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RESUMO

A utilizacdo de material lignocelulésico para a producdo de bicombustiveis requer a
viabilizacdo econdmica dos processos de pré-tratamento e hidrolise da biomassa. Essa
viabilizacdo depende, dentre outros fatores, da selecdo de enzimas hidroliticas (hidrolases) que
apresentem elevada eficiéncia catalitica e baixo custo de producéo, e dentre essas enzimasestao
as celulases e xilanases. Este estudo se prop0s a identificar e caracterizar essas hidrolases
expressas por linhagens de leveduras isoladas do intestino da lagarta Spodoptera frugiperda em
sua fase larval alimentada por folhas de milho. A partir da microbiota intestinalda lagarta, foram
isoladas 46 cepas de leveduras em meios de cultura contendo xilose. Para a atividade celulase,
as leveduras foram submetidas a crescimento celular durante 5 dias em meios sélidos contendo
carboximetilcelulose (CMC) a 30°C. Ao fim deste periodo, o corante vermelho de Congo foi
adicionado as placas para deteccdo da atividade celulolitica através da manifestacdo de halos
sem coloracéo na superficie do meio. Das 46 linhagens testadas, 30 apresentaram halo, e em 6
delas seu didametro variou de 2,0 a 2,7 cm. Como a principal fonte nutritiva disponibilizada foi
CMC, as colbnias de leveduras apresentaram adequacdo morfoldgica, observada através de
pseudo-hifas crescidas sobre o meio solido em placas de Petri. Ja a atividade xilanase foi
avaliada em microplacas de 96 pocos. Os sobrenadantes das células previamente crescidas em
xilana foram adicionados a microplacas contendo 1% deste polissacarideo como substrato da
reacdo. Apo6s 1 h a 50°C, o reagente DNS foi utilizado paraa deteccdo de acucares redutores
formados com a hidrdlise da xilana. Das 46 cepas ensaiadas, quatro apresentaram atividade
xilanolitica, se destacando a CHAP-158 com 0,18 U mL* (umol de xilose min). Quatro das
leveduras apresentaram tanto celulases quanto xilanases, sendo que a CHAP-158 apresentou 0
maior valor combinando das duas atividades, demonstrando potencial biotecnolégico diante dos
polissacarideos presentes em residuos lignocelulésicos.

Palavras-chave: carboximetilcelulose, xilana, enzimas, xilanase, celulase.
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1. INTRODUCAO

No fim de 1973, surgiram fatores adversos ao mercado internacional petrolifero. Nesse
cenario com altas de precos e pouco petroleo disponivel, o Brasil, que dependia
majoritariamente desse produto, passou por uma crise. Nos anos seguintes comegam a surgir
incentivos a fontes alternativas de combustivel, como o Programa Nacional do Alcool
(Proélcool), visando aperfeicoar os métodos ja utilizados para a producdo de etanol e
consequentemente suprir a necessidade interna, tornando o Brasil o maior exportador do
produto no mundo. O pais apresenta caracteristicas propicias para cultivar a cana-de-agucar,
assim como técnicas de producdo de etanol bem desenvolvidas, porém as influéncias de fatores
externos do mercado petrolifero e a incompatibilidade da politica nacional energética ndo
propiciaram um pleno desfecho do Proalcool (ANDRADE et al., 2010; GOLDEMBERG,
2006). Atualmente o etanol é utilizado na forma de combustivel em pequena porcentagem e
também esta presente na forma de aditivo na gasolina; cerca de 25 a 27% de etanol anidro
deve ser adicionado a gasolina (MAPA, 2015), reduzindo assim as emissdes de monoxido de
carbono geradas na queima incompleta do combustivel fossil. Além disso, cabe destacar que a
adicdo de alcool ndo reduz apenas o géas de efeito de estufa mas também mantém a parte interna
do motor mais limpa.

Em decorréncia da massiva utilizacdo dos automoveis movidos a combustiveis fosseis,
0s passivos ambientais gerados de forma crescente tém preocupado a sociedade. Sendo assim,
é necessario analisar e aperfeicoar fontes de bicombustivel renovavel que promovam impactos
cada vez menores no ambiente em que vivemos. A agenda 2030 da Organizacao das Nagdes
Unidas (ONU) tem como um de seus Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) a
energia limpa e acessivel. Desta forma, o bioetanol é alternativa a ser analisada pelo seu elevado
potencial de atender os objetivos de desenvolvimento sustentavel.

No contexto mundial, o Brasil tem uma posicdo de destaque na producéo de etanol de
primeira geracdo (1G) pelo processo de fermentagdo. Sendo atualmente o segundo maior
produtor, o pais ainda é detentor dos maiores rendimentos e produtividade, visto que boa parte
dessa tecnologia €é determinada pela cepa aplicada no processo fermentativo.
Contemporaneamente, a maior parte do etanol que € produzido no Brasil é proveniente do caldo
de cana-de-acUcar e fermentada pela levedura Saccharomyces cerevisiae (LOPES et al., 2016).
A média de producdo anual de etanol de primeira geracdo no pais foi de 29,8 bilhdes de litros
na safra 2020/21 segundo a Companhia Nacional de Abastecimento — Conab (CONAB, 2021).



Em 2009, o Brasil sancionou o Decreto n® 6.961, que aprestou um diferencial nas
exportacdes do etanol brasileiro, pois visava proteger a vegetacdo nativa sensibilizada pelo
desmatamento. O Zoneamento Agroecoldgico da Cana-de-AgUcar proibia o cultivo de cana-
de-acucar em biomas, como a Amazonia e o Pantanal. Entretanto, em 2019, o referido decreto
foi revogado pelo de n° 10.084 (Brasil, 2019), voltando assim, apds 10 anos, a ocorréncia da
expansao do desmatamento dos biomas — ainda que existam alternativas tecnoldgicas e
economicamente viaveis, que demonstrem 0s aspectos sustentaveis do etanol brasileiro ao
mercado internacional.

Essa ampla producéo de etanol 1G deixa como subproduto residual de sua fermentacéo
0 bagaco lignocelul6sico. Aproximadamente 150 milhdes de toneladas desse material sdo
gerados por ano no Brasil (SILVA et al., 2014). Este material rico em lignocelulose, assim como
a palha e a cana-de-acUcar, possui agucares fermentesciveis que ainda podem ser reutilizados
na producdo do etanol de segunda geracdo (2G), ndo sendo necessario aumentar a producéo da
graminea e promovendo um avango ambiental na dire¢do da sustentabilidade.
Quantitativamente, o bioetanol lignocelulésico pode vir a aumentar em até 50% a producao
brasileira apenas utilizando o residuo e sem disputar recursos alimentares e areas produtivas
(STAMBUK et al., 2008; SILVA et al., 2014).

A celulose e a hemicelulose sdo os principais constituintes da biomassa que necessitam
ser hidrolisados de forma eficiente. Dentre as enzimas responsaveis pelo processo de
degradacdo hidrolitica da celulose e da hemicelulose estdo as celulases e as Xxilanases. Os
complexos enzimaticos de celulases apresentam trés atividades: exoglucanase, que atua na
extremidade das fibras da celulose liberando celobiose e glicose; endoglucanase, que age no
interior das fibras de celulose liberando oligossacarideos de diferentes tamanhos; e, B-
glicosidase, que promove a quebra da celobiose e libera moléculas de glicose que podem ser
fermentadas a etanol (LYND et al.,, 2002). Outro constituinte importante na biomassa
lignocelulésica é a hemicelulose, sendo esse, na sua maior parte, representado pela xilana.
Quando completamente hidrolisado, esse polissacarideo libera majoritariamente a pentose
xilose. A hidrélise da xilana é garantida também por um complexo, neste caso com duas
atividades xilanoliticas: endo-p-xilanase, responsavel pela quebra do polimero em oligbmeros
de xilose, e B- xilosidase, que finaliza o processo com a hidrolise dos xilooligossacarideos,
gerando moléculas de xilose livres. Assim, a xilose pode passar para 0 meio intracelular da
levedura para subsequente fermentacdo (DASHTBAN et al., 2009).

Um dos maiores gargalos da producgéo de etanol 2G é o custo elevado dessas enzimas



utilizadas na degradacéo da celulose e da hemicelulose nesse processo, o que torna a producéo
pouco acessivel para as usinas sucroalcooleiras (ADITIYA et al., 2016; MUPONDWA et al.,
2017). Nesse sentido, espécies de animais que tém sua alimentacdo baseada em folhas
(substratos ricos em celulose e hemicelulose) tornam-se potenciais alvos para uma prospeccao
de leveduras celuloliticas e xilanoliticas em sua microbiota. De fato, insetos herbivoros tém
elevada capacidade de degradacéo da celulose e da hemicelulose, tendo uma fungéo importante
na cadeia tréfica de ciclagem de carbono. Vérios insetos herbivoros ao decorrer da evolucéao
desenvolveram tanto capacidade de producdo de enzimas enddgenas quanto simbioses
complexas com microrganismos para garantir a hidrolise da biomassa lignocelulésica
(WATANABE; TOKUDA, 2010; WILLIS; OPPERT; JURAT-FUENTES, 2010; ALVES et
al., 2019).

A espécie de lagarta do cartucho (lagarta militar) Spodoptera frugiperda, inseto da
ordem dos lepidopteros que em sua fase larval alimenta-se exclusivamente de folhas, é uma
praga agricola altamente adepta a uma série de cultivos e a uma gama variada de espécies
vegetais (GALLO, 2002), possuindo um promissor potencial enziméatico de degradacdo
lignoceluldsica em seu intestino. Assim sendo, sua microbiota intestinal deve conter espécies
microbianas capazes de contribuir com a digestdo do material vegetal. Consequentemente é
razoavel considerar que as leveduras presentes no intestino da lagarta fornecam enzimas
hidroliticas capazes de promover a hidrdlise dos polissacarideos presentes na biomassa
lignocelulésica. Como ja foi dito, essas enzimas promovem a decomposicao da celulose e da
hemicelulose presentes na parede vegetal, gerando assim 0s agucares necessarios ao processo
de fermentacdo conduzido pelas proprias leveduras. A producdo de etanol 2G depende,
inicialmente, da hidrélise completa da celulose e da xilana. Atualmente, as celulases e xilanases
empregadas no processo sdo obtidas de fungos filamentosos (ALVES et al., 2019).

No entanto, existe uma gama de espécies de leveduras que habitam outros seres vivos
e seus ecossistemas, e que sdo desconhecidas ou pouco caracterizadas. Uma caracteristica
desses fungos unicelulares (ndo filamentosos) que podem ser isolados de insetos é a sua
excelente capacidade fermentativa, da qual podem ser gerados produtos como o etanol e o xilitol
(BARRETTO et al., 2018; CADETE et al., 2017).

Além dos produtos gerados na fermentacdo, porém, as leveduras também podem
contribuir para o processo com suas hidrolases; autores como XIA et al., (2013), LEE et al.
(2014), FENG et al. (2015), HATEFI et al. (2017), LI et al. (2017) e LIU et al., (2018)



mencionam que essas enzimas foram encontradas em leveduras isoladas do intestino deinsetos,
sendo que a atividade delas foi elevada, apresentando superioridade quando comparadas a
enzimas comerciais e em condi¢fes de pH e temperatura 6tima.

A humanidade integrou as leveduras em seu cotidiano uma vez que algumas linhagens
s&o envolvidas na producio de bebidas, alimentos e produtos quimicos (ALVAREZ-PEREZ,
2022). A levedura modelo Saccharomyces cerevisiae € a mais aplicada nesses processos, pois
cumpre de forma excepcional muitas das fun¢es em que é aplicada (BASSO et al., 2022). Na
producdo de etanol de primeira geracao, a S. cerevisiae é 0 microorganismo mais empregado,
pois tolera altas concentracGes de aclcares contidos no substrato, o pH caracteristicamente
acido do meio, altas concentracdes de etanol alcancadas no fim da fermentacao e alta presséo
hidrostatica provocada pela coluna de liquido nas dornas de fermentacdo (LAGUNAS, 1986;
LANDRY et al., 2006). Essa habilidade na fermentacdo funciona muito bem para muitos
acucares, como a glicose; entretanto, para o etanol lignoceluldsico é necessaria a hidrolise dos
polissacarideos ja mencionados. A levedura S. cerevisiae € a mais utilizada e adaptada aos
processos fermentativos industriais de etanol, porém nao possui as enzimas necessarias para a
degradacéo hidrolitica do material lignocelulésico (CADETE & ROSA, 2018).

Nesse contexto, sdo necessarias investigacdes para otimizar a producdo do etanol 2G,
e isso pode passar pela selecdo de leveduras provenientes do intestino de insetos, que possam
portar essas enzimas necessarias para degradacdo, com intuito de tornar viavel economicamente
a utilizacdo desses residuos lignocelulésicos. Com isso, este estudo sepropds a identificar e
caracterizar enzimas hidroliticas expressas por linhagens de leveduras isoladas do intestino da

lagarta da espécie Spodoptera frugiperda em sua fase larval alimentada por folhas de milho.



2. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Isolamento de leveduras utilizadas

As linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho foram isoladas a partir do intestino
de lagartas Spodoptera frugiperda, que foram cedidas pelo Grupo de Pesquisa em Resisténcia
de Insetos (G-PRI) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As lagartas foram criadas
em condi¢Ges ambientais 6timas, com a temperatura aproximada de 26 °C e umidade relativa
de aproximada de 65% (BARRETTO et al., 2018). A alimentacao das lagartas foi realizada com
folhas de milho ndo BT (milho sem a tecnologia de Bacillus thuringiensis), e, ao atingirem o
5° ou 6° instar (no fim da fase larval), foram submetidas ao processo de dissecacdo, conforme
CADETE et al. (2017). As lagartas foram submersas em etanol 70% durante 1 a 2 minutos.
Posteriormente, foi realizada a lavagem deste material com solucéo salina com concentragao de
0,85% para evitar contaminagdes por microrganismos externos nomomento da retirada do
intestino da lagarta. Apos a esterilizagdo realizada, foi feita uma incisdo no dorso do animal
para a retirada efetiva do intestino, sendo que este foi inserido inteiro em meio de cultura em
Erlenmeyer. O meio de cultura utilizado foi o sintético com 0,67% de base nitrogenada,
0,02% de cloranfenicol e 1% de xilose. Os frascos foram incubados a 30°C por 3-10 dias, sob
agitacdo periddica de 145 rpm. Quando se detectou crescimento celular por turbidez, uma
alcada de células foi estriada por esgotamento em placas de Petri contendo os meios
sintéticoscitados anteriormente, além da adicdo de 2% de agar. As placas foram incubadas a
uma temperatura de 30°C, e as leveduras foram isoladas pela morfologia da col6nia conforme
descrito por TADIOTO et al. (2022). As cepas foram nomeadas conforme cédigo pré-
estabelecido pela colecdo do grupo de pesquisa e permanecem armazenadas a -80°C com 30%
de glicerol no Laboratorio de Bioquimica e Genética da Universidade Federal da Fronteira Sul,

Campus Chapeco.

Triagem de leveduras hidroliticas com vermelho de Congo
A triagem (screening) foi realizada com as 46 (quarenta e seis) cepas que foram isoladas
do intestino de lagartas S. frugiperda. O screening de leveduras celuliticas foi adaptado de
TEATHER & WOOD (1982), RUEGGER; TAUK-TORNISIELO (2004), SARSAIYA et al.
(2018) e CARVALHO et al. (2021).



As leveduras foram pré-cultivadas por 72 h a 30°C em meios ricos (1% extrato de
levedura, 2% de peptona) acrescidos, alternadamente, com 2% (v/v) de glicose, 2% de glicerol,
2% de celobiose, 1% de carboximetilcelulose (CMC) ou 1% de xilana.

Considerando os acUcares utilizados em cada pre-cultivo, as células foram transferidas
para placas de Petri com meios solidos contendo 6,7 g/L de base nitrogenada, 2% de agar e 1%
de carboximetilcelulose (CMC) ou xilana, acrescidos ainda, alternadamente, de 0,5% de
glicose, 0,5% (v/v) de glicerol ou 0,5% de celobiose. Foram feitas também placas com meios
solidos contendo apenas 1% de carboximetilcelulose (CMC) ou xilana. Para verificagdo da
morfologia das col6nias, placas contendo apenas glicose (2%) como fonte de carbono também
foram utilizadas.

Com o auxilio de agulhas de inoculacdo foi realizada uma pequena inciséo
superficialmente no meio s6lido no centro de quadrantes desenhados nas placas. Em cada placa
de Petri, foi pipetado também 1 puL de celulase comercial Cellic CTec2 da Novozymes (diluida
100x) no centro de um dos quadrantes, para controle positivo do método.

As placas foram incubadas por 120 h (5 dias) a 30°C. Com as coldnias formadas, foi
despejado na placa 10 mL de solugdo de vermelho de Congo (2,5 g/L) em tampé&o Tris-HCI
0,1 M, pH 8,0, e incubado por 30 min a 30°C. A solucéo corante foi descartada, realizaram-se
duas lavagens despejando nas placas uma solugcdo de NaCl 0,5 M em tampéo Tris-HCI 0,1 M,
pH 8,0, e as placas foram incubadas adicionalmente por 20 min a 30°C. Os halos formados

em volta das colbnias foram medidos com o paquimetro e registrados com imagens.

Triagem de leveduras xilanoliticas em microplacas de 96 pocos

As cepas de leveduras que foram isoladas do intestino de lagartas S. frugiperda foram
testadas quanto a atividade xilanase em microplacas de 96 pogos com fundo chato a partir de
uma adaptacédo do protocolo desenvolvido por KIM et al. (2014).

As cepas foram previamente cultivadas por 72 h em tubos de ensaio contendo 10 mL
de meio liquido rico (1% extrato de levedura, 2 % peptona) contendo 2% de xilose. Na
sequéncia, foram inoculados 50 pL do pré-cultivo em 5 mL de novo meio liquido (0,1% extrato
levedura, 0,2% peptona) contendo 1% de xilana, onde as células foram incubadas por mais 72
h sob agitacdo de 145 £ 10 rpm e 30°C.

Posteriormente, 1 mL de cada cultura foi transferido para um microtubo e centrifugado

por 3 min a 5.000 rpm. O sobrenadante foi reservado em microtubos no gelo até o fim do



experimento. Foram transferidos 10 puL de sobrenadante para trés pogos da microplaca mantida
em gelo. Foi adicionado 10 pL de meio estéril (0,1% extrato de levedura + 0,2% peptona + 1%
de xilana) ndo inoculado em trés pogos da microplaca, servindo como o controle negativo.
Com o auxilio de uma pipeta multicanal, foram repassados para cada po¢o da microplaca
15 pL de substrato (1% de xilana em tampdo succinato-tris 0,15 M pH 5,0). Para areacgdo de
hidrélise, a placa foi entdo selada com filme plastico e incubada em banho-maria precisamente
por 1 hora a 50°C. Apds essa incubacédo, foram adicionados, em cada pogo da microplaca, 25
UL de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS). Para a preparacao do DNS foi realizada duas solucdes,
uma de acido 3,5-dinitrosalicilico em NaOH 2 M e a outra com tartarato duplo de sddio e
potéassio em agua destilada. A mistura das solugdes resultou em uma concentracdo de 10 g/L
acido 3,5-dinitrosalicilico e 300 g/L de tartarato duplo de sddio e potéssio. Para a curva de
calibracdo foram adicionados concentracfes crescentes de xilose variando de 0 a 2 g/L. Em
seguida, a microplaca foi fervida por 5 minutos e, por fim, foram adicionados 330 pL de agua
para realizar a leitura da microplaca com comprimento de onda de 490 nm (DOS SANTOS et
al., 2017). Com base em uma curva padrao de xilose, os valoresde absorbancia foram utilizados
para calcular os agUcares redutores presentes em cada poco e, subsequentemente, a atividade
enzimatica. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foidefinida como a quantidade de enzima

requerida para liberar 1 pumol de agUcar redutor por minuto nas condic¢des do ensaio.

Analise estatistica
Os resultados das atividades xilanases sdo apresentadas em média * erro padrao de trés
repeticdes. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do Excel. Os dados obtidos
foram analisados estatisticamente para determinar o grau de significancia por meio do teste t

em nivel de probabilidade p < 0,05.



3. RESULTADOS

Isolamento de leveduras utilizadas

A hidrolise da celulose e da hemicelulose assim como a fermentacdo dos agucares
disponiveis as leveduras sdo fatores que limitam a producdo de etanol lignoceluldsico.
Buscando encontrar espécies de leveduras capazes de fornecer hidrolases (celulases e xilanases)
gue possam contribuir com o processo, foram isoladas 46 linhagens de levedurasdo intestino
da lagarta Spodoptera frugiperda alimentadas com folhas de milho. Essas cepas entdo, como
parte da colecdo do Grupo de Pesquisa em Processos Enzimaticos e Microbiolégicos da UFFS,
receberam um codigo de identificagdo com o prefixo CHAP seguido de um namero que
acompanha a ordem da colecdo. Na sequéncia, as quarenta e seis linhagens isoladas foram
submetidas a triagens que testaram a capacidade de producéo de enzimas celulases e xilanases,
imprescindiveis para a liberacdo de acucares fermentesciveis necessarios a producao de etanol
2G.

Triagem de leveduras celuloliticas com vermelho de congo
Ap0s os isolamentos, as cepas foram submetidas a verificacdo da capacidade celulolitica
a 30°C em meios solidos contendo a carboximetilcelulose (CMC). Essa etapa mostrou que 30
das quarenta e seis linhagens analisadas possuem capacidades distintas de degradacdo da
celulose, 0 que se observa pelo diametro dos halos formados apos a adi¢do do vermelho de
Congo (Figura 1). Em carater representativo, foram escolhidas algumas imagens deste ensaio e

apresentadas na Figura 2.

A atividade celulase foi, portanto, analisada com base no tamanho que o halo de
degradacdo apresentou; elevadas atividades celuloliticas sdo associadas proporcionalmente com
os maiores halos (CARVALHO et al., 2021), pois as cepas foram submetidas as mesmas
condicdes pelo mesmo intervalo de tempo. As linhagens que se destacaram com as maiores
medidas de halos foram a CHAP-201, que apresentou 0 maior diametro de halo (2,7 cm); a
CHAP-184, com halo de 2,3 cm de diametro; seguida das cepas CHAP-194 e CHAP-204, com
2,2 cm; CHAP-189, 2,1 cm; ¢, CHAP-181, 2,0 cm. Além dessas, as cepas CHAP-158, CHAP-
160, CHAP-168, CHAP-171, CHAP-176, CHAP-200 e CHAP-206 também
apresentaram halos maiores que a media, com didmetros variando de 1,7 a 1,95 cm (Figura 1).

Cabe destacar que os diametros dos halos gerados por essas linhagens foram semelhantes



aqueles observados por ADELABU et al. (2019) a partir da analise de leveduras selvagens
isoladas de um herbario em Abeokuta (Ogun, Nigéria). Em contrapartida, as cepas CHAP
supramencionadas apresentarem halos trés a quatro vezes maiores do que os reportados por
CARVALHO et al. (2021) para leveduras selvagens isoladas de amostras de agua coletadas
no Rio Toledo (Toledo/PR, Brasil).

Figura 1 — Diametro do halo de cada linhagem de levedura testada em placas de Petri com
carboximetilcelulose e vermelho de Congo.
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Figura 2 — Imagens representativas do ensaio com carboximetilcelulose e vermelho deCongo.
Na primeira linha, linhagens que ndo apresentaram halos e, portanto, ndo tém atividade
celulolitica. Na segunda linha, linhagens que apresentaram halos e, portanto, demonstraram
capacidade de hidrolisar celulose.
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Durante o screening das leveduras em placas de Petri contendo carboximetilcelulose
(CMC) como unica fonte de carbono, foi observado um crescimento atipico das leveduras.
Comparado aquele observado em placas controle, contendo glicose como fonte de carbono, as
colénias apresentaram crescimento invasivo no meio sélido com CMC, gerando hifas ou
pseudo-hifas que se dispersaram em torno do ponto de inoculagdo, conforme as imagens
representativas apresentadas na Figura 3. Importa salientar que os indculos realizados tanto em
CMC quanto em glicose sdo provenientes de um mesmo pré-indculo, e essa diferenca foi
observada em todas as linhagens. Além disso, a biomassa celular em forma de pseudo-hifas
ocupou sempre uma area bem menor que a do halo de degradagdo da CMC, sugerindo que 0s

alongamentos das hifas ou pseudo-hifas eram muito maiores do que o observado a olho nu.

Figura 3 — Comparacdo entre as morfologias das coldonias da CHAP-179 crescidas em
carboximetilcelulose (foto & esquerda) ou glicose (foto a direita).

As leveduras sdo organismos com estruturas unicelulares durante a maior parte da sua
vida, com sua divisdo celular ocorrendo através de brotamento ou fissdo. Entretanto, em
condi¢Bes ambientais especificas como a limitagdo de nutrientes, pH, disponibilidade oxigénio
ou concentracfes de etanol, é possivel que algumas leveduras apresentem crescimento
multicelular invasivo por meio de hifas ou, especialmente, pseudo-hifas (CULLEN &
SPRAGUE, 2000; GAGIANO et al., 2002; GANCEDO, 2001; GRANEK &

MAGWENE, 2010). As pseudo-hifas sdo uma série de leveduras alongadas unidas entre si, com
constri¢cBes nos sitios septais — ou seja, apds o brotamento, as leveduras ndo se separam,
alongando-se com o aspecto semelhante a hifas (MOTLHALAMME et al., 2022).
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Assim sendo, diante da auséncia de uma fonte de carbono que pudesse ser rapidamente
consumida pelas células, as leveduras aqui analisadas, quando submetidas a CMC, se
expandiram por meio de pseudomicélios — estruturas que permitem a liberagdo de enzimas
essenciais para a degradacdo de moléculas organicas onde estdo inseridas. Em substratos
complexos, a multicelularidade das leveduras melhora o acesso aos substratos, permitindo a
metabolizacdo dos nutrientes necessarios. No entanto, assim que nutrientes melhorassimilados
sdo disponibilizados, a unicelularidade volta ser a morfologia desse microrganismo
(MOTLHALAMME et al., 2022).

Com o intuito de avaliar a influéncia de outras fontes de carbono na expressao das
celulases das leveduras, 0 ensaio com vermelho de Congo em placas de Petri também foi
realizado com meios de CMC acrescidos, alternadamente, de xilose, glicose, glicerol ou
celobiose. Nestes casos, as células foram previamente cultivadas em meios liquidos com as
mesmas combinacdes de fontes de carbono. Contudo, ndo foram observados halos em nenhuma
das condi¢des em que CMC foi combinada a outro carboidrato ou ao glicerol. Hipotizamos,
assim, que as leveduras optaram preferencialmente pela utilizacdo das outras fontes de carbono
(formas mais simples de assimilacdo metabolica) em detrimento da degradacdo do
polissacarideo. Ademais, como ndo ocorreu a escassez de nutrientes durante o periodo, nao
foram observadas adequagdes a CMC, nem na forma de pseudo-hifas tampouco na geracao de

halos.

O ensaio com vermelho de Congo também foi realizado com as 46 linhagens em placas
de Petri com xilana no lugar da CMC. Contudo, neste caso, ndo foi detectada atividade xilanase
atraves da manifestacdo de halos para nenhuma das cepas testadas, embora tenha sido
observada biomassa celular por crescimento invasivo das coldnias (como se havia verificado
em CMC). Assim sendo, como as condi¢cdes em placas de Petri ndo foram propicias para
detectar a expressdo de xilanases pelas cepas, analisamos a atividade xilanolitica das 46

linhagens em microplacas de 96 pocos, conforme apresentado a seguir.

Triagem de leveduras xilanoliticas em microplacas
A fim de testar a capacidade xilanolitica das linhagens isoladas, sobrenadantes de
cultivos realizados em meio liquido reagiram com 1% de xilana em microplacas de 96 pocos.
Das 46 cepas testadas, apenas quatro apresentaram atividade xilanase: CHAP-156, CHAP- 157,
CHAP-158 e CHAP-159 (Figura 4). A linhagem CHAP-158 se destacou, apresentando
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atividade trés a seis vezes superior em relacdo as outras trés, que ndo apresentaram diferenca
significativa entre si. O meio de cultura ndo inoculado foi utilizado como controle negativo do
ensaio, e ndo houve diferencga significativa entre os valores observados para 0 meio e para as 42
cepas restantes.

Os resultados encontrados estdo em consonancia com o relatado por outros autores que
prospectaram leveduras xilanoliticas em amostras ambientais. KIM et al. (2014) isolaram 116
linhagens de biomassa vegetal em decomposicao e insetos herbivoros e detectaram, entre elas,
31 capazes de degradar xilana. Apesar de um maior percentual de leveduras com fenétipo
positivo para xilana, esses autores utilizaram apenas agua como controle negativo e nao
compararam estatisticamente os valores mais baixos com o que poderia ser observado no
préprio meio de cultura ndo inoculado. Ademais, apenas ~10% das linhagens avaliadas por KIM
et al. (2014) apresentaram atividades superiores as que detectamos.

Mais recentemente, MORAIS et al. (2020) encontraram atividade xilanase em 13% dos
seus isolados, o que corresponde a 44 linhagens. Dessas, entretanto, apenas trés apresentaram
atividade xilanase ligeiramente superior (0,21-0.26 U mL') a que observamos para a CHAP-
158 (0,18 U mL). De modo semelhante, SENA et al. (2017) encontraram sete novas espécies
xilanoliticas do género Sugiyamaella em bagaco de cana-de-aclcar e a maior atividade
observada foi de 0,14 U mL! para S. valenteae sp. nov.. No entanto, outros autores ja reportaram
atividades xilanases expressivamente superiores, como LARA et al. (2014), que observaram
~1,4 U mL em uma linhagem de Cryptococcus laurentii. De fato, esta espécie é reconhecida
pela sua expressiva atividade xilulolitica; OTERO et al. (2021) reportaram até 12,5 U mL™ com
uma cepa desta espécie, porém esse valor elevado foi observado apenas apos trés séries
consecutivas de otimizacdo de experimentos, o0 que elevou a atividade enzimatica
inicialmente observada em 131%. Ademais, esses autores demonstraram que a fonte
denitrogénio empregada nos meios de cultura influencia significativamente a atividade
enzimatica. Em nossos ensaios, foram empregados apenas 0,1% de extrato de levedura e 0,2%
de peptona, enquanto OTERO et al. (2021) empregaram concentragdes até dez vezes superiores
desses compostos. Assim sendo, trabalhos futuros poderiam submeter as cepas que isolamos a
planejamentos experimentais com concentragdes superiores de fontes de nitrogénio para

verificar o desempenho delas em novas condic@es de cultivo.

13



Figura 4 — Atividade xilanase das 46 linhagens de leveduras analisadas. Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre cepas
testadas quanto a atividade xilanase. Letras iguais indicam médias que ndo diferiram entre si (Teste-t, p<0,05). 1 U mL? = 1 umol de xilose min’
1
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Diferentemente do que foi reportado por YU et al. (2019), a hidrdlise da xilana ndo pode
ser detectada com vermelho de Congo em meio solido, haja vista que as quatro cepas
xilanoliticas detectadas pelo ensaio em microplaca de 96 pogos ndo geraram halo em placas
de Petri com xilana e o referido corante. De fato, esses nossos dados estdo em consonancia com
o verificado por GHIO et al. (2012), que embora tenham utilizado vermelho de Congo para
deteccdo de atividade celulase, avaliaram a capacidade de hidrélise de xilana apenas pela
verificagcdo de crescimento celular nesta fonte de carbono. Assim sendo, nossos dados indicam
inviabilidade do método de vermelho de Congo para a triagem de leveduras xilanoliticas.

Por fim, vale ressaltar que as quatro leveduras xilanoliticas também foram capazes de
hidrolisar CMC (vide Figura 1). A linhagem de maior atividade xilanase (CHAP-158) também
esteve entre as que apresentaram maior diametro de halo (1,7 cm) no ensaio em placas de Petri
com CMC e vermelho de Congo, indicando elevado potencial de aplicacdo em processos de
sacarificacdo e fermentacdo simultaneas com consorcios microbianos (SAMIR ALI et al.,
2019). As cepas CHAP-156, CHAP-157 e CHAP-159, por sua vez, apresentaram,
respectivamente, atividade xilanase de 0,03 U mL, 0,05 U mL™ e 0,06 U mL e halos de 1,0
cm, 0,7cme 1,2 cm.
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4. CONCLUSAO

A maioria das leveduras isoladas do intestino de larvas de Spodoptera frugiperda
apresentou capacidade de producdo da enzima celulase; das 46 linhagens testadas, 15
apresentaram halos de grandes diametros, outras 15 cepas demonstraram halos com menores
medidas de diametro e as 16 restantes ndo apresentaram atividade enzimatica para celulose. Por
outro lado, apenas quatro das 46 cepas apresentaram atividade xilanase, dentre as quais se
destacou a CHAP-158 com elevada atividade quando comparada as outras trés leveduras
xilanoliticas.

As quatro linhagens xilanoliticas também foram capazes de hidrolisar CMC. Dentre
elas, a CHAP-158 também apresentou a maior atividade celulolitica, demonstrando expressivo
potencial de aplicacdo desta levedura em biorrefinarias que empreguem residuos
lignoceluldsicos como matéria-prima.

Nossos dados demonstram também o potencial biotecnolégico da prospeccdo de
leveduras na microbiota intestinal de lagartas militares ou outros insetos herbivoros. Até onde
verificamos na literatura, este € o primeiro trabalho a isolar leveduras do intestino de S.

frugiperda e a caracterizar suas capacidades hidroliticas.
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