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RESUMO 

 

As leveduras etanologênicas são candidatas naturais para o aumento da produção 

de etanol e subprodutos de interesse industrial. A Meyerozyma caribbica é uma das 

principais espécies de leveduras pertencente ao complexo Meyerozyma 

guilliermondii que, embora se conheça alguma das propriedades e aplicações 

biotecnológicas, ainda são poucos os estudos acerca da sua fisiologia. Nesse 

contexto, o presente estudo se propôs a caracterizar os parâmetros de fermentação 

da M. caribbica assimiladora de nitrato em diferentes fontes de carbono e nitrogênio. 

Para isso, Além das análises moleculares de identificação, avaliamos a capacidade 

dos isolados de M. caribbica em crescerem em meio de cultura contento nitrato 

como fonte de nitrogênio; a tolerância e o crescimento em meios de cultura com 

baixos e variáveis pH; e os parâmetros de fermentação em meio com diferentes 

concentrações de fontes de carbono (glicose e/ou xilose) e fontes de nitrogênio 

(sulfato de amônio e/ou nitrato de sódio). Os resultados mostram que a maior 

produção de etanol foi observada em meios contendo sulfato de amônio e glicose 

16,19 g/L em 72 horas de fermentação. A xilose não foi consumida em ambos os 

ensaios de fermentação como única fonte de carbono, e que a produção de etanol 

só foi observada quando a glicose estava presente nos meios de fermentação. E os 

experimentos contendo sulfato de amônio apresentaram maior produtividade e 

rendimento do etanol. Por conseguinte, caracterizamos esse estudo como uma 

etapa importante para a melhor compressão acerca da fisiologia da M. caribbica.  

 

 

Palavras-chave: Meyerozyma caribbica. Assimilação de nitrato. Fermentação 

alcoólica.  

 
 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

Ethanologenic yeasts are natural candidates for increased ethanol production and 

by-products of industrial interest. Meyerozyma caribbica is one of the main yeast 

species belonging to the Meyerozyma guilliermondii complex, which, although some 

of the biotechnological properties and applications are known, there are still few 

studies on its physiology. In this context, the present study aimed to characterize the 

fermentation parameters of M. caribbica nitrate assimilator in different carbon and 

nitrogen sources. For this, besides the molecular identification analyses, the ability of 

M. caribbica isolates to grow in nitrate content culture medium as nitrogen source 

was evaluated; tolerance and growth in culture media with low and variable pH; and 

fermentation parameters in medium with different concentrations of carbon sources 

(glucose and/or xylose) and nitrogen sources (ammonium sulfate and/or sodium 

nitrate). The results showed that the highest ethanol production was observed in 

media containing ammonium sulfate and glucose 16.19 g/L in 72 hours of 

fermentation. Xylose was not consumed in both fermentation assays as the only 

carbon source, and that ethanol production was only observed when glucose was 

present in fermentation media. Finally, the experiments containing ammonium sulfate 

showed higher productivity and ethanol yield. Therefore, this study showed to be an 

important step for better compression about the physiology of M. caribbica. 

 

 

Keywords: Meyerozyma caribbica. Nitrate assimilation. Alcoholic fermentation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



AGRADECIMENTOS 

Aos meus orientadores prof. Marcos Morais e Rafael Barros pela 

oportunidade, paciência e todos os conhecimentos transmitidos durante o mestrado 

muito obrigado!  

Ao Programa de Pós-graduação em Biologia de Fungos da Universidade 

Federal de Pernambuco. 

Ao Conselho Nacional de Pesquisa (CNPq) pelo apoio financeiro durante 

esses dois anos de trabalho.  

Aos colegas de Mestrado e Laboratório de Genética de Micro-organismos 

pela convivência, disponibilidade e suporte.   

Aos meus amigos do mestrado para a vida, Ana Patrícia, Isaias, Giselle, 

Layanne, Maiara e Virton.  

A minha avó Isaura, a Madrinha de Carli, a minha mãe e minha tia Josy por 

todo o apoio e incentivo para a realização dos meus sonhos.  

Agradeço, desde já, aos membros da banca examinadora por aceitarem o 

convite de contribuir com a melhoria deste trabalho.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES  

 

 

Figura 1 - Esquema simplificado da fermentação alcoólica...................... 18 

Figura 2 -  Via metabólica de fermentação de xilose................................. 19 

Figura 3 - Fluxograma representativo do processo de fermentação para 

produção de etanol................................................................... 21 

Tabela 1 - Composição química média da vinhaça oriunda de diferentes 

mostos....................................................................................... 23 

Figura 4 - Metabolismo Central do Nitrogênio........................................... 25 

Figura 5 - Via de assimilação do nitrato em leveduras.............................. 27 

Figura 6 - Células do isolado RAC Meyerozyma caribbica em meio YPD 

(microscopia de contraste de fase)........................................... 29 

Tabela 2- Identificação dos isolados procedentes das amostras dos 

solos e a porcentagem de similaridade..................................... 36 

Figura 7-  Filograma obtido por inferência bayesiana a partir de análise 

de sequências dos domínios D1/D2 do rDNA demonstrando o 

posicionamento dos isolados de Meyerozyma caribbica.......... 39 

Tabela 3 - Perfil fisiológico comparativo de assimilação dos isolados de 

Meyerozyma caribbica em diferentes fontes de carbono e 

nitrogênio................................................................................... 40 

Tabela 4 -  Perfil de tolerância ao estresse ácido dos isolados de 

Meyerozyma caribbica em comparação a cepas de linhagem 

JP1 e GDB 248... 43 

Tabela 5 -  Perfil fisiológico comparativo de fermentação dos isolados de 

Meyerozyma caribbica em diferentes fontes de carbono.......... 44 

Tabela 6 -  Parâmetros fermentativos da cepa RAC de Meyerozyma 

caribbica em diferentes açúcares e utilizando o nitrato como 

fonte de nitrogênio.................................................................... 45 

Tabela 7 -  Parâmetros fermentativos da cepa RAC de Meyerozyma 

caribbica em diferentes açúcares e utilizando o amônio como 

fonte de nitrogênio.................................................................... 46 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

C Carbono 

N Nitrogênio 

µg Micrograma 

mg Miligrama 

kg Quilograma 

pH Potencial Hidrogeniônico 

CO2 Dióxido de carbono 

ATP Adenosina trifosfato 

NAD Nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma oxidada) 

NADH Nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma reduzida) 

mM Milimolar 

NO3- Íon nitrato 

NO2- Íon nitrito 

NH4+ Íon amônio 

cm Centímetro 

°C Graus Celsius 

g Gramas 

L Litro 

Rpm Rotações por minuto 
μm Micrometro 

µL Microlitro 

UV Ultravioleta 

nm Nanômetro 

ng Nanograma 

ITS Internal transcript Spacer 
DNA Ácido desoxirribonucleico 

rDNA Ácido desoxirribonucleico ribossômico 

PCR Reação em cadeia da polimerase 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

HPLC Cromatografia líquida de alta eficiência 



SUMÁRIO 
 

1 INTRODUÇÃO........................................................................ 11 
1.1 OBJETIVOS............................................................................ 13 
1.1.1 Objetivo Geral........................................................................ 13 

1.1.2 Objetivos Específicos............................................................. 13 

2 REFERENCIAL TEÓRICO.................................................... 14 
2.1 MICROBIOLOGIA DO SOLO ................................................ 14 

2.2 LEVEDURAS........................................................................... 15 

2.3 FERMENTAÇÃO.................................................................... 16 

2.3.1 Bioquímica do processo da fermentação alcoólica.......... 17 

2.3.2  
Fermentação alcoólica para produção de etanol 
combustível........................................................................... 20 

2.4  VINHAÇA................................................................................ 21 

2.5 METABOLISMO DO NITROGÊNIO .......................................  24 

2.5.1 Fontes de nitrogênio............................................................. 26 
2.5.2 Fisiologia da assimilação do nitrato .................................. 27 
2.6 A LEVEDURA MEYEROZYMA CARIBBICA.......................... 28 

3 MATERIAL E MÉTODOS...................................................... 30 
3.1 ÁREAS DE COLETA.............................................................. 30 

3.2 ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS DOS SOLOS................... 30 

3.3 IDENTIFICAÇÃO DAS LEVEDURAS ISOLADAS 31 

3.3.1 Extração do DNA das leveduras 31 
3.3.2 Amplificação de fragmentos do DNA e sequenciamento 32 
3.3.3 Análises filogenéticas.......................................................... 33 
3.4 TESTES DE ASSIMILAÇÃO DE FONTES DE CARBONO E 

NITROGÊNIO EM MEIO SÓLIDO.......................................... 33 

3.5 TESTE DE TOLERÂNCIA E CRESCIMENTO EM MEIOS DE 

CULTURA LÍQUIDOS E SÓLIDOS COM BAIXO POTENCIAL 

HIDROGENIÔNICO.......................................... 34 

3.6 ENSAIOS DE FERMENTAÇÃO.............................................. 34 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO............................................ 36 
4.1 ANÁLISE DE IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS.................. 36 



4.2 ANÁLISE DO TESTE DE ASSIMILAÇÃO DE FONTES DE 

CARBONO E NITROGÊNIO.................................................. 40 

4.3 ANÁLISE DO TESTE DE TOLERÂNCIA E CRESCIMENTO 

DOS ISOLADOS DE MEYEROZYMA CARIBBICA EM MEIOS 

DE CULTURA COM BAIXO PH................................. 42 

4.4 ANÁLISES DOS ENSAIOS DE FERMENTAÇÃO.................. 44 

5 CONCLUSÃO........................................................................  49 

 REFERÊNCIAS..................................................................... 50  
 ANEXO A – Relatório obtido no site www.ncbi.nlm.nih.gov 

para a sequência de nucleotídeos da região dos domínios 

D1/D2 do gene 26S do DNA ribossomal dos isolados.......... 62 
 



11 
 

1 INTRODUÇÃO  
 

As leveduras são micro-organismos que podem ser encontradas em 

diferentes habitats conforme as suas especificidades, porém, no solo o seu principal 

papel está ligado a ciclagem de nutrientes como carbono e nitrogênio (MONTEIRO 

MOREIRA E MARTINS DO VALE, 2020). Dependendo das técnicas de manejo 

agrícola empregadas no solo, as leveduras podem sofrer pressão seletiva em virtude 

das alterações ecológicas ocorridas nessas áreas (SANTA CRUZ et al., 2013; 

SULEIMAN et al., 2016).  

A utilização da vinhaça na prática da fertirrigação de plantações de cana-de-

açúcar é uma atividade agrícola bastante comum que visa uma maior economia e 

produtividade para as indústrias sucroalcooleiras (BASSO et al., 2013; ESPAÑA-

GAMBOA et al., 2017). Entretanto, devido às características físico-químicas da 

vinhaça a sua utilização com fertilizante pode ocasionar mudanças na população 

microbiana do solo, e propiciar uma possível tolerância desses organismos ao meio 

(LOURENÇO et al., 2018).  

O nitrato é uma fonte de nitrogênio pouco assimilada pelas leveduras devido 

ao alto gasto energético necessário para metabolizá-lo (DE BARROS PITA et al., 

2013). Deste modo, a presença do nitrato no meio de fermentação pode gerar 

vantagens adaptativas a algumas leveduras perante outras que não assimilam o 

nitrato (DE BARROS PITA et al., 2011). A levedura Dekkera bruxellensis tem sido 

descrita como a principal contaminante do processo de fermentação em destilarias 

do nordeste brasileiro, e uma entre as principais razões está relacionada à 

habilidade de utilizar o nitrato como fonte de nitrogênio (DE SOUZA LIBERAL et al., 

2007; DA SILVA et al., 2016).  

A priori, o objetivo proposto era investigar a ecologia da D. bruxellensis fora 

do ambiente industrial, analisando a dinâmica populacional das leveduras 

assimiladoras de nitrato em plantios de cana-de-açúcar irrigados com vinhaça. Com 

a hipótese de que os solos dos plantios de cana-de-açúcar irrigados com vinhaça 

seriam os reservatórios ecológicos da D. bruxellensis, e que essas seriam levadas 

para dentro das destilarias por meio da cana-de-açúcar, produzindo um ciclo de 

retroalimentação campo-indústria durante a safra. Contudo, não obtivemos êxito em 

isolar a D. bruxellensis, mas outras leveduras foram isoladas, dentre as quais a 
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Meyerozyma caribbica, até então tida como uma levedura que não apresenta a 

capacidade de assimilar nitrato como fonte de nitrogênio (http://www.cbs.knaw.nl/).  

A Meyerozyma caribbica é uma das espécies de leveduras que pertence ao 

complexo Meyerozyma guilliermondii (VAUGHAN-MARTINI et al., 2005) que, 

embora haja relatos do seu isolamento em alguns substratos na natureza e em 

meios de fermentação, no entanto, poucos estudos foram realizados até o momento 

acerca do seu metabolismo fermentativo (SUKPIPAT et al., 2017; TRICHEZ et al., 

2019). Portanto, este trabalho se propôs a caracterizar e determinar a fisiologia da 

M. caribbica assimiladora de nitrato e, subsequentemente, avaliar os parâmetros de 

fermentação dessa levedura em diferentes fontes de carbono e nitrogênio.  
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1.1 OBJETIVOS  

 
1.1.1 Geral 

• Caracterizar fisiologicamente os parâmetros fermentativos de leveduras 

assimiladoras de nitrato isoladas de solos de plantios de cana-de- açúcar.  

 

1.1.2 Específicos 

• Isolar e identificar leveduras assimiladoras de nitrato em amostras de solos 

fertirrigados ou não com vinhaça em plantações de cana-de-açúcar; 

• Selecionar dentre os isolados espécimes de leveduras que possam ser 

promissores para a indústria da fermentação alcoólica;  

• Verificar a capacidade de crescimento dos isolados em meios contendo 

nitrato de sódio.  

• Verificar a tolerância e o crescimento dos isolados submetidos a meios de 

cultura com baixo pH.  

• Avaliar os parâmetros de fermentação em diferentes concentrações de fontes 

de carbono (glicose e/ou xilose) e fontes de nitrogênio (sulfato de amônio e/ou 

nitrato de sódio). 

• Enriquecer as bases de dados genéticos de leveduras assimiladoras de 

nitrato.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
2.1 MICROBIOLOGIA DO SOLO  

 

Os micro-organismos presentes no solo agem principalmente nos processos 

de decomposição da matéria orgânica, contribuindo assim, no ciclo biogeoquímico 

dos nutrientes (BALOTA et al., 1998). Devido à diversidade e complexidade 

microbiana do solo, presume-se que há uma grande variedade de micro-organismos 

ainda desconhecidos, tendo em vista que um grama de solo pode abrigar mais de 10 

bilhões de micro-organismos, com menos de 1% cultivados e caracterizados 

(TORSVIK E OVREAS, 2002). A biomassa microbiana é a parte viva da matéria 

orgânica do solo, e um dos principais indicadores microbiológicos da sua qualidade 

(FERREIRA et al. 2007). Constituída por bactérias, actinobactérias, fungos, algas e 

protozoários. A biomassa microbiana é considerada o compartimento central do ciclo 

do carbono, em razão dos seus valores indicarem teores de carbono no solo, 

decorrentes do processo de humificação ou manejo do solo (DIONÍSIO E 

PIMENTEL, 2016).  

A biomassa microbiana do solo equivale entre 2% a 5% do carbono (C) 

orgânico (expresso em µg de C/g ou mg de C/Kg de solo seco) e a 1% a 5% do 

nitrogênio (N) total. A sua principal função está ligada a ciclagem dos nutrientes do 

solo, pois atuam nos processos que controlam a decomposição e o acúmulo da 

matéria orgânica do solo, além das transformações que envolvem os nutrientes 

minerais (REIS JUNIOR E MENDES, 2007). No entanto, quantificar apenas a 

biomassa não irá fornecer dados precisos sobre os níveis de atividade microbiana, 

sendo também necessária a avaliação de outros parâmetros que presumam essa 

atividade, como a atividade enzimática e a respiração microbiana para que seja 

possível verificar em que estado metabólico o solo se encontra (FERREIRA et al., 

2017). 

A atividade dos fungos no solo está ligada ao teor e a qualidade da matéria 

orgânica presente no mesmo que, consequentemente, irá determinar a ocorrência e 

disposição desses micro-organismos no meio. Conhecer a microbiota do solo, não é 

apenas importante para o levantamento de dados taxonômicos que lá se encontram, 

mas também é importante para o processo de bioprospecção que visa o 
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descobrimento e a utilização de metabólitos gerados por esses organismos em 

aplicações biotecnológicas (RUEGGER E TAUK-TORNISIELO, 2004).  

 

2.2 LEVEDURAS 

 

As leveduras são seres eucariontes, unicelulares, heterotróficos que estão 

inseridas em dois filos: Ascomycota e Basidiomycota. A reprodução das leveduras 

ocorre de modo sexuado pela formação de esporos e assexuado por brotamento ou 

fissão. Devido a sua alta complexidade morfológica, alguns grupos de fungos - 

dependendo principalmente das condições ambientais ao qual está inserido - podem 

apresentar diferentes estágios celulares transicionais em seu ciclo evolutivo, como a 

formação de hifas ou pseudo-hifas, e outros permanecem apenas como levedura 

(ALEXOPOULOS, 1996; CASANOVA NAVARRO, 2018). Por serem células simples, 

o tempo de crescimento e reprodução das leveduras costumam ser mais rápido do 

que a maioria dos fungos filamentosos (JENSEN et al., 2013).  

Em relação ao perfil assimilativo de fontes de carbono, a maioria das espécies 

do filo Basidiomycota possui um perfil assimilativo mais amplo comparado aos do filo 

Ascomycota por serem encontradas abundantemente em diversos substratos que 

possuem constituintes mais complexos como o solo (KURTZMAN E ROBNETT, 

1998). Já as leveduras do filo Ascomycota podem ser encontradas com mais 

frequência em substratos que dispõem de altas concentrações de açúcares, como 

as frutas (COSTA, 2006).  

Na natureza, quase todas as leveduras ou grupos de espécies têm hábitats 

altamente especializados. Desse modo, os tipos de substratos, a composição 

química dos substratos e a competição entre espécies de leveduras ou com outros 

micro-organismos são fatores responsáveis pela seletividade em ambientes 

favoráveis (PHAFF, 1987). As leveduras podem ser encontradas em associação com 

plantas, frutas, solos, animais, águas, insetos e principalmente em substratos que 

contêm açúcares, as quais são capazes de realizar a fermentação (HAMBY et al., 

2012; OLIVEIRA et al., 2016).  

Em virtude do seu potencial biotecnológico, as leveduras são micro-

organismos bastante utilizados na indústria de alimentos, bebidas e na produção de 

biocombustível. Estas apresentam um relevante papel para a indústria farmacêutica 

na produção de hormônios, vacinas e probióticos; na indústria química para a 



16 
 

produção de pigmentos carotenoides, enzimas, acidulantes e ácidos orgânicos; e 

nos processos de biorremediação e bioindicadores da qualidade da água e do 

ambiente (ALMEIDA, 2011; LOUREIRO et al., 2011).  

 

2.3 FERMENTAÇÃO  

 

No final do século XIX, Pasteur, reconheceu a importância das leveduras no 

processo de fermentação, e Hermann Müller e Emil Christian Hansen obtiveram as 

primeiras culturas puras de leveduras fermentadoras de vinho e cerveja (BARNETT, 

2003; BERNARDI E WENDLAND, 2020). Desde então, tornaram-se uma das 

classes de fungos mais importantes no meio industrial, não apenas para a indústria 

de bebidas, mas também para uma vasta variedade de produtos oriundos de 

processos fermentativos (DEAK, 2006).  

As leveduras possuem necessidades nutricionais relativamente simples, uma 

fonte de carbono e nitrogênio, as quais podem variar de acordo com as suas 

exigências para o cultivo e crescimento. A fonte de carbono mais utilizada são 

carboidratos, sobretudo os monossacarídeos (glicose, frutose e xilose) e dentre 

estas, a glicose é a preferencial para obter carbono e energia por ser facilmente 

metabolizada pela via glicolítica, e dependendo das condições do ambiente essa 

glicose pode ser convertida a etanol (FERREIRA, 2017; RIBEIRO, 2018).  

Devido a sua alta eficiência fermentativa, cepas de Saccharomyces cerevisiae 

ainda são as mais utilizadas pela indústria do álcool por causa do seu desempenho 

em termos de rendimento e produtividade do etanol (AMORIM E LEÃO, 2005). O 

efeito Crabtree é uma habilidade metabólica que a S. cerevisiae possui de fermentar 

mesmo na presença de oxigênio desde que as concentrações de açúcares nos 

substratos sejam altas, uma importante característica metabólica do ponto de vista 

industrial (MARC et al., 2013). Entretanto, outros micro-organismos como a 

Zymomonas mobilis, bactéria Gram-negativa, vem despertando interesse no meio 

cientifico e industrial por apresentar diversas características desejadas em um 

biocatalisador ideal para produção de bebidas alcoólicas e bioetanol, como alto 

rendimento e resistência à elevadas concentrações de etanol; capacidade de 

fermentar açúcares em baixo pH; alta produtividade seletiva e especifica; tolerância 

significativa a compostos que podem atuar como inibidores na fermentação de 

hidrolisado lignocelulósico para a produção de etanol (ZHANG et al., 1995; YANG et 
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al., 2018). Essas características são vantajosas em relação a S. cerevisiae, pois a Z. 

mobilis além de crescer de modo anaeróbico é capaz de tolerar altas concentrações 

de etanol (FRANDEN et al., 2013). 

Embora a Z. mobilis apresente essas vantagens, a sua utilização no processo 

de fermentação está limitada aos açúcares (glicose, frutose e sacarose), sobretudo a 

sacarose, pois a metabolização desse glicídio gera subprodutos, como a levana e 

sorbitol, que ocasionará em uma diminuição na produção de etanol (SÁ, 2012; 

SILVA et al., 2015). Apesar disto, a utilização de invertases no pré-tratamento do 

melaço poderá diminuir na geração desses subprodutos, contudo, as invertases que 

são produzidas pelas leveduras, como S. cerevisiae, não geram esses subprodutos 

indesejáveis, resultando em um produto de maior qualidade e relevância industrial 

(GUILMAN et al., 2000). 

 

2.3.1 Bioquímica do processo da fermentação alcoólica  

A fermentação alcoólica é um processo catabólico que ocorre principalmente 

em anaerobiose, na qual moléculas de açúcares (glicose) são degradadas e 

convertidas a etanol e dióxido de carbono (CO2) (ERNANDES E GARCIA-CRUZ, 

2009). Este processo começa por meio da glicólise no qual uma molécula de glicose 

é quebrada em duas de ácido pirúvico ou piruvato. Nesta primeira etapa, ocorrem 

sucessivas reações enzimáticas com produção e liberação de energia química e 

térmica (ZAMORA, 2009). Durante esse processo, dá-se a oxidação parcial da 

glicose com produção de moléculas de ATP e liberação de hidrogênios que serão 

capturados pelas moléculas de NAD+ (nicotinamida adenosina dinucleotídeo) que 

são agentes aceptores de elétrons, resultando na formação do NADH (PAN et al., 

2011).  

Após a formação das duas moléculas de ácido pirúvico, mediante via 

fermentativa, cada molécula perde um átomo carbono (C) e dois átomos de 

oxigênios (O2) que por ligação covalente formarão uma molécula de dióxido de 

carbono (CO2) (FIGUEIREDO, 2016). O resultado da liberação do CO2 será o 

acetaldeído ou etanol, que é um dos principais compostos carbonílicos produzidos 

nesse processo. Em seguida, o acetaldeído irá receber um átomo de hidrogênio do 

NADH, e o outro hidrogênio irá advir do meio, resultando, assim, na formação do 

etanol (Figura 1) (NELSON E COX, 2018). A partir dessas informações é possível se 
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estabelecer a estequiometria do metabolismo fermentativo a partir da seguinte 

equação: 

1 mol de glicose (C6H12O6) = 2 moles de etanol (C2H6O) + 2 moles de CO2 

 

Figura 1 - Esquema simplificado da fermentação alcoólica.  

 
Extraído de: Silva, 2017 
 
 

Isto significa que 180 g (equivalente a 1 x 180 g/mol) de glicose produzem no 

máximo 92 g de etanol (2 x 46 g/mol) e 88 g de CO2 (2 x 44 g/mol). Desta forma, o 

rendimento máximo teórico (Y) é de 0,51 g (92 g/180 g) de etanol produzido para 

cada grama de glicose consumida e 0,49 g de CO2 (88 g /180 g) por grama de 

glicose consumida, que corresponde a eficiência de 100% da glicose sendo 

convertida a etanol e CO2 (WHEALS et al, 1999). Esses valores são raramente 

observados em processos industriais que trabalham com eficiências de 92 a 94% do 

máximo com rendimentos de 0,47 g/g (SILVA, 2017). No entanto, são valores 

bastante úteis para os estudos que tentam melhorar esses processos na 

aproximação dos rendimentos máximos.  

No caso da xilose, a estequiometria é diferente pelo fato de ser um açúcar 

com cinco carbonos (pentose): 

3 moles de xilose (C5H10O5) = 5 moles de etanol (C2H6O) + 5 moles de CO2 
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Neste caso, 450 g (equivalente a 3 x 150 g/mol) de xilose produzem no 

máximo 230 g de etanol (5 x 46 g/mol) e 220 g de CO2 (5 x 44 g/mol). Dessa forma, 

o rendimento máximo teórico (Y) é também de 0,51 g (230 g/450 g) de etanol 

produzido para cada grama de xilose consumida e 0,49 g de CO2 (220 g/450 g) por 

grama de xilose consumida, ou seja, eficiência de 100% da xilose convertida a 

etanol e CO2 (PROMPT et al., 2012). No entanto, os valores reais dessa eficiência 

são baixos. Isto se dá pelo fato de que a assimilação de xilose é um processo 

energicamente mais complexo comparado ao da glicose, pois há um desbalanço 

energético causado na distribuição dos equivalentes redutores (cada molécula de 

xilose assimilada consome 1 mol de NAD(P)H e produz um mol de NADH) (Figura 2) 

(MATSUSHIKA et al., 2009). Portanto, esse desbalanço provoca uma instabilidade 

metabólica que acarreta quedas nos rendimentos de fermentação, e a adição de 

uma segunda fonte de carbono, como a glicose pode minimizar os efeitos desse 

desbalanço (PROMPT et al., 2012). 

 

Figura 2 - Via metabólica de fermentação de xilose.  

 

Fonte: o autor 
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2.3.2 Fermentação alcoólica para produção de etanol combustível 

O etanol é tido como um combustível alternativo para diminuir os problemas 

ambientais e energéticos no mundo (BASTOS et al., 2013). No Brasil, a cana-de 

açúcar é a principal matéria-prima utilizada para produção de bioetanol devido 

principalmente as condições climáticas favoráveis ao seu cultivo (SILVA et al., 

2011). O processo se inicia por meio da colheita e lavagem da cana-de-açúcar, 

seguido da moagem para a extração do caldo (JUNQUEIRA et al. 2017). A sacarose 

é o açúcar proveniente da cana-de açúcar que será fermentado e convertido a 

etanol (ENSINAS et al., 2007). No entanto, de modo comum, os processos de 

fermentação no Brasil não ocorrem de forma estéril (DE SOUZA LIBERAL et al., 

2005). Posto isto, o mosto de alimentação (caldo de cana-de-açúcar diluído) por ser 

uma fonte rica em nutrientes, em conjunto com as condições não estéreis da 

fermentação. Podem favorecer ao surgimento de uma contaminação microbiana à 

qual é indesejável para o processo fermentativo (COSTA et al., 2015).  

Embora o mosto propicie o crescimento de micro-organismos desfavoráveis à 

fermentação (SOUSA E MONTEIRO, 2012). Estes micro-organismos podem provim 

principalmente do solo juntamente com a cana-de-açúcar durante a colheita. 

Conduto, devido a capacidade de algumas leveduras e bactérias em formar 

biofilmes em superfícies inanimadas (DELLIAS et al., 2018). Alguns pontos no meio 

interindustrial, como as esteiras, moendas, tubulações e dentro outros equipamentos 

podem ser pontos de contaminação (DA SILVA et al., 2016).  

Ao final da fermentação, o mostro fermentado será centrifugado para separar 

as leveduras utilizadas no processo do vinho bruto (parte líquida que contêm de 8% 

a 12% de álcool) (SILVA et al., 2008). As leveduras poderão ser reutilizadas em um 

outro ciclo de fermentação depois de passarem por um tratamento, que consiste na 

adição de ácido sulfúrico diluído em água até atingir um pH 2,5 (ou mais baixo, igual 

a 2,0) ou por meio da utilização de antibióticos para conter a contaminação 

bacteriana (PACHECO et al., 2010). E o vinho será destilado para que o etanol 

produzido no processo de fermentação seja recuperado através da destilação, com 

um grau de pureza que poderá ser maior ou igual a 95 % dependo da tecnologia 

empregada (HUANG et al., 2010). E, por último, o etanol poderá passar por um 

processo de desidratação no qual toda a água remanescente será eliminada 

tornando-o um etanol anidro ou absoluto (Figura 3) (KUMAR et al., 2010). 
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Figura 3 - Fluxograma representativo do processo de fermentação para produção de 

etanol. 

 
 
 
  
 
  
 

Extraído de: SILVA, 2015.  
 

A produção de etanol é tida como um processo complexo devido 

principalmente as vulnerabilidades a contaminações do meio (CARDONA E 

SÁNCHEZ, 2007). Portanto, alguns fatores que podem afetar a produção do etanol 

devem ser mantidos e certificados ao logo do processo, como: o controle 

microbiológico, o pH, a temperatura, a pressão osmótica, a oxigenação e a 

concentração dos açúcares e minerais a fim de garantir a qualidade do etanol 

(BASSO et al., 2008; PACHECO et al., 2010).  

 

2.4 VINHAÇA  

 

A vinhaça é o principal resíduo oriundo da fermentação etanólica, comumente 

utilizada pela indústria sucroalcooleira brasileira como fertilizante nos plantios de 
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cana-de-açúcar (LAIME et al., 2011). Caracteriza-se por ser um líquido escuro, 

concentrado, sem oxigênio dissolvido, com pH baixo e odor desagradável, que 

conforme a região pode ser conhecida como vinhoto, calda de destilaria, restilo, 

garapão ou tiborna (FRANCISCO, 2008; BEBÉ et al., 2009).  

Dependendo do processo empregado na produção de etanol podem ser 

gerados cerca de 10 a 12 litros de vinhaça para cada litro de etanol produzido 

(SANTA CRUZ et al., 2013). O destino da vinhaça nas destilarias é a irrigação das 

plantações de cana-de-açúcar, processo chamado de fertirrigação, depois de ser 

diluída com a água da lavagem da cana. Os benefícios da utilização da vinhaça no 

cultivo da cana-de-açúcar são indubitáveis tanto do ponto de vista agronômico 

quanto do econômico (SILVA et al., 2014). No entanto, a vinhaça é considerada um 

efluente com alto poder poluente principalmente para a fauna e flora aquática e um 

veículo de constante reintrodução de microrganismos da fermentação para o solo e 

vice-versa. (DA SILVA et al., 2007).  

A composição química da vinhaça varia de acordo com os fatores ambientais, 

como composição da matéria prima e processos operacionais empregados pela 

usina de etanol (LIMA et al., 2017). Esta é composta principalmente de matéria 

orgânica sob a forma de ácidos orgânicos e minerais em grande quantidade como 

potássio, nitrato, magnésio e cálcio, sendo as altas concentrações de potássio que 

fazem com que a vinhaça seja bastante utilizada como fertilizante nas plantações de 

cana- de- açúcar (DA SILVA et al., 2016; PARSAEE et al., 2019). Na tabela 1, 

podemos ver os componentes químicos da vinhaça proveniente da fermentação de 

diferentes mostos, no qual a vinhaça derivada do melaço possui uma maior 

quantidade de matéria orgânica e minerais, comparada com as que são provindas 

do caldo de cana e do mosto misto. Em relação aos minerais, o potássio é o 

elemento que predomina nos tipos três mostos, subsequentemente estão cálcio, 

sulfato, nitrogênio, magnésio e fósforo. 

De modo consequente, a presença de açúcares residuais provenientes da 

água de lavagem da cana - de- açúcar juntamente com composições adequadas de 

minerais deve propiciar ambiente favorável nas lagoas de tratamento de vinhaça que 

promovam a propagação de micro-organismos que vêm com a própria água de 

lavagem. Portanto, a sua utilização no processo de fertirrigação dos nas plantações 

de cana- de–açúcar pode aumentar a população e atividade microbiana nos solos 
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fertirrigados (DA SILVA et al., 2016). Basílio et al (2008), isolaram e identificaram 24 

espécies de leveduras em diferentes destilarias de bioetanol no nordeste brasileiro 

que utilizam o caldo ou melaço da cana-de açúcar como matéria prima do processo 

de fermentação, e dentre algumas das espécies isoladas estava a Pichia caribbica, 

atualmente denominada Meyerozyma caribbica (VAUGHAN–MARTINI et al., 2005).  

 
Tabela 1 - Composição química média da vinhaça oriunda de diferentes mostos.  

Elementos Melaço Caldo Misto 

pH 4,2 – 5,0 3,7 – 4,6 4,4 – 4,6 

Temperatura (°C) 80 – 100 80 - 100 80 – 100 

DBO (mg/L O2) (¹) 25.000 6.000- 16.500 19.800 

DQB (mg/L O2) (²) 65.000 15.000 – 33.000 45.000 

Sólidos totais (mg/L) 81.500 23. 700 52.700 

Sólidos voláteis (mg/L) 60.000 20.000 40.000 

Sólidos fixos (mg/L) 21.500 3.700 12.700 

Nitrogênio (mg/L N) 450 – 1.610 150-700 480-710 

Fósforo (mg/L P2 O5) 100 – 290 10 - 210 9-200 

Potássio (mg/L K2O) 3.740 – 7.830 1.200 – 2.100 3.340- 4.600 

Cálcio (mg/L CaO) 450 – 5.180 130 – 1.540 1.330 – 4.570 

Magnésio (mg/L MgO) 420 – 1.520 200- 490 580 – 700 

Sulfato (mg/L SO4) 6.400 600 – 760 3.700 – 3.730 

Carbono (mg/L C) 11. 200 – 22. 900 5.700 – 13.400 8.700 – 12.100 

Relação C/N 16 – 16,27 19,7 – 21,07 16,4 – 16,43 

Matéria orgânica 

(mg/L) 
63.400 19.500 3.800 

Subst. Redutora (mg/L) 9.500 7.900 8.300 

(1) DBO: Demanda bioquímica de oxigênio          Fonte: PRADA et. al., 1998.  
(2) DQO: Demanda química de oxigênio  
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2.5 METABOLISMO DO NITROGÊNIO  

 

O nitrogênio é um dos elementos químicos essenciais para os organismos 

vivos, e as leveduras são capazes de utilizar uma variedade de compostos 

orgânicos como fonte de nitrogênio (SIVERIO, 2002). As leveduras beneficiam-se de 

uma ampla diversidade de compostos nitrogenados, como os aminoácidos, amônio, 

bases nitrogenadas e peptídeos, que podem estar disponíveis no meio ao qual 

poderá favorecer a sua vitalidade em um amplo espectro de ambientes (GODARD et 

al., 2007). Contudo, nem todas as fontes de nitrogênio proporcionam um 

crescimento celular de modo igual e eficiente (DOS SANTOS et al., 2013). 
Além de poderem sintetizar intrinsecamente todas as moléculas nitrogenadas 

essenciais para a sua subsistência. As leveduras quando estão em boas fontes de 

nitrogênio possuem um crescimento relativamente maior do que as que estão em 

pobres fontes (TER SCHURE et al., 2000). Dentre as substâncias que são 

consideradas como boas fontes de nitrogênio podemos destacar a amônia, 

asparagina, glutamina e glutamato, pois elas induzem à altas taxas de crescimento 

celular (DE CRAENE et al., 2001). Entretanto, a ureia, assim como a prolina são 

descritas como fontes pobres de nitrogênio (DAS E BHAT, 2005).  

As fontes de nitrogênio assimiladas pelas leveduras são convertidas 

intracelularmente em amônio para produzir em seguida o glutamato e, 

subsequentemente, a glutamina (MAGASANIK E KAISER, 2002). Esses dois 

aminoácidos exercem a função de doadores de nitrogênio para todos os outros 

compostos que possuem nitrogênio na célula, e em conjunto com a amônia, formam 

a via do metabolismo central do nitrogênio (Figura 4) (MAGASANIK, 1992). Os 

compostos nitrogenados adentram as células por meio de proteínas transportadoras 

transmembranares, as permeases, que são codificadas pelos genes GAP1, MEP1 e 

PUT4; onde irão direcionar essas moléculas nitrogenadas para reações de 

biossíntese ou catabolismo dentro da célula para que ocorra a liberação de 

nitrogênio na forma de amônio e, em seguida, formar o glutamato e a glutamina (DE 

BARROS PITA, 2009; PEÑA MORENO, 2017). 
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Figura 4 - Metabolismo Central do Nitrogênio.  

Extraído de: Peña Moreno, 2017  

 

 Nas células de Saccharomyces cerevisiae, a síntese do glutamato dá-se pela 

ação enzimática da glutamato desidrogenase dependente de NADPH (NADPH-

GDH), codificada pelo gene GDH1 (GUEIROS, 2006). A combinação do íon amônio 

com o alfa-cetoglutarato sob a ação da NADPH-GDH forma o glutamato (PARENTE, 

2017). Em seguida, o glutamato será convertido em glutamina mediante a 

incorporação de outro íon amônio, por gasto de ATP, pela enzima glutamina 

sintetase (GS) produzida no gene GLN1 (MINEHART E MAGASANIK, 1992; PEÑA 

MORENO, 2017). Dependendo das fontes de nitrogênio no meio, poderá ocorrer a 

utilização de outras vias de assimilação: no meio em há glutamina como única fonte 

de nitrogênio, a enzima glutamina desidrogenase, oriunda do gene GLT1, poderá 

fazer a conversão da glutamina em glutamato; no meio em que há glutamato como 

única fonte, a enzima glutamato desidrogenase, produto do gene GDH2, irá 

degradar o glutamato em alfa-cetoglutarato e NH4+ (GUEIROS, 2006). O íon amônio 

dessa desaminação oxidativa irá para a síntese do glutamato (PARENTE, 2017).  
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2.5.1 Fontes de nitrogênio 
 

As leveduras são células capazes de assimilar uma ampla variedade de 

fontes de nitrogênio. Fontes estas, que podem ser classificadas como primárias ou 

preferenciais, e em secundárias ou não preferenciais, conforme as taxas de 

crescimento celular observadas em um meio contendo glicose (MAGASANIK E 

KAISER, 2002). Em tese, os meios com fontes de nitrogênio prontamente utilizáveis 

propiciam uma taxa de crescimento celular superior daqueles que contêm outras 

fontes de nitrogênio que necessitam de reações complementares para serem 

assimiladas (CONTERNO et al., 2006; GODARD et al., 2007). 

O crescimento das leveduras pode ser limitado quanto à disponibilidade de 

fontes primárias de nitrogênio em ambientes onde elas possam se desenvolver, 

podendo ser esses naturais, artificiais e industriais (PRETORIUS, 2000; 

RODRIGUES et al., 2016). Deste modo, na ausência dessas fontes, elas são 

capazes de utilizar fontes secundárias em prol do seu crescimento celular 

(MAGASANIK E KAISER, 2002). 

A adaptação das células em diferentes condições ambientais é possibilitada 

devido a um complexo sistema regulatório do metabolismo do nitrogênio 

desenvolvido pelas leveduras, no qual garante o uso da melhor fonte de nitrogênio 

disponível. Esse sistema é exercido por um mecanismo de controle transcricional, 

denominado de repressão catabólica do nitrogênio, que vai atuar na repressão ou na 

indução de genes, dispensáveis ou indispensáveis em um determinado momento 

para garantir a melhor fonte de nitrogênio a ser utilizada (MINEHART E 

MAGASANIK, 1992; COOPER, 2002).  

Quanto à utilização de fontes secundárias de nitrogênio, algumas leveduras 

não são capazes de assimilar determinadas fontes, por exemplo, o nitrato e/ou 

nitrito, sendo assim, uma assimilação restrita a poucas espécies de diferentes 

gêneros (SIVERIO, 2002). Dessa forma, essas fontes só serão assimiladas quando 

não houver a disponibilidade de fontes preferenciais no meio, fazendo com que 

ocorra a expressão de genes codificantes de proteínas que estão envolvidas na 

assimilação de fontes secundárias de nitrogênio (GEISSELER et al., 2010; DE 

BARROS PITA et al., 2013). 
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2.5.2 Fisiologia da assimilação do nitrato  
 

A assimilação do nitrato em leveduras ocorre de forma semelhante a outros 

micro-organismos. O NO3- (nitrato) adentra a célula por meio de transportadores de 

nitrato e, no meio intracelular, o NO3- passa por duas reações de redução: de NO3- a 

NO2- (nitrito) por intermédio da enzima nitrato redutase; e do NO2- a NH4+ (amônio) 

pela ação do nitrito redutase (Figura 5) (DE BARROS PITA, 2009).  

 
 

Figura 5 - Via de assimilação do nitrato em leveduras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Extraído de: Siverio, 2002.  

 

 

Ávila et al (1998) deram início aos primeiros estudos moleculares da 

assimilação de nitrato em leveduras utilizando espécies de Hansenula polymorpha, 

por meio da clonagem do gene YNR1 que codifica a enzima nitrato redutase. No 

século seguinte, com os avanços da biologia molecular, foi possível obter o 

sequenciamento do genoma da espécie Dekkera bruxellensis, até então, descrita 

como não assimiladora de nitrato e, em virtude desse estudo, foram identificados 

genes que fazem parte da via de assimilação de nitrato nessa levedura (WOOLFIT 

et al., 2007). Por conseguinte, os estudos realizados elucidaram as funções dos 

genes relacionados com a assimilação do nitrato: o gene YNT1 é o responsável por 
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codificar as proteínas que permite a entrada do NO3- à célula; o YNR1 é o gene que 

codifica a enzima nitrato redutase que faz a redução do NO3- a NO2-; e o gene YNI1 

codifica a enzima nitrito redutase, que reduz o NO2- a NH4+ (ÁVILA et al., 1995; DE 

BARROS PITA, 2009). Em H. polymorpha e D. bruxellensis, leveduras capazes de 

assimilar nitrato, os genes que estão envolvidos nesse processo de assimilação são 

imprescindíveis na regulação dessa via metabólica (BOER et al., 2009; DE BARROS 

PITA, 2009).  

De Barros Pita et al (2011) por meio de estudos de expressão gênica e de 

consumo, evidenciaram que a linhagem GDB248 de D. bruxellensis é capaz de 

assimilar nitrato, e que as características do processo de assimilação corroboram 

com os estudos realizados com H. polymorpha e fungos filamentosos no que se 

refere ao mesmo modo de expressão dos genes envolvidos nesse processo. 

Portanto, devido a maioria das leveduras, a exemplo do gênero Saccharomyces, 

serem incapazes de assimilar nitrato (DE BARROS PITA, 2009). Esta pode ser uma 

das razões, em relação aos poucos estudos voltados a essa via de assimilação, se 

comparado aos fungos filamentosos (MARZLUF, 1997; WONG et al., 2008).  

 

 

2.6  A LEVEDURA MEYEROZYMA CARIBBICA  

 

 Meyerozyma caribbica é uma das espécies de leveduras que faz parte do 

complexo de espécies da Meyerozyma guilliermondii, e está classificada como 

pertencente ao filo Asmomycota; classe Saccharomycetes; ordem 

Saccharomycetales; família Debaryomycetaceae e gênero Meyerozyma 

(VAUGHAN–MARTINI et al., 2005). Essa levedura corresponde a fase anamorfo da 

Candida fermentati isolada de vários substratos, que vão desde o solo aos 

artrópodes e aos pacientes hospitalizados em diferentes regiões do mundo (Figura 

6) (BRANDT E LOCKHART, 2012; AMORIM et al., 2018).  

Ambas as espécies, Meyerozyma caribbica e Meyerozyma guilliermondii, 

pertencem a um mesmo clado genético no qual apresentam características 

fenotípicas similares. Contudo, essas leveduras possuem distinções mínimas de 

nucleotídeos no domínio D1/D2 do gene 26S do DNA ribossomal (VAUGHAN-

MARTINI et al., 2005; VILLA–CARVAJAL et al., 2006; MARTINI et al., 2016). 
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Figura 6 - Células do isolado RAC Meyerozyma caribbica em meio YPD (microscopia de 

contraste de fase). 

Fonte: Imagem do autor.  

 

A utilização da Meyerozyma caribbica em aplicações biotecnológicas é 

relevante, sobretudo na produção de bebidas alcoólicas, como a cachaça, por 

produzirem compostos voláteis, tais como os ácidos orgânicos, os álcoois superiores 

e os ésteres que dão qualidades organolépticas à bebida conforme as suas 

concentrações (GONÇALVES et al., 2017). A utilização da Meyerozyma caribbica 

não está restrita apenas aos processos fermentativos, considerando a sua eficácia 

como biocontrolador do Colletotrichum gloeosporioides em plantações de manga e 

abacate (BAUTISTA-ROSALES et al., 2013; IÑIGUEZ-MORENO et al., 2020). A 

eficiência da M. caribbica em produzir etanol e outros compostos orgânicos, já foi 

evidenciada por Vila Nova et al (2009). Posto que os rendimentos obtidos tenham 

sido bem menores do que os de S. cerevisiae, a capacidade de fermentar torna essa 

levedura um micro-organismo interessante para utilização em processos 

fermentativos industriais. 
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1  ÁREAS DE COLETA 

 
Amostras de solos de áreas fertirrigadas e não fertirrigadas com vinhaça 

foram coletadas em uma fazenda com cultivo de cana-de-açúcar da Usina Japungu, 

localizada no município Santa Rita, Paraíba. A partir do mapa da fazenda, foram 

definidas as áreas de coleta com dez pontos de coleta em cada área para compor 

uma amostra composta. As amostras do solo foram coletadas em uma profundidade 

(0 a 20 cm) no mês de março de 2019 e acondicionadas em sacos plásticos estéries 

etiquetados com as informações da área de coleta e, em seguida, transportadas em 

caixa térmica sob refrigeração (entre 2° C a 8° C) para o Laboratório de Genética de 

Micro-organismos da UFPE (Universidade Federal de Pernambuco).  

 

3.2  ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS DOS SOLOS 

Amostras de 50 g de cada solo foram suspensas em 250 mL de meio W-L 

Nutrient Medium (WLN) modificado (SILVA, 2015), em meio líquido composto por: 

YNB w/o (Yeast Nitrogen Base sem aminoácidos e sem sulfato de amônio – 1,7 g/l); 

glicose (20 g/L); NaNO3 (Nitrato de sódio - 6,43 g/L) e uma combinação de 

antimicrobianos: ácido nalidíxico, ampicilina, cloranfenicol (todos na concentração de 

100 µg/mL) e cicloheximida (5 mg/L) em frasco do tipo Erlenmeyer de 500 ml. O 

meio de líquido foi acidificado com ácido sulfúrico (50% diluído em água) para obter 

o pH 3,5. A solução foi esterilizada com o filtro da KASVI (modelo K18-230) contento 

porosidade de 0,22 µm. Os frascos com o meio de cultura e os solos foram 

submetidos à agitação a 160 rpm, 30 °C por 24 horas. Após esse período, foram 

realizadas diluições em série até 10-3 do sobrenadante da suspensão em solução 

salina esterilizada (0,85%). 

A partir de cada diluição foi transferido 0,1 mL para placas de Petri contendo 

W-L Nutrient Medium (WLN) com NaNO3 (Nitrato de sódio - 6,43 g/L) e o inóculo foi 

distribuído sobre os meios com o auxílio da alça de Drigalsky. As placas em 

(triplicata) foram incubadas a 30 ºC por até cinco dias. Após esse período, foi 

efetuada a seleção das colônias que cresceram sobre o meio de cultura, conforme 

as características morfológicas de tamanho, cor, forma e textura para leveduras. As 
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colônias selecionadas foram isoladas no em meio YPD (10 g/L de extrato de 

levedura, 20 g/L de peptona, 20 g/L de glicose, 20 g/L ágar-ágar) sólido e incubadas 

a 30 °C por até cinco dias para obter de colônias puras. 

 

3.3  IDENTIFICAÇÃO DAS LEVEDURAS ISOLADAS  

 
3.3.1 Extração do DNA das leveduras  

 

O protocolo de extração foi adaptado de Vila Nova et al. (2009). Inicialmente, 

as leveduras foram transferidas para frascos do tipo Erlenmeyer de 150 mL, 

contendo 50 mL de meio YPD (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona, 20 

g/L de glicose) líquido e incubadas 30° C por 16 horas a 160 rpm. Amostras de 1,0 

mL de cada cultura foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e centrifugadas 

por 10 minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi descartado e 600µL do tampão de 

extração (Tris-HCl 200mM pH 8.0; NaCl 250mM; EDTA 25Mm; SDS (Dodecil Sulfato 

de Sódio) 10%) foi adicionado em cada microtubo e, em seguida, incubados a 65°C 

durante 10 minutos, homogeneizando a cada 5 minutos. Após o período de 

incubação, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 10.000 rpm em 

temperatura de 4°C. Após a centrifugação, foram transferidos 500 µL do 

sobrenadante para microtubos novos de 1,5 mL, e a esses foram adicionados 300 

µL de solução de homogeneização e 10 µL de solução de Proteinase K (PK). O 

material foi incubado a 56 °C durante 30 minutos e, em seguida foi adicionado 200 

µL de tampão de lise. A extração e purificação do DNA das amostras foram 

realizadas de forma automatizada por meio do Kit “DNA IQ Casework Pro Kit for 

Maxwell” e do equipamento Maxwell® 16 da Promega. Nos cartuchos do Kit foram 

colocados 425 µL do material e, em seguida, foi colocado no equipamento para 

obter o DNA extraído e purificado. Ao final do processo, o DNA foi eluído em 50µl no 

tampão de eluição, quantificado em Nanodrop e mantido a – 20°C.  

A extração do DNA do material foi verificada por eletroforese em gel de 

agarose 1% em TBE 0,5X (Tris-Borato-EDTA) utilizando 5 µL do DNA total extraído 

de cada isolado com o marcador de peso molecular de 1kb (Invitrogen) sob uma 

voltagem 75 V por 60 minutos e, em seguida, visualizados em transiluminador de luz 
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UV. A quantificação do DNA foi realizada por meio de espectrofotometria utilizando o 

comprimento de onda de 260 nm em aparelho Nanodrop (Thermo scientific).  

 

3.3.2 Amplificação de fragmentos do DNA e sequenciamento 

 

Para identificar os espécimes foi realizada amplificação da região ITS do DNA 

ribossômico, onde o locus ITS1-5.8s-ITS2 foi amplificado utilizando os primers ITS4 

(5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´) e ITS5 (5´-GGAAGTAAAAGTCGTAACAA-3´) 

(BASÍLIO et al., 2008). A amplificação das regiões dos domínios D1/D2 do gene 26S 

do rDNA das leveduras foram realizadas utilizando os primers NL1 (5´-

GCATATCAATAAGCGGAGAAAAG-3´) e NL4 (5´-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3´) 

(DE SOUZA LIBERAL et. al. 2007; SILVA, 2015). As reações de PCR (Reação em 

cadeira da polimerase) foram realizadas em volumes finais de 25 μL contendo: 

MgCl2 (1,25 mM), dNTPs (10 mM cada), Taq DNA polimerase (500 U), Tampão 

(1X), Primers (5 mM cada) e DNA (2 ng/µL). A PCR foi realizada em termociclador 

de acordo com os seguintes parâmetros de ciclagem: desnaturação inicial a 94°C 

por 5 min, seguido por 35 ciclos com desnaturação a 94°C durante 30 segundos, 

anelamento a 55°C durante 1 min, e extensão a 72°C durante 1min, com uma 

extensão final a 72°C por 5 min. A eletroforese dos fragmentos amplificados foi feita 

eletroforese em gel de agarose 1% em TBE 0,5X (Tris-Borato-EDTA) sob voltagem 

de 75 V por 60 minutos. Posteriormente, os produtos da PCR foram visualizados em 

transiluminador de luz UV, para verificação do padrão de amplificação das amostras 

perante aos primers testados.  

Os amplicons foram purificados com uso do kit Wizard® PCR Preps DNA 

Purification System (Promega), seguindo as instruções do fabricante. As amostras 

foram enviadas para a plataforma de sequenciamento e Expressão Gênica do 

Centro de Ciências Biológicas (CB) – UFPE. Os cromatogramas foram analisados 

utilizando o programa BioEdit (v7.2.6) para montar as sequências que foram 

analisadas utilizando a ferramenta BLASTn, nucleotídeo a nucleotídeo, no banco de 

dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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3.3.3 Análises filogenéticas  
 

As sequências dos isolados de Meyerozyma caribbica foram inicialmente 

comparadas com sequências próximas através de pesquisa BLASTn no banco de 

dados GenBank do NCBI. Foi realizado um alinhamento usando gene 26S do rDNA 

e as sequências de referência recuperadas no mesmo banco de dados, alinhadas na  

Interface online do MAFT v.7 (KATOH E STANDLEY, 2013), e editadas 

manualmente no MEGA v.7 (KUMAR et al., 2016). As análises bayesianas foram 

realizadas com 1 x 106 gerações usando MrBayes 3.2.7 (RONQUIST E 

HUELSENBECK, 2003) localizado no portal CIPRES Science Gateway (MILLER et 

al., 2010), com modelos de substituição gerados utilizando MrModel 2.3 

(NYLANDER et al., 2004). As análises filogenéticas foram feitas através da 

probabilidade máxima (ML) utilizaram RAxML-HPCE no XSEDE 8.2.12 e no portal 

CIPRES Science Gateway (STAMATAKIS, 2014) com parâmetros padrão 

conduzidos com 1000 réplicas de bootstrap. A árvore foi visualizada no FigTree 

v.144.  
 

3.4 TESTES DE ASSIMILAÇÃO DE FONTES DE CARBONO E NITROGÊNIO EM 

MEIO SÓLIDO 

 

Os isolados das leveduras selecionadas juntamente com as linhagens JP1 de 

Saccharomyces cerevisiae (controle negativo de levedura não assimiladora de 

nitrato) e GDB 248 de Dekkera bruxelensis (controle positivo de levedura 

assimiladora de nitrato) foram submetidas a testes de assimilação de fontes de 

carbono e nitrogênio (DE BARROS PITA et al., 2011). Inicialmente, as leveduras 

foram crescidas em frascos do tipo Erlenmeyer contendo o meio YPD líquido, e 

colocadas em estufa a 30 ºC por 24 horas a 160 rpm. Após o período de 

crescimento, foi realizada a leitura da turbidez a fim de se avaliar a concentração 

celular.  

Em seguida, as células foram ajustadas para uma concentração com 

densidade óptica (D.O.600nm) em torno de 0,1 e 0,01 para que para que alíquotas de 

10 µl fossem inoculadas em placas de Petri contendo o meio YNB w/o (Yeast 

Nitrogen Base sem aminoácidos e sem sulfato de amônio – 1,7 g/L); fontes de 

carbono (glicose ou xilose - 20 g/L); fontes de nitrogênio o NaNO3 (nitrato de sódio - 
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6,43 g/L) e (NH4)2SO4 (sulfato de amônio – 5 g/L). As placas foram incubadas em 

estufa a 30 ºC durante 72 horas. O crescimento das leveduras foi observado por 

meio de análise semiquantitativa, e as leveduras que apresentaram crescimento 

mostraram ser capazes de assimilar as fontes de carbono e nitrogênio ofertadas no 

meio (VAUGHAN-MARTINI E MARTINI, 1993). 

 

3.5 TESTE DE TOLERÂNCIA E CRESCIMENTO EM MEIOS DE CULTURA 

LÍQUIDOS E SÓLIDOS COM BAIXO POTENCIAL HIDROGENIÔNICO  

 

Os isolados de Meyerozyma caribbica foram colocados em meio 50 ml de 

meio W-L Nutrient Medium (WLN) modificado (SILVA, 2015), em meio líquido 

composto por: YNB w/o (Yeast Nitrogen Base sem aminoácidos e sem sulfato de 

amônio – 1,7 g/l); glicose (20 g/L); NaNO3 (Nitrato de sódio - 6,43 g/L) e uma 

combinação de antimicrobianos: ácido nalidíxico, ampicilina, cloranfenicol (todos na 

concentração de 100 µg/mL) e cicloheximida (5 mg/L), acidificado com ácido 

sulfúrico (50% diluído em água) para obter diferentes variações de pH (3,5, 3,0, 2,5 

e 2,0). A solução foi esterilizada com o filtro da KASVI (modelo K18-230) contento 

porosidade de 0,22 µm. Os frascos de Erlenmeyer com o meio de cultura e as 

células foram submetidos à agitação de 160 rpm, 30 °C por 24 horas. Após esse 

período, 0,1 mL da suspensão de células foram transferidos para placas de Petri 

contendo W-L Nutrient Medium (WLN) com NaNO3 (Nitrato de sódio - 6,43 g/L) e pH 

variáveis (3,5, 3,0, 2,5 e 2,0), onde os inóculos foram distribuídos sobre os meios 

com o auxílio da alça de Drigalsky. As placas em (triplicata) foram incubadas a 30 ºC 

por até 72 horas. Após esse período, foi observado o crescimento das leveduras em 

meio sólido em todos os pH ajustado. 

 
3.6 ENSAIOS DE FERMENTAÇÃO  

 

Para os experimentos de fermentação, as células foram crescidas em 200 ml 

de meio YPD líquido, e coletadas até atingirem quantidade suficiente de biomassa 

inicial. As células foram coletadas por centrifugação e, em seguida, lavadas com 

solução salina esterilizada (0,85%). Os ensaios das fermentações que simulam as 

condições industriais foram realizados com 10% (m/v) de biomassa celular em meios 

sintéticos compostos por YNB w/o (Yeast Nitrogen Base sem aminoácidos e sem 
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sulfato de amônio – 1,7 g/L); fontes de carbono (glicose e/ou xilose - 40 g/L e glicose 

e/ou xilose - 20 g/L) fontes de nitrogênio o NaNO3 (nitrato de sódio - 6,43 g/L) e 

(NH4)2SO4 (sulfato de amônio – 5 g/L) por 120 horas a 30 °C em condições mínimas 

de oxigênio sem agitação. As amostras de cada tempo de fermentação foram 

centrifugadas e os sobrenadantes filtrados em filtros com porosidade 0,22 μm 

(Millipore) para determinação da concentração do açúcar residual e dos metabólitos 

produzidos, por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) em equipamento 

Agilent Technologies 1200 Series com a coluna modelo HPX87H (BioRad) em fase 

móvel de ácido sulfúrico a 5 mM, a 45 ºC. Para determinação das concentrações, foi 

utilizada uma curva de calibração do metabólito em solução padrão. Os parâmetros 

fermentativos foram calculados segundo descrito por Leite et al (2013). Os 

experimentos foram realizados em triplicatas.  
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4  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 ANÁLISE DE IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS  

 

Um total de oito isolados de leveduras foram obtidos das duas áreas 

estudadas (Tabela 2), que foram identificados por meio da caracterização 

morfológica, amplificação dos locus ITS, amplificação e sequenciamento das regiões 

dos domínios D1/D2 do gene 26S do rDNA. A identificação das leveduras seguiu 

com base nos critérios propostos por Kurtzman e Robnett (1998) que considerou o 

limite mínimo de 99% de similaridade das sequências consultadas com as 

sequências tipo depositadas no banco de dados GenBank do NCBI. Essa análise foi 

realizada a partir do algoritmo de alinhamento local da sequência de nucleotídeos 

gerando o valor do percentual de similaridade (S) entre duas sequências, neste 

caso, a sequência dos isolados em relação à sequência da linhagem-tipo da espécie 

(Tabela 2).  

 
Tabela 2- Identificação dos isolados procedentes das amostras dos solos e sua identificação 

por meio do porcentual de similaridade com a linhagem-tipo da espécie. 

Isolado Substrato Identificação S (%) 

W13 Solo fertirrigado Meyerozyma caribbica 100 

RAC Solo fertirrigado Meyerozyma caribbica 100 

53T2 Solo fertirrigado Meyerozyma caribbica 100 

RAF Solo fertirrigado Meyerozyma caribbica 100 

CA3 Solo não fertirrigado Meyerozyma caribbica 100 

BE4 Solo não fertirrigado Candida maltosa 100 

ZB2 Solo fertirrigado Rhodotorula toruloides 100 

RA1 Solo não fertirrigado Blastobotrys raffinosifermentans 100 
  

Assim, totalizaram-se quatro espécies identificadas a partir do crescimento 

em meio de cultura seletivo contendo nitrato de sódio como única fonte de 
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nitrogênio, sendo uma espécie encontrada apenas na área de solo fertirrigado com 

vinhaça, duas em área de solo não fertirrigado e uma espécie em ambas as áreas.  

Candida maltosa é uma espécie de leveduras oriunda do solo (SLÁVIKOVÁ E 

VADKERTIOVÁ, 2003; MONTEIRO MOREIRA E MARTINS DO VALE, 2020) 

pertencente ao filo Asmomycota; classe Saccharomycetes; ordem 

Saccharomycetales; família Saccharomycetidae e gênero Candida (Index Fungorum, 

2020). Foi descrita pela primeira vez por Komagata et al. (1964) e, embora não seja 

uma espécie patogênica (FERNANDES et al., 2016) é uma espécie de alto interesse 

acadêmico e industrial (WOLF, 2012).  

Rhodotorula toruloides pertence ao filo Basidiomycota; classe 

Microbotryomycetes; ordem Sporidiobolales; família Sporidiobolaceae e gênero 

Rhodotorula (Index Fungorum, 2020). É uma levedura que por ser capaz de 

acumular lipídios até 70% em sua biomassa, é bastante utilizada em processos 

biotecnológicos como na produção de lipídios e carotenoides (JOHNS et al., 2016; 

TIUKOVA et al., 2019).  

Blastobotrys raffinosifermentans é uma levedura oleaginosa que faz parte do 

filo Ascomycota; classe Saccharomycetes; ordem Saccharomycetales; família 

Trichomonascaceae e gênero Blastobotrys (Index Fungorum, 2020). A sua utilidade 

na indústria também está ligada a produção de lipídios (THOMAS et al., 2019).  

Meyerozyma caribbica é classificada como pertencente ao filo Asmomycota; 

classe Saccharomycetes; ordem Saccharomycetales; família Debaryomycetaceae e 

gênero Meyerozyma (Index Fungorum, 2020). Essa levedura já foi isolada de vários 

substratos, incluindo solos em diferentes regiões do mundo (BRANDT E 

LOCKHART, 2012; AMORIM et al., 2018). 

Com base nesses resultados, os espécimes de Meyerozyma caribbica foram 

selecionados por ser, segundo os registros de dados fisiológicos do banco de 

coleções de culturas do CBS-KNAW (Fungal Biodiversity Centre - Westerdijk Fungal 

Biodiversity Institute) uma espécie de levedura que não assimila nitrato como fonte 

de nitrogênio.  

As análises moleculares da região espaçadora transcrita interna (ITS) e dos 

domínios D1/D2 do gene 26s do rDNA são alternativas rápidas e confiáveis como 

método de identificação de leveduras (AYDIN et al., 2019). Utilizando essas regiões 

do rDNA, N’guessan et al (2011) analisaram a diversidade de leveduras envolvidas 

no processo fermentativo da “Tchapalo”, uma cerveja de sorgo tradicional da Costa 
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do Marfim, na qual a M. caribbica foi a terceira espécie de levedura mais isolada 

nesse processo. E em um trabalho realizado por Vila Nova et al. (2009), também 

fazendo o uso das sequências das regiões dos domínios D1/D2 do rDNA, 

evidenciou-se que a espécie de M. caribbica foi a segunda das leveduras mais 

isoladas em todos os processos de fermentação da produção de cachaças 

artesanais em três alambiques com diferentes níveis tecnológicos no estado de 

Pernambuco. 

Vaughan-Martini et al. (2005) descreveram as espécies do complexo 

Meyerozyma guilliermondii como fenotipicamente indistinguíveis e intimamente 

relacionadas, em especial a M. caribbica e M. guilliermondii. Deste modo, realizamos 

a análise filogenética dos isolados de M. caribbica com base nas sequências dos 

domínios D1/D2 do gene 26S do rDNA dos isolados (Figura 8), que foram agrupadas 

com as sequências dos nucleotídeos de espécies representativas de leveduras 

depositadas no NCBI.  
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Figura 8 - Filograma obtido por inferência bayesiana a partir de análise de 

sequências dos domínios D1/D2 do rDNA demonstrando o posicionamento dos 

isolados de Meyerozyma caribbica de solo em área fertirrigada com vinhaça. A 

Candida lusitaniae (AF172262) foi utilizada como grupo externo.  
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4.2 ANÁLISES DE ASSIMILAÇÃO DE FONTES DE CARBONO E NITROGÊNIO  

 

Seguindo a identificação definitiva das leveduras por meio das análises 

moleculares. Os isolados foram testados para a capacidade de assimilar diferentes 

fontes de carbono e nitrogênio. O presente estudo evidenciou que os cinco isolados 

de Meyerozyma caribbica assimilaram glicose e xilose como fontes de carbono, e 

amônia e nitrato como fontes de nitrogênio. A capacidade de assimilar esses 

açúcares foi comparada com registros de M. caribbica depositada no CBS que 

estavam com informações completas sobre o perfil fisiológico (Tabela 3). 

 
Tabela 3 - Perfil fisiológico comparativo de assimilação dos isolados de Meyerozyma 

caribbica em diferentes fontes de carbono e nitrogênio.  

Código da 
cepa País Substrato 

isolado 

     Assimilação 
Fonte 

Glicose Xilose Amônio Nitrato 

CBS 2022 Japão Ar Sim Sim Sim Não CBS 

CBS 2819 Holanda Água Sim Sim Sim Não CBS(1) 

CBS 5265 Brasil Apêndice 
humano Sim Sim Sim Não CBS 

CBS 5289 Japão Saquê Sim Sim Sim Não CBS 

CBS 5674 Reino 
Unido Ar Sim Sim Sim Não CBS 

CBS 6319 Japão Suco de 
uva Sim Sim Sim Não CBS 

CBS 8302 China Inseto Sim Sim Sim Não CBS 

CBS 8303 China Solo Sim Sim Sim Não CBS 

CBS 9966 Cuba Cana-de-
açúcar Sim Sim Sim Não CBS 

CA3 Brasil  Solo  Sim  Sim  Sim  Sim  Este 
trabalho  

53T2 Brasil  Solo  Sim  Sim  Sim  Sim  Este 
trabalho  

W13 Brasil  Solo  Sim  Sim  Sim  Sim  Este 
trabalho  

RAF Brasil Solo Sim Sim Sim Sim 
Este 

trabalho 
 

RAC (URM8365) Brasil Solo Sim Sim Sim Sim 
Este 

trabalho 

 (1) CBS-KNAW = Fungal Biodiversity Centre - Westerdijk Fungal Biodiversity Institute  
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Este é o primeiro estudo que relata isolados de M. caribbica assimilando 

nitrato como fonte de nitrogênio. O nitrogênio é um elemento constituinte de muitas 

biomoléculas (STOKSTAD, 2016), e um dos nutrientes essenciais para a 

sobrevivência de todos os organismos vivos que, apesar da sua abundância na 

atmosfera como gás dinitrogênio (N2), só será utilizado pelos organismos quando for 

convertido em amônia (NH3) pelos micro-organismos (BERNHARD, 2010). Muitos 

estudos propõem-se em pesquisar a desempenho das leveduras em diferentes 

condições de nitrogênio com o propósito de chegar a uma cinética satisfatória da 

fermentação alcoólica e um produto com qualidade; uma vez que a demanda por 

nitrogênio depende dos teores de açúcares, do tipo da cepa que será utilizada e das 

condições de fermentação (GOBERT et al., 2017).   

Quanto a assimilação das fontes de nitrogênio, o sulfato de amônio e o nitrato 

de sódio foram as fontes utilizadas nesse estudo. Conforme a lista dos registros de 

M. caribbica no CBS na tabela anterior, todas as cepas dessa espécie assimilam 

amônio, mas nenhuma assimila nitrato. No entanto, os isolados deste trabalho foram 

capazes de crescer em meios de cultura sintéticos contendo tanto sulfato de amônio 

como nitrato de sódio como únicas fontes de nitrogênio. Deste modo, verificamos 

que as cepas ensaiadas apresentaram um perfil de assimilação muito semelhante 

ao da linhagem GDB 248 de Dekkera bruxellensis (controle positivo de levedura 

assimiladora de nitrato) (DE BARROS PITA et al., 2011). Logo, esta capacidade em 

assimilar o nitrato pode ter sido decorrente da pressão ambiental, ou seja, o 

ecossistema do solo possivelmente favoreceu a expressão de genes que compõem 

o mecanismo de assimilação do nitrato. Deste modo, esta variável fisiológica da M. 

caribbica pode proporcionar vantagens adaptativas para essas cepas perante outras 

leveduras consideradas não assimiladoras de nitrato, como a Saccharomyces 

cerevisiae durante o processo da fermentação alcoólica (BARBOSA NETO et al., 

2014). Galafassi et al. (2013) caracterizaram o nitrato como uma das fontes mais 

ricas de nitrogênio na natureza, e que várias espécies de leveduras se mostraram 

capazes de assimilar o nitrato e o nitrito, entretanto, é uma via metabólica pouco 

estuda das leveduras.  

Esses dados mostram que os nossos isolados representam o primeiro registro 

de M. caribbica assimiladora de nitrato. Em um estudo recente, realizado por 

Gharieb et al. (2020), cepas da espécie de Meyerozyma guilliermondii assimiladoras 

de nitrato foram isoladas de diferentes habitats (solo, água, folhas, flores, vegetais, 
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casca de frutas, bagaço de cana-de-açúcar e águas de residuais) próximos a uma 

fábrica têxtil em Menoufia Governante, Egito. Com isto, podemos afirmar que a 

capacidade em assimilar nitrato não está restrita a uma única espécie do complexo 

Meyerozyma guilliermondii. 

 Em relação a capacidade de assimilar glicose e xilose como fonte de 

carbono, todos os registros até o momento, incluindo os isolados deste estudo, 

apresentam esse fenótipo. A habilidade dos nossos isolados de M. caribbica em 

assimilar a xilose corrobora com estudos onde outras espécies de leveduras e 

representantes do complexo Meyerozyma guilliermondii foram submetidos a 

condições semelhantes e foram capazes de crescer em meios de cultura contendo 

essa pentose (MARTINI et al., 2016; MATOS et al., 2017; YURKOV et al., 2017; DA 

SILVEIRA et al., 2020). Suranská et al. (2016) propõem que as diferenças entre a 

assimilação e a fermentação de açúcares são parâmetros taxonômicos importantes 

na identificação de leveduras. E os resultados apresentados no presente estudo 

corroboram com outros trabalhos que a glicose é a principal fonte carbono 

assimilada pelas leveduras (KAYIKCI & NIELSEN, 2015; SUKUMARAN et al., 2016; 

DUAN et al., 2019).  

 

4.3 ANÁLISE DA TOLERÂNCIA E CRESCIMENTO DOS ISOLADOS DE 

MEYEROZYMA CARIBBICA EM MEIOS DE CULTURA COM BAIXO PH 

As respostas dos micro-organismos aos diferentes tipos de estresse é um 

caráter de sobrevivência e adaptação diante das condições adversas do ambiente 

(PEREIRA et al., 2012). Considerando que a aplicação da vinhaça no solo cause um 

estresse ao ambiente, principalmente à população microbiana devido a suas 

características físico-químicas. Avaliamos a resistência dos isolados de M. caribbica 

em meios de cultura sintéticos líquido com diferentes variações de pH (entre 2,0 e 

3,5) ajustados com ácido sulfúrico, visando selecionar as leveduras mais resistentes 

ao baixo pH para os ensaios fermentativos.  
Os resultados desta análise mostraram que o isolado (CA3) da área não 

fertirrigada com vinhaça tolerou e cresceu apenas em meios de cultura com pH 3,5. 

Contudo, os isolados (W13, 53T2, RAC (URM8365) e RAF) da área fertirrigada 

foram capazes de tolerarem as condições dos meios de cultura com pH até 2,5 e 

crescer, mostrando-se ser células mais ácido resistentes em comparação as 
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advindas do solo não fertirrigado com vinhaça. Comparamos a tolerância ao 

estresse ácido dos nossos isolados com as cepas da linhagem industrial JP1 de 

Saccharomyces cerevisiae e GDB 248 de Dekkera bruxellensis (Tabela 4).  

As células de M. caribbica não resistiram aos meios com valores de pH menor 

que 2,5. Sendo assim, menos resistente que os já observados em cepas da 

linhagem JP1 de S. cerevisiae. Contudo, observamos que o perfil de tolerância e 

crescimento dos nossos isolados do solo ferritirrigado foram semelhantes ao da 

linhagem de D. bruxellensis GDB 248 (RIBEIRO, 2019). 

Tabela 4 - Perfil de tolerância ao estresse ácido dos isolados de Meyerozyma caribbica em 

comparação a cepas de linhagem JP1 e GDB 248.  

pH JP11 GDB 248 2 CA3 3 W13 3 53T2 3 RAF 3 URM8365 3 

3,5 + + + + + + + 

3,0 + + - + + + + 

2,5 + + - + + + + 

2,0 + - - - - - - 
(1) MELO, 2006 (2) RIBEIRO, 2019 (3) Este trabalho  

 

A área de coleta deste estudo está localizada na zona da mata Paraibana, de 

ordem de solo: argissolo, com média de pH 5,5 (ácido), típico de solos tropicais 

(SILVA et al., 2019). Deste modo, a aplicação da vinhaça nas áreas de plantação de 

cana-de-açúcar torna o solo mais ácido podendo sofrer alterações em seu pH ao 

longo do tempo (DOS SANTOS et al., 2009) que segundo Moreira-De-Sousa (2018), 

a acidez do solo é um dos grandes problemas acarretados ao uso da vinhaça como 

fertirrigante, tornando-o um solo tóxico.  
Embora muitos estudos defendam o uso da vinhaça como um excelente 

fertilizante (SILVA et al., 2014 ;ZANI et al., 2018; BETTANI et al., 2019; CERRI et al., 

2020) outros expõem os riscos e danos que a vinhaça pode causar ao meio 

ambiente, o que torna uma área seletiva aos micro-organismos expostos as 

diferentes condições opoentes do meio, como o pH (CHRISTOFOLETTI et al., 2013; 

ALVES et al., 2015; ORTEGÓN et al., 2016; COELHO et al., 2018). Com isso, a 

utilização da vinhaça na fertirrigação das culturas da cana-de-açúcar pode ter 
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iniciado uma adaptação metabólica a esses isolados de M. caribbica a tolerarem um 

pH muito ácido e, possivelmente, as outras diversidades do meio.  

 

4.4 ANÁLISES DOS ENSAIOS DE FERMENTAÇÃO 
 

Dos quatro isolados que toleraram e cresceram no pH 2,5 do teste, o isolado 

URM8365 foi escolhido para as análises de fermentação em diferentes açúcares 

(glicose e xilose). A habilidade de fermentar esses açúcares também foi comparada 

com os registros de Meyerozyma caribbica depositada no CBS (Tabela 5). Portanto, 

observemos que apenas um registro (CBS 5289) não há informação sobre a 

habilidade de fermentar a glicose, todavia os demais fermentam. Em relação a 

xilose, apenas dois registros (CBS 2819 e CBS 6319) há informações sobre a 

capacidade de fermentar a xilose, que em consonância aos resultados deste estudo, 

não fermentam xilose.  

 
Tabela 5 - Perfil fisiológico comparativo da capacidade de fermentação de glicose e xilose 

dos isolados de Meyerozyma caribbica.  

Código da cepa País Substrato 
isolado 

Fermentação 
            Fonte 

 

Glicose Xilose 

CBS 2022 Japão Ar Sim ND(1) CBS 

CBS 2819 Holanda Água Sim Não CBS(2) 

CBS 5265 Brasil Apêndice humano Sim ND CBS 

CBS 5289 Japão Saquê ND ND CBS 

CBS 5674 Reino Unido Ar Sim ND CBS 

CBS 6319 Japão Suco de uva Sim Não CBS 

CBS 8302 China Inseto Sim ND CBS 

CBS 8303 China Solo Sim ND CBS 

CBS 9966 Cuba Cana-de-açúcar Sim ND CBS 

5XY2 Tailândia Thai starter Sim  Sim  Sukpipat et al., 2017 

URM8365 Brasil Solo Sim Não Este trabalho 
(1) ND = resultado não disponível (2) CBS-KNAW = Fungal Biodiversity Centre - Westerdijk 

Fungal Biodiversity Institute  
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O isolado escolhido foi testado em diferentes condições e concentrações de 

açúcares (glicose e/ou xilose), fontes de nitrogênio (sulfato de amônio e/ou nitrato de 

sódio) sob condição estática durante 120 horas de incubação a 30° C. Os 

parâmetros propostos para análise dos experimentos foram o consumo de açúcares, 

produção de etanol, produção de glicerol e rendimentos.  

De acordo com os resultados observados ao longo do experimento em meios 

de fermentação contendo nitrato de sódio como fonte de nitrogênio (Tabela 6), não 

houve o consumo da xilose e, consequentemente, não houve produção de etanol. 

Com relação a glicose, o consumo total ocorreu em 72 horas de fermentação com 

uma produção de 11,14 g/L de etanol e rendimento de 0,31 g/g-1. Nessa mesma 

condição teve produção de 0,62 g/L de glicerol, apresentando rendimento de 0,02 

g/g-1. Já na fermentação do meio com glicose e xilose como fontes de carbono, 

observou-se que ocorreu o consumo de 4,77 g/L da xilose, e o consumo de toda a 

glicose. A produção de etanol foi de 8,88 g/L e o rendimento de 0,40 g/g-1. Não 

houve produção de glicerol.  

 
Tabela 6 - Parâmetros fermentativos do isolado URM8365 de Meyerozyma caribbica em 

diferentes açúcares e utilizando o nitrato como fonte de nitrogênio.  

Parâmetros Glicose Xilose Glicose + Xilose 

Glicose inicial (g/L) 36,19 (±0,26) - 17,18 (± 0,10) 

Xilose inicial (g/L) - 35,62 (±1,11) 18,80 (±0,51) 

Glicose final (g/L) 0.0 (± 0,00) - 0,0(±0,00) 

Xilose final (g/L) - 35,62 (±1,11) 14,03 (±0,17) 

Etanol produzido (g/L) 11,14 (± 1,91) - 8,88 (± 0,35) 

Glicerol produzido (g/L) 0,62 (± 0,19) - 
- 

Rendimento do Etanol (g/g-1) 0,31 (±0,00) - 0,40 (±0,00) 

Rendimento do glicerol (g/g-1) 0,02 (± 0,40) - 
- 

(±) desvio padrão  
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Na fermentação em meios compostos por sulfato de amônio (tabela 7), 

observou-se assim como na anterior, que não ocorreu o consumo da xilose, apenas 

da glicose. O consumo total da glicose também ocorreu no período de 72 horas de 

fermentação com uma produção de 16,19 g/L de etanol e um rendimento de 0.43 

g/g-1. A produção de glicerol foi de 0,67 g/L e o rendimento de 0,02 g/g-1. Em relação 

a fermentação dos meios contento glicose e xilose, podemos observar que toda a 

glicose foi consumida, e que também ocorreu o consumo da xilose que foi de 4,11 

g/L. A produção de etanol foi de 9,29 g/L e o rendimento de 0.44 g/g-1. Também não 

houve produção de glicerol nesse ensaio.  

 
Tabela 7 - Parâmetros fermentativos do isolado URM8365 de Meyerozyma caribbica em 

diferentes açúcares e utilizando o amônio como fonte de nitrogênio  

Parâmetros Glicose Xilose Glicose + Xilose 

Glicose inicial (g/L) 37,85 (±0,90) - 17,00 (± 0,23) 

Xilose inicial (g/L) - 36,82 (±0,99) 18,95 (± 0,20) 

Glicose final (g/L) 0.0 (± 0,00) - 0,0 (±0,00) 

Xilose final (g/L) - 36,82 (±0,99) 14,84 (±0,31) 

Etanol produzido (g/L) 16,19 (± 1,09) - 9,29 (± 1,73) 

Glicerol produzido (g/L) 0,67 (± 0,12) - 
- 

Rendimento do Etanol (g/g-1) 0,43 (±0,01) - 0,44 (±0,00) 

Rendimento do glicerol (g/g-1) 0,02 (± 0,18) - 
- 

(±) desvio padrão  

 

Tendo em vista que há um número expressivo de leveduras que sejam 

capazes de assimilar a xilose, cerca de 1% destes são hábeis em convertê-la em 

etanol (HAHN-HÄGERDAL et al., 2007) que, embora seja o segundo açúcar mais 

abundante na natureza, é tido como menos desejável para a fermentação (SIEVERT 

et al., 2017). A capacidade de fermentar pentoses não é comum entre os micro-

organismos (KUHAD et al., 2011). A S. cerevisiae é uma das leveduras que não 
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fermentam xilose, e a busca por micro-organismos fermentadores de pentoses é 

uma alternativa promissora para aumentar a produção de etanol (FINNERAN et al., 

2018). 

Os resultados desse estudo aduzem a glicose como a fonte de carbono 

preferencial para ser metabolizada, onde o meio de fermentação contento glicose e 

sulfato de amônio obteve o mesmo rendimento de produção de etanol calculado 

para a cepa de S. cerevisiae linhagem JP1 (Blomqvist et al., 2012). O tempo de 

consumo total da glicose, produção e rendimento do etanol deste estudo foram 

semelhantes aos ensaios de fermentação realizados por Sukpipat et al (2017) 

usando o isolado 5XY2 de M. caribbica em diferentes açúcares. Contudo, os 

resultados foram divergentes quanto a fermentação da xilose.  

A produção de etanol a partir da xilose só foi observada quando a glicose 

estava presente no meio, que pode ser explicado em virtude de uma possível 

deficiência metabólica da célula. Pois, embora a M. caribbica tenham os genes e as 

enzimas envolvidas no processo de fermentação da xilose, hipoteticamente, a célula 

apresenta uma deficiência metabólica que pode ser revertida com a adição de 

qualquer molecular provedora de NADH e/ou NADPH. As leveduras que fermentam 

a xilose possuírem uma xilose redutase dependente tanto de NADH como de 

NADPH (XR, EC 1.1.1.21), que na presença de NADH e/ou NADPH a xilose será 

metabolizada e o etanol será produzido em condições anaeróbicas ou de limitação 

de oxigênio (APEL et al., 2016; SUKPIPAT et al., 2017; VERAS et al., 2017). Deste 

modo, o nosso isolado tem potencial de fermentar a xilose, no entanto, desde que 

seja feito um ajuste metabólico através da adição de glicose no meio para que 

ocorra a fermentação da xilose. A co-fermentação, além de ser uma estratégia 

eficiente para aumentar a produtividade do etanol a partir da biomassa 

lignocelulósica, é uma fase de adaptação necessária de sobrevivência das leveduras 

(MOYSES et al., 2016; CHEN et al., 2018; TRICHEZ et al., 2019).  

Vale destacar que os experimentos realizados em meios contendo sulfato de 

amônio obtiveram maior produtividade e rendimento do etanol. Tropea et al (2016) 

avaliaram a capacidade fermentativa de cepas de S. cerevisiae desenvolvendo 

meios de fermentação minimamente suplementado para a produção de etanol. 

Nesse estudo foi mostrado que os meios contendo sulfato de amônio como fonte de 

nitrogênio obtiveram maiores produção e rendimento do etanol. Isso pode ser 

explicado pelo fato de a amônia ser uma fonte preferencial, devido à conservação de 
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energia para ser assimilada pela célula (XUE et al., 2018). No entanto, os resultados 

dos rendimentos em meio contento nitrato foram inferiores em relação a amônia por 

ser uma fonte de nitrogênio de requer um maior gasto energético para ser 

assimilada (DE BARROS PITA et al., 2011). Hahn-Hägerdal et al (2005) salientaram 

o quanto a composição do meio pode afetar fortemente o estado fisiológico e o 

desempenho de fermentação dos micro-organismos.  

O Glicerol é um dos principais subprodutos formados durante a fermentação 

alcoólica (MATTAM et al., 2013). Cerca de 4 a 5% do carbono metabolizado poderá 

ser destinado à síntese de glicerol durante a fermentação (NAVARRETE et al., 

2014). Podemos observar que a geração de glicerol ocorreu apenas em meios 

contendo glicose como única fonte de carbono, onde as concentrações e os 

rendimentos mantiveram-se equivalentes em ambos os experimentos, 

independentemente das diferentes fontes de nitrogênio. As produções de glicerol 

deste estudo foram inferiores em relação a outros, aos quais apresentaram 

concentrações superiores a 1 g/L (CHEN et al., 2016; NAGHSHBAND et al., 2019; 

VAUDANO et al., 2019). Mutton et al (2019) relata que a produção glicerol e etanol 

são inversamente proporcionais. Vila Nova et al (2009) correlacionaram a síntese 

reduzida de glicerol às baixas concentrações de oxigênio, e esta afirmativa coincide 

com os resultados apresentados, dado que o experimento foi realizado sem 

aeração. No entanto, as concentrações de glicose utilizadas nesse estudo também 

podem ter sido um dos fatores que corroboraram para a baixa produção de glicerol.  
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5  CONCLUSÃO  
 

• Espécimes de Meyerozyma caribbica que assimilam nitrato como fonte de 

nitrogênio estão presetes em solos de área fertirrigada e não fertirrigada com 

vinhaça.  

• Os isolados de M. caribbica de solo da área fertirrigada são capazes de 

tolerar e crescer em pH mais baixo do que as da área não fertirrigada.  

• A cepa URM8365 de M. caribbica não fermentou a xilose em ambos os ensaios 

de fermentação como única fonte de carbono e o  consumo da xilose ocorreu 

apenas quando o meio de fermentação continha glicose.   

• Os experimentos realizados em meios contendo sulfato de amônio 

apresentaram maior produtividade e rendimento do etanol.  

• O fato da Meyerozyma caribbica na literatura não assimilar nitrato, torna esse 

estudo importante por apresentar um novo viés, sendo necessárias mais 

pesquisas visando o melhor entendimento do seu metabolismo energético e 

aperfeiçoar seu potencial biotecnológico para fins industriais.  
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ANEXO A – Relatório obtido no site www.ncbi.nlm.nih.gov para a sequência de 

nucleotídeos da região dos domínios D1/D2 do gene 26S do DNA ribossomal dos 

isolados. 

 

Figura 1. Sequências que formaram percentual de similaridade significativo com o 

isolado W13.  

 

 

Figura 2. Sequências que formaram percentual de similaridade significativo com o 

isolado BE4. 
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Figura 3. Sequências que formaram percentual de similaridade significativo com o 

isolado RAC.  

 

 

 

Figura 4. Sequências que formaram percentual de similaridade significativo com o 

isolado 53T2.  

 

 

Figura 5. Sequências que formaram percentual de similaridade significativo com o 

isolado CA3 
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Figura 6. Sequências que formaram percentual de similaridade significativo com o 

isolado RAF  

 

 

 

Figura 7. Sequências que formaram percentual de similaridade significativo com o 

isolado RA1 

 

 

 

Figura 8. Sequências que formaram percentual de similaridade significativo com o 

isolado ZB2 

 


