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ANALISE DO VOLATOMA DE LEVEDURAS ISOLADAS DE NECTARIOS
FLORAIS E INSETOS POLINIZADORES A PARTIR DE HIDROLISADOS
LIGNOCELULOSICOS

STEFANY KEEL BRESSAN 12* MARIANA DINIZ 2, LARISSA WERLANG ',
ANDERSON GIEHL 23, SERGIO LUIZ ALVES JR 1:2:3:%%

1 Introducio

A geragao de residuos agroindustriais cresce constantemente a medida que a populacdo
e a producao de alimentos aumentam. Portanto, é necessario o desenvolvimento de alternativas
para um melhor aproveitamento desses residuos, como a geragdo de bioprodutos por leveduras
em biorrefinarias de segunda geracdo. Entretanto, leveduras industriais como a Saccharomyces
cerevisiae ndo demonstram eficiéncia na fermentagdo de pentoses, como a xilose, advinda da
matéria lignocelulosica. Sendo assim, ¢ desejavel a busca por novas leveduras capazes de suprir
tal funcdo. Nesse contexto, as leveduras selvagens isoladas de flores e até mesmo insetos se
destacam como alternativa quando se trata de fermentacao de hexoses, pentoses e dissacarideos,
uma vez que podem tolerar substancias inibitérias oriundas das etapas de pré-tratamento e
hidrolise de materiais lignocelulosicos (NDUBUISI et al., 2023).

A relacdo ecologica que se estabelece entre insetos e plantas tem sido relatada ha
séculos, porém somente recentemente se notou que os referidos invertebrados sdo atraidos por
sinais quimicos liberados por microrganismos, como leveduras, que habitam as flores.
Leveduras tém grande representatividade em nectarios florais, devido a abundancia de agucares
como frutose, glicose e sacarose, que servem de fonte de carbono para o crescimento
microbiano. Contudo, em estagdes sem floracao essas leveduras precisam encontrar locais para
se manterem vivas. Como alguns desses microrganismos sdo capazes de metabolizar
carboidratos como glicose, frutose e xilose (que podem ser obtidos a partir da hidrolise de

residuos vegetais), buscam como alternativa o ambiente gastrointestinal de insetos. Ademais,
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devido ao seu metabolismo, essas leveduras também sdo capazes de produzir compostos de
grande importancia biotecnologica, como compostos organicos volateis (VOCs), acidos graxos

e até mesmo vitaminas (FENNER ef al. 2022; GUO et al. 2023).

2 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo isolar leveduras de flores e insetos e avaliar
seu potencial biotecnolégico na producdo de compostos com diferentes aplicages industriais
(VOCs, &cidos graxos e vitaminas).

3 Metodologia

As linhagens de levedura denominadas CHAP-208c e CHAP-222 foram isoladas de
flores de Fedegoso (Senna macranthera). Para isso, foi feita uma raspagem do néctar floral com
swab estéril, seguido de esgotamento em meio sélido YNB (6,7 g/L de base nitrogenada de
leveduras) com 10 g/L de xilose, 0,2 g/L de cloranfenicol e 20 g/L de agar. As linhagens
CHAP-237 e CHAP-248 foram isoladas, respectivamente, de besouros da espécie Astylus
variegatus e de abelhas da espécie Scaptotrigona postica (popularmente conhecida como
Mandaguari). Para isso, os insetos foram coletados e inoculados em meio liquido YNB
contendo também 10 g/L de xilose e 0,2 g/L de cloranfenicol. Apds 3-5 dias de cultivo a 30 °C,
alcadas de 10 pL foram retiradas do meio e estriadas por esgotamento em meios solidos com a
mesma composicao (acrescidos de 20 g/L de &gar). As culturas puras foram obtidas a partir da
selecdo de coldnias isoladas com morfologia tipica de levedura.

As quatros linhagens tiveram seu crescimento celular avaliado em meios YP (10 g/L
de extrato de leveduras e 20 g/L de peptona, pH 5,0) contendo, alternadamente, 20 g/L de xilose,
frutose, glicose e celobiose ou 150 g/L de sacarose. Visto que, sdo todos carboidratos altamente
encontrados em residuos lignoceluldsicos. Os cultivos foram realizados sob agitacdo de 145
rpm a 30 °C por 48 h em todas as condigcdes, exceto para 0S meios com sacarose, que
permaneceram incubados por 72 h (haja vista a maior disponibilidade de aglcar). Para o
acompanhamento do crescimento celular, amostras do meio foram coletadas trés vezes ao dia
(7:30h, 12:30h e 17:30h) e suas absorbancias foram analisadas em um espectrofotdmetro (DO
570 nm). Ao fim dos cultivos, todos os meios foram transferidos para tubos Falcon que
passaram por uma centrifugacdo a 8500 g por 5 min e tiveram seus sobrenadantes reservados.
Com o auxilio de um funil de separacdo, 20 mL de cada sobrenadante foram misturados a 6,67

mL de diclorometano para extracédo liquido-liquido, seguindo uma adaptacdo de ROQUE et al.
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(2019). Na sequéncia, a fase apolar contendo diclorometano foi enviada para um cromatégrafo
gasoso acoplado a um espectrometro de massas (GC-MS), a fim de identificar tanto VOCs
quanto outros compostos provenientes do metabolismo das leveduras avaliadas. A biblioteca
utilizada para a espectrometria foi a NIST08s. Como controle negativo, meios de cultura
prévios ao in6culo também passaram pelo mesmo processo de extracdo e analise

cromatografica.

4 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos através das curvas de crescimento das quatro linhagens avaliadas
demonstram que todas elas foram capazes de crescer consumindo os carboidratos testados
(sacarose, celobiose, xilose, glicose e frutose) (Figura 1). Entretanto, além de cada linhagem
apresentar uma variacdo no ritmo de crescimento, uma vez que sdo obtidas de diferentes
ambientes, ¢ possivel observar que as linhagens advindas de insetos apresentaram um
crescimento inicial maior, com especial destaque para a CHAP-248, cujo crescimento foi até

duas vezes superior ao apresentado pelas demais.

Figura 1 — Curva de crescimento das quatro linhagens testadas em meios contendo,
alternadamente, 150 g/L de sacarose ou 20 g/L de celobiose, xilose, glicose e frutose.
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Os compostos obtidos por meio da extracdo liquido-liquido ao fim dos cultivos estdo
elencados no Quadro 1. A abundancia relativa dos compostos nas amostras ¢ dada pela sua area

em porcentagem. Foram considerados resultados com indice de confianga >70.
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Quadro 1 — Compostos obtidos durante o cultivo das linhagens testadas em meios de
cultura contendo, alternadamente, frutose, xilose, sacarose, glicose ou celobiose.

Linhagem Composto detectado Area (%)* Linhagem Composto detectado Area ( %a)*
| Meios com Frulose Meios com Xilose
. 5.10-Di i-2,3.7.8-tetra-hidro-1H.6H-
CHAP-208¢ 1-trideceno 174 |cHAP-20g 3:10-Distoxi-2.3.7 8 tetra-hidro-1HGH: -
dipirrolo[1.2-a:1'.2"-d]pirazina
2-fenil-etanol 33.94 2-fenil-etanol 33.51
CHAP-222 CHAP-222 -Di i-2.3.7.8-tetra-hidro- :
1-Dodecanol 0.73 5.‘19 Dietoxi h.S: 7.8 tet.m hl1d10 1H.6H 5.50
dipirrolo[1,2-a:1'.2'-d]pirazina
2-fenil-etanol 5.73 2-fenil-etanol 1.56
CHAP-237 Acido Palmitico 4.71 CHAP-237 l.19-ecoisadieno 1.96
Acido Estearico 282 5.10-Dietoxi-2.3.7 8 tetra-hidro-1H6H 5,
dipirrolo[1.2-a:1'.2"-d]pirazina
3-Etil-3-metilpentano 1.54 Acido Ascorbico 16,88
CHAP-248  2-fenil-etanol 8.03 Acido Oleico 13.66
Acido Palmitico 133 CHAP-248  3.6-Diisobutil-2.3-piperazinediona 8.28
| Meios com sacarose Acido Estearico 12,08
CHAP-208  2-fenil-etanol 1,49 Prolina 1.90
2-fenil-etanol 44.80 | Meios com glicose
CHAP-222 . — -
Acido butanodioico 1.06 Acido hexanoico 12,44
3-Etil-3-metilpentano 1.49 Acido elaidico 3,61
_ CHAP-208¢ S S
CHAP-237  2-fenil-etanol 1.55 3.6-Diisobutil-2,5-piperazinediona 2.55
Acido Palmitico 10.25 Acido Estearico 1.79
Methionol 3.07 CHAP-222  2-fenil-etanol 30.09
Chap 248 Metil-4-O-metilpentopiranosideo 1.24 2-fenil-etanol 6.34
2-fenil-etanol 43,99 Acido Ascérbico 13.41
(Meios com celobiose CHAP-237  Acido Oleico 6.91
CHAP-208c Heptadecano 3,98 3.6-Diisobutil-2. 5-piperazinediona 2,16
CHAP-222  Leucina 1,97 Acido Estearico 5.59
CHAP-237  13-decosenamida 7.76 2-fenil-etanol 16,81
- CHAP-248 .
CHAP-248  2-fenil-etanol 7.82 L-Prolamida 15,97

*Area relativa do pico em cromatografia gasosa considerando o total de compostos encontrados.

No Quadro 1, ¢ possivel notar a produgao de VOCs, principalmente 2-fenil-etanol.
Essa substancia é usada para cuidados domésticos e pessoais e como agente aromatizante e
pesticida (FENNER et al., 2022). Destaca-se também a presenga de acidos graxos como o acido
palmitico (éster etilico 2-hidroxi-1-(hidroximetil) hexadecanoico), acido oleico e dacido
estearico (Acido Octadecanoico), utilizados principalmente em industrias oleoquimicas e na
fabricagdo de produtos biodegradaveis como biolubrificante e bioplésticos. O acido ascorbico
2,6-dihexadecanoato (Vitamina C) também pode ser encontrado na fermentagao conduzida pela
CHAP-248 em meio com xilose. A presenga dessa vitamina aumenta a resisténcia da levedura
ao estresse, gerando maior tolerdncia a pH baixos e ao efeito de 4cidos organicos nessas
condigdes (BRANDUARDI et al., 2007). Ademais, aminoacidos e derivados também foram

produzidos por algumas das leveduras testadas (Quadro 1).
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5 Conclusao

Os resultados obtidos indicam que leveduras isoladas de plantas e insetos apresentam
potencial biotecnoldgico, contribuindo para o desenvolvimento de novas alternativas para
biorrefinarias. Os microrganismos analisados demonstraram potencial na produgdo de VOCs e
acidos graxos, substancias de alto valor agregado. A linhagem CHAP-248 se destacou entre as
leveduras testadas, apresentando um crescimento exponencial acelerado, que reflete um
consumo rapido dos carboidratos presentes nos meios. Assim sendo, trabalhos futuros visam

testar tais linhagens de forma direta em hidrolisados lignocelulosicos.
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