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1 Introdução 

Por o Brasil ser um grande produtor agrícola, estima-se que cerca de 712 milhões de

toneladas  de  resíduo vegetal  decorrentes  do  cultivo  do  milho  e  da  cana-de  açúcar  sejam

gerados  (CONAB, 2022b,  2022a;  DE OLIVEIRA  et  al.,  2020;  GRAHAM  et  al.,  2007).

Diante disso, o aproveitamento dessa biomassa gerada, em biorrefinarias de segunda geração,

se torna interessante para a produção de etanol, xilitol e outros bioprodutos de valor agregado.

Porém, para que haja tal aproveitamento, essa biomassa precisa passar por um pré-tratamento

a fim de tornar viável  os açúcares fermentescíveis presentes  nas ligações  lignocelulósicas

desse  resíduo  (JÖNSSON;  MARTÍN,  2016;  QUEIROZ  et  al.,  2022).  Havendo  assim,  a

necessidade do emprego de enzimas que realizam a hidrólise ou participem no processo de

sacarificação e fermentação simultânea (SSF). Dentro dessas enzimas necessárias, a celulase,

que se trata de um complexo de enzimas que englobam a endoglucanase, exoglucanase e a β-

glicosidase,  atua  na  hidrólise  da  celulose,  reduzindo  a  estrutura  molecular  à  celo-

oligosacarídeos e a glicose(SRIVASTAVA et al., 2019). 

Sendo assim,  a  busca  por  micro-organismos fornecedores  de enzimas  necessária,

tanto  para  a  melhoria  da  eficiência  das  enzimas  purificadas,  quanto  para  o  possível

aproveitamento em processos SSF, de modo a reduzir o custo de purificação(SONG  et al.,

2016). Nesse sentido, isolar leveduras do trato digestivo de insetos como a lagarta do cartucho

(Spodoptera frugiperda),  pode auxiliar  nesse processo, pois naturalmente estão expostas a

presença de biomassa lignocelulósica nesses ambientes(ALVES et al., 2019). 

Em  vista  disso,  o  presente  trabalho  teve  como  objetivo,  avaliar  a  atividade
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enzimática  de  celulase  e  β-glicosidase  provenientes  dessa  lagarta,  a  fim de  se  aproveitar

resíduos lignocelulósicos gerados em cultivos agrícolas e florestais. 

3 Metodologia 

As  46  linhagens  de  leveduras  utilizadas  foram  previamente  isoladas  do  trato

digestivo de Spodoptera frugiperda em fase larval, alimentadas com folhas de milho.

Para a avaliação da atividade celulolítica, as linhagens foram cultivadas em frascos

tipo Erlenmeyer contendo meios de cultivo YP (10 g/L de extrato de levedura e 20 g/L de

peptona) possuindo 10 g/L de carboximetilcelulose (CMC). Os frascos tipo Erlenmeyer de 50

mL contendo 10 mL do meio descrito foram mantidos a 30 °C sob agitação de 145 rpm. Após

o período de incubação de 96h, transferiu-se 1 mL do meio de cada cultivo para microtubos

que foram centrifugados por 5 min a 5000 rpm. Posteriormente, para a reação enzimática das

enzimas contidas no sobrenadante coletado após a centrifugação, utilizou-se uma adaptação

de  KIM et al.  (2014). Em que,  desses sobrenadantes, pipetou-se 10 μL, em triplicata,  em

poços de uma microplaca de 96 poços. Adicionou-se em seguida 15 μL de Tampão 0,15 M

Succinato-Tris contendo 10 g/L de CMC (pH 5,0), selou-se a placa e incubou-a por 1h em

banho-maria em 30° e 50°C. Após, a dosagem da glicose, provenientes da hidrólise do CMC

foi feita seguindo o protocolo descrito por SANTOS et al. (2017). Uma unidade de atividade

enzimática, tanto para a celulase quanto para a β-glicosidase, ficou definida como o quanto de

CMC foi hidrolisado a 1 nmol de glicose por minuto. 

A análise estatística foi feita utilizando o software Graphpad Prism 8, em que os

resultados das análises de atividade enzimática foram submetidos a uma análise de variância

(ANOVA) e a um teste de Tuckey, com aceitação de 95% (p<0,05), a fim de se avaliar a

diferença estatística em relação a atividade enzimática referente a absorbância do meio de

cultura (grupo controle). Os dados foram expostos indicando-se em asterisco (*) a diferença

estatística em relação ao controle, bem como, as médias e o desvio padrão (1 σ).

4 Resultados e Discussão

Os resultados obtidos da atividade celulolítica,  em 50°C, demonstram que das 46

linhagens  apenas  14  apresentam  diferença  significativa  com  o  grupo  controle  (meio  de

cultura) sendo as cepas CHAP-185 e CHAP-187 as que mais se destacaram, apresentando

valores de 61,61  ± 4,28 U/mL e 57,35 ± 7.91 U/mL, respectivamente. Semelhantes esses a



valores  de  leveduras  oleaginosas  da  espécie  Cystobasidium  oligophagum JRC1  que

demonstraram atividades para endoglucanase de 72 ± 13 U/mL e exoglucanase de 40 ± 6

U/mL (VYAS; CHHABRA, 2017).

Figura 1 - Análise da atividade celulolítica em 50 °C. Asterisco (*) indicam diferenças significativas

entre  cepas  testadas  quanto  à  atividade  celulase  referente  ao  controle  (meio).  1  U  =  1  nmol  de

glicose/mL.

Enquanto,  para  30°C  apenas  4  linhagens  demonstraram  diferença  estatística

significativa com o controle, sendo as cepas que mais se destacaram, também, a CHAP-185 e

CHAP-187, com valores de 62,07 ± 10,97 U/mL e 87,88 ± 14,40 U/mL respectivamente.

(Figura 2). Nesse sentido, se mostrando ideais para processos de SSF, cuja temperatura deve

atender à faixa ideal do microrganismo fermentador.

Figura 2 - Análise da atividade celulolítica em 30 °C. Asterisco (*) indicam diferenças significativas

entre  cepas  testadas  quanto  à  atividade  celulase  referente  ao  controle  (meio).  1  U  =  1  nmol  de

glicose/mL.



A  temperatura  teve  efeito  significativo,  mostrando  que  para  as  46  linhagens,

majoritariamente tiveram a atividade reduzida em 30°C. Porém, as linhagens CHAP-184 e

CHAP-187 apresentaram diferença significativa em relação a 50°C (p<0.05), enquanto que a

CHAP-185 não apresentou diferença estatística significativa entre seus valores para as duas

temperaturas. Corroborando com o que já se encontra em estudos que avaliaram o efeito da

temperatura sob a atividade celulolítica, que demonstram que a faixa ótima de atuação varia

de 35°C a 60°C, estando geralmente mais efetiva em torno dos 50°C (FARINAS et al., 2010;

SINGH et al., 2009).

5 Conclusão

Das  46  linhagens  de  leveduras  isoladas  do  trato  digestivo  da  lagarta  Spodptera

frugiperda, observou-se que dessas, apenas 15 cepas são capazes de produzir celulase, sendo a

maior  atividade observada na temperatura de 30 °C pela cepa CHAP-187 (87,88 ± 14,40

U/mL). Majoritariamente, porém, das 14 cepas que apresentaram atividade em 50 °C, tiveram

sua atividade reduzida pela redução da temperatura. Indicando-se assim, as linhagens CHAP-

185 e CHAP-187 para processos SSF, pois tiveram maior atividade em 30°C, sendo essa

temperatura  a  faixa  de  atuação  do  micro-organismo  fermentador  em  biorrefinarias  que

utilizam resíduos lignocelulósicos para a produção de bioprodutos.
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