Crescimento celular e consumo de glicose e celobiose

Apds a fase de isolamento, foram realizadas andlises dos perfis de crescimento celular
e consumo de glicose e celobiose das linhagens de leveduras isoladas. Como pode ser
visualizado nas Figuras 1 a 4, apenas uma das linhagens analisada (PALMITAL-5.3)
mostrou-se incapaz de metabolizar a celobiose. As demais linhagens, entretanto, foram
capazes de crescer utilizando esse dissacarideo como fonte de carbono, embora o tenham
consumido com velocidades diferentes. E notavel também que, com excecdo das linhagens
FLONA-CE-3.2 e FLONA-XI-1.1, que consumiram por completo a celobiose presente no
meio dentro de tempo de incubacdo determinado, as demais cepas aparentemente precisariam
de mais tempo para que o carboidrato em questdo fosse completamente consumido pelas
células. Em contrapartida, alguns autores também ja verificaram que, independentemente do
tempo de incubacdo, alguns carboidratos podem ndo ser completamente consumidos se as
células forem crescidas em meios minimos (DA CRUZ; CILLI; ERNANDES, 2002; ALVES
Jr.etal., 2007).

Observando os gréficos de crescimento celular (graficos A e C das Figuras 1 a 4), vé-
se pouca diferenca entre os perfis das leveduras quando crescidas em meios contendo glicose
ou quando crescidas em meios contendo celobiose como fontes de carbono. Por outro lado, a
diferenca € mais pronunciada ao serem comparados os perfis de consumo desses dois
carboidratos. Analisando os graficos de consumo de acucares (graficos B e D das Figuras 1 a
4), é possivel verificar que as linhagens, de maneira geral, apresentam maior rapidez no
consumo da glicose em comparagdo com a celobiose. De fato, com excecdo da linhagem
PALMITAL-5.3 (que ndo apresentou crescimento em nenhuma das fontes de carbono), todas
as demais consumiram completamente a glicose em no maximo 40 h de crescimento — e sete
delas em até 20 h. Estudos realizados por SANTOS et al. (2011) e MOURO (2012) também
revelaram algumas leveduras que consumiram a celobiose um pouco mais lentamente do que
a glicose.

A despeito de um menor ou mais lento consumo de celobiose em comparagdo com a
glicose, algumas cepas (UFFS-CE-3.10, UFFS-XA-3.1, FLONA-CE-3.2 e FLONA-XI-1.1),
entretanto, apresentaram maior crescimento celular em meios contendo celobiose do que em
meios contendo glicose. Esses resultados demonstram que, embora néo se tenha feito analise
de producéo de etanol, muito provavelmente as linhagens em questdo, quando crescidas em
meios com celobiose, metabolizaram esse dissacarideo aerobicamente, tendo uma producao
maior de biomassa com uma menor utilizagdo de carboidrato — ou seja, priorizaram a
respiracdo celular a fermentacdo. Isso € condizente com estudos prévios, que demonstraram
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que, quando acUcares sdo consumidos lentamente, o metabolismo das leveduras ¢é
essencialmente respiratério (POSTMA et al, 1989; DUVAL et al., 2010).

Figura 1 — Perfis de crescimento celular (A, C) e consumo de glicose e celobiose (B, D)
apresentados por leveduras crescidas em meios sintéticos contendo 2% de glicose (A, B) ou
celobiose (C, D) como fonte de carbono. As leveduras apresentadas nesta figura foram
isoladas no Campus Chapeco da Universidade Federal da Fronteira Sul.
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Figura 2 — Perfis de crescimento celular (A, C) e consumo de glicose e celobiose (B, D)
apresentados por leveduras crescidas em meios sintéticos contendo 2% de glicose (A, B) ou
celobiose (C, D) como fonte de carbono. As leveduras apresentadas nesta figura foram
isoladas na Unidade de Conservacao da Floresta Nacional de Chapecd.
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Figura 3 — Perfis de crescimento celular (A, C) e consumo de glicose e celobiose (B, D)
apresentados por leveduras crescidas em meios sintéticos contendo 2% de glicose (A, B) ou
celobiose (C, D) como fonte de carbono. As leveduras apresentadas nesta figura foram
isoladas no Parque da Gruta Nossa Senhora de Guadalupe da Cidade de Chapeco.
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Figura 4 — Perfis de crescimento celular (A, C) e consumo de glicose e celobiose (B, D)
apresentados por leveduras crescidas em meios sintéticos contendo 2% de glicose (A, B) ou
celobiose (C, D) como fonte de carbono. As leveduras apresentadas nesta figura foram
isoladas no Parque Palmital da Cidade de Chapeco.
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Atividade da enzima celobiase

Ap0s as analises de crescimento celular e consumo de glicose e celobiose, 5 linhagens
de leveduras foram submetidas a testes de atividade da enzima celobiase (responsavel pela
hidrolise da celobiose). Essas analises correspondem a medidas de atividade intracelular e
periplasmatica (conforme descrito na se¢cdo Metodologia) dadas em nmols de glicose liberada
por miligrama de células a cada minuto. Os resultados destas analises estdo apresentados na
Figura 5.

Figura 5 — Atividade celobiase apresentada por leveduras crescidas em meios sintéticos
contendo 2% de celobiose (barra preta) ou 2% de glicose (barra cinza) como fonte de
carbono. A atividade celobiase intracelular esta representada no grafico A, engquanto que a
atividade celobiase periplasmatica esté representada no gréafico B.
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Observando os graficos da Figura 5, nota-se que as linhagens analisadas —
UFFS-CE-3.10, FLONA-XI-1.1, FLONA-CE-3.2, NSG-2.6.2a e PALMITAL-4.1a — tiveram
a expressdo da celobiase inibida (ou pelo menos ndo a tiveram induzida) pela glicose, haja
vista a pronunciada diferenca entre os niveis de atividade dessa enzima, quando comparadas
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células crescidas em celobiose e glicose. Embora SAHA e BOTHAST (1996) tenham descrito
leveduras capazes de expressar a enzima celobiase mesmo em células crescidas em diferentes
fontes de carbono (glicose, xilose, arabinose, celobiose, sacarose e maltose), a glicose
sabidamente promove a repressdo catabolica de uma série de enzimas envolvidas no
metabolismo de diferentes carboidratos (SANTANGELO, 2006; LIU et al., 2012; ALVES Jr.;
THEVELEIN; STAMBUK, 2014).

De maneira geral, os resultados também demonstram maior atividade intracelular da
enzima celobiase do que atividade periplasmatica, o que corrobora dados ja publicados por
SANTOS et al. (2011) e MOURO (2012), que verificaram uma escassa atividade
periplasmatica dessa enzima nas leveduras analisadas em seus trabalhos. No entanto, os dados
apontam também, para duas das linhagens testadas, FLONA-XI-1.1 e PALMITAL-4.1a,
atividades periplasmaticas de mesmo nivel que as intracelulares.

Ainda, é possivel observar através das analises que as linhagens NSG-2.6.2a e
UFFS-CE-3.10 apresentaram atividades enziméaticas duas a quatro vezes maiores,
respectivamente, do que as outras trés cepas testadas. Para a cepa UFFS-CE-3.10, é possivel
que essa atividade elevada tenha contribuido para o consumo praticamente completo da
celobiose durante o seu crescimento celular (Figura 1). Por outro lado, as linhagens FLONA-
CE-3.2 e FLONA-XI-1.1, embora tenham sido as Unicas que consumiram por completo a
celobiose durante o cultivo (Figura 2), apresentaram baixa atividade celobiase se comparada a
atividade das outras duas linhagens citadas (Figura 5). Somando-se a isso o fato de que a
linhagem NSG-2.6.2a tenha apresentado o dobro da atividade celobiase intracelular e mesmo
assim tenha consumido apenas metade da celobiose disponivel no meio durante seu
crescimento (Figura 3), os resultados indicam que o transporte de celobiose através da
membrana plasmatica das células possa ser um fator também limitante para a metabolizacdo
do dissacarideo em questdo, uma vez que células que apresentaram alta atividade celobiase
intracelular foram incapazes de consumir toda a celobiose presente no meio de cultivo. De
fato, é amplamente reconhecido que, em muitos casos, o transporte de um carboidrato pode
ser limitante para uma fermentacdo eficiente (REIJENGA et al, 2001; ZASTROW et al, 2001;
ROSSELL et al., 2002).

Por fim, vale ressaltar também que a cepa NSG-2.6.2a, além de ter apresentado alta
atividade celobiase, aparentemente sofreu menos os efeitos da inibicdo provocada pela
glicose. Essa caracteristica é bastante desejada em um sistema de hidrolise celulolitica, na
preparacdo do mosto a ser fermentado para a producdo de etanol 2G (SKORY; FREER;
BOTHAST, 1996). Assim, as linhagens em questdo poderiam ser melhor investigadas para
uma possivel aplicacdo de suas enzimas celobiases diretamente na hidrdlise da celobiose ou,
até mesmo, na identificacdo dos genes que codificam as enzimas celobiases destas leveduras
para expressao heter6loga em S. cerevisie.

Conclusoes

Através das analises realizadas, pode-se afirmar que os isolados apresentados neste
trabalho certamente servirdo para estudos que estejam buscando desvendar os genes que
proporcionam a metabolizacdo da celobiose em espécies de leveduras isoladas da microbiota
brasileira. Com isso, proporcionou-se também a possibilidade de otimizacdo do processo de
producdo de etanol de segunda geracdo. Vale ressaltar que, como perspectiva futura, seria
interessante a identificacdo taxondmica das espécies de leveduras analisadas neste projeto,
com vistas a ampliagdo do conhecimento sobre a microbiota da regido oeste de Santa
Catarina.
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CELLOBIOSE METABOLIZATION BY YEASTS ISOLATED
FROM ROTTING WOOD

Abstract

The metabolization of cellobiose is one of the limiting factors for a successful production of
second-generation ethanol; however, Saccharomyces cerevisiae, which continues to be the
most well-adapted yeast to the alcoholic fermentation industry, is known to be unable to use
this disaccharide. Tanking into account that, in local forests, as well as in any similar biome,
lignocellulosic biomass is decomposed by microorganisms such as yeasts, which, unlike S.
cerevisiae, can utilize cellobiose, this work aimed the isolation and characterization of yeast
from the local microbiota, in order to select new strains which were able to efficiently
metabolize this carbon source. We analyzed the profiles of cell growth and sugar consumption
of 15 yeast strains, isolated from Conservation Unit of the National Forest Chapecd, from the
campus of Universidade Federal da Fronteira Sul, from the park around the Grotto of Our
Lady of Guadalupe and from Palmital Park — all of them, located in the City of Chapeco.
Among the strains analyzed, 14 showed ability to metabolize cellobiose, although with
different rates of sugar consumption. The periplasmic and intracellular activity of the enzyme
cellobiase in 5 strains were also evaluated. The intracellular activity was in general higher
than the periplasmic. The results also suggest that glucose inhibits the expression of
cellobiase. Thus, the isolated strains showed interesting features for the ethanol industry.
Further studies can now provide a parallel between the performance of these yeasts in
industrial conditions and a heterologous expression of its celobiases in S. cerevisiae, in order
to find the most efficient application.

Keywords: Fermentation. Cellobiose. Yeasts. 2G Ethanol. Brazilian microbiota.
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