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1 Introducio

A celobiose ¢ um dissacarideo obtido a partir da hidrolise incompleta de
polissacarideos como a celulose, que contém moléculas de glicose ligadas entre si por meio de
ligagdes glicosidicas B-1,4. Este carboidrato ¢ obtido durante o processo de sacarificagdo na
producdo de etanol de segunda geragdo (E2G), que possui como matéria-prima residuos
lignoceluldsicos (compostos de lignina, celulose e xilana). Sendo assim, hd necessidade do
emprego da enzima [-glicosidase para tornar acessivel as unidades monoméricas de glicose
para os microrganismos fermentadores. Comercialmente, esta enzima compde o pool
enzimatico responsavel pela quebra da celulose e da xilana (Parisutham et al., 2017).

A busca por leveduras selvagens € crucial no campo da biotecnologia, especialmente
na producdo de biocombustiveis como o E2G. Esse interesse surge da necessidade de
identificar micro-organismos com capacidades enzimaticas especificas, como a habilidade de
hidrolisar celobiose e outros componentes da biomassa lignoceluldsica, que as leveduras
convencionais, como a Saccharomyces cerevisiae, ndo possuem naturalmente. Leveduras
selvagens portadoras de celobiases podem ser encontradas em ambientes onde a
decomposi¢do da matéria vegetal ocorre, sendo fundamentais para a ciclagem de nutrientes

(Alves et al., 2019).

2 Objetivo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade celobiase de leveduras selvagens
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com vistas a prospectar linhagens capazes de atuar em processos de hidrolise de biomassas

residuais lignocelulésicas (ricas em celulose e xilana).

3 Metodologia

Vinte e nove cepas selvagens de leveduras, previamente isoladas de ambientes com
biomassa lignoceluldsica, foram inicialmente pré-cultivadas por 48 horas a 30°C em meio
solido YPD, que contém 10 g-L!' de extrato de levedura, 20 g-L"! de peptona, 20 g-L' de
glicose e 20 g'L! de agar. Na sequéncia, uma alga calibrada de 1 uL de células foi utilizada
para inocular frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de YPC, que possui 10 g-L! de
extrato de levedura, 20 g-L"!' de peptonas e 20 g-L! de celobiose, com o pH ajustado para 5,0.
As culturas foram mantidas em um agitador a 145 rpm e 30 °C. Os cultivos foram
interrompidos quando as densidades opticas (DO 570 nm) alcangaram aproximadamente o
valor de 3,5. Posteriormente, as células foram centrifugadas, lavadas duas vezes com agua a
4°C e ressuspensas de modo a atingirem a concentragdo de 20 g-L!. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata.

Para o ensaio da atividade enzimatica de celobiase localizada no periplasma das
leveduras, utilizaram-se 100 pL da suspenséo contendo 20 g-L! de células e transferidos para
cinco microtubos — os dois microtubos que serviram de controle negativo foram fervidos a
100°C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 pL de Reagente 1 (0,15 M de
fluoreto de so6dio em tampao succinato-Tris 0,15 M, pH 5,0) a cada microtubo, com
subsequente incubacdo a 30°C por 30 minutos. Depois disso, 100 pL de Reagente 2 (0,3 M de
celobiose) foram adicionados aos tubos que, subsequentemente, foram incubados por 10
minutos a 30°C. Apds a incubagdo, os tubos foram rapidamente fervidos por 5 minutos e, em
seguida, resfriados em banho de gelo. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 9000
rpm e os sobrenadantes foram utilizados para quantificar a concentrag@o de glicose formada, o
que serviu para calcular a atividade de hidrolise. A glicose, obtida a partir da atividade
celobiase periplasmatica, foi determinada através de um kit enzimatico comercial, conforme
descrito abaixo.

Para a determinacdo da atividade celobiase intracelular, utilizaram-se 100 pL da
suspensdo contendo 20 gL' de células que foram entdo permeabilizadas. Para isso,

aproximadamente 2 mg de células (10 pL) foram lavadas em 0,5 mL de tampao MOPS-NaOH
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0,1 M, pH 6,8 (tampdo A), e posteriormente ressuspensas em 200 pL do mesmo tampao
contendo 200 g-L! de glicerol, I mM de EDTA, e 1 mM DTT (tampao B). Em seguida, foram
adicionados, a essa suspensdo, 12 puL. de uma solu¢ao de tolueno/etanol/Triton X-100 10%
(1:4:1; v/v) e as células foram vigorosamente agitadas durante 1 min. Ap6s a permeabilizacio,
as células foram lavadas com tampao B e ressuspensas em 1 mL do tampdo A. Dessa
suspensdao de células permeabilizadas, 50 pL foram transferidos para 5 microtubos (dois
foram incubados a 100 °C para servir de controle negativo). Posteriormente, foram
adicionados, em todos esses microtubos, 50,0 uL de uma solugdo 0,2 M de celobiose em
tampao A. Em seguida, cada uma dessas amostras foi incubada a 30° C durante 30 minutos,
fervidas a 100° C por 5 minutos e posteriormente centrifugadas.

Para a dosagem de glicose liberada apos hidrolise, utilizou-se o kit enzimatico
comercial Gold Analisa, que consistiu em adicionar, a cada tubo de reagdo, 1 mL do reagente
de cor e 10 pL de amostra dos ensaios de atividade periplasmatica e intracelular.
Posteriormente, os tubos foram incubados por 30 min a 37 °C em banho-maria, e, na
sequéncia, as absorbancias foram lidas em espectrofotometro sob um feixe de luz com
comprimento de onda de 505 nm para a determinag¢do da concentracdo de glicose em cada
amostra. Uma unidade de atividade enzimdtica (U), foi definida como a quantidade de

celobiose que foi hidrolisada gerando 1 nmol de glicose por min (Dério, 2012; Mouro, 2012).

4 Resultados e Discussiao

Dentre as 29 cepas avaliadas, a maioria consumiu mais de 50% dos 20 gL' de
celobiose disponiveis durante o cultivo, como mostrado em estudo anterior do grupo (GIEHL,
2022), indicando a presenca de enzimas no periplasma ou no interior das células. Nesse
sentido, com os resultados obtidos nos ensaios enzimaticos exibidos na Figura 1, observa-se
que, de fato as linhagens possuem atividade nesses ambientes, sendo predominantemente
maior no espago intracelular. As cepas CHAP-165, CHAP-166, CHAP-167 ¢ CHAP-200
mostraram as maiores atividades intracelulares, sendo respectivamente de 127,82 + 22,28
U'mg'; 170,54 £ 16,94 U'mg, 101,29 + 55,12 U'mg™! e 144,36 + 22,49 U-mg"'. Resultados
semelhantes foram previamente encontrados pelo nosso grupo de pesquisa em um trabalho
que avaliou linhagens de Candida pseudointermedia isoladas de biomassa em decomposicao,

com atividades intracelulares de aproximadamente 200 U-mg™! (Barilli et al., 2020).
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Figura 1 — Atividade enzimatica de celobiases periplasmaticas (barras verdes) e intracelulares
(barras azuis). Dados de atividades expostos em relacdo a 1 mg de biomassa seca de célula.

Onde, 1 U =1 nmol de Glicose - min™!

Ja as cepas CHAP-181 a CHAP-188 apresentaram baixa atividade, tanto intracelular
quando periplasmatica, porém, como nao foram avaliados os perfis de crescimento e consumo
de carboidrato ao longo de um cultivo dessas linhagens, supde-se que tais cepas possuem um
tempo maior para o consumo da celobiose, por haver menor atividade enzimatica e,

consequentemente, também menor atividade de transporte desse dissacarideo.

5 Conclusio

As linhagens avaliadas apresentam potencial na hidrélise de celobiose para a
posterior fermentagdo da glicose a etanol. Além disso, os resultados sugerem que ambientes
ricos em biomassa lignocelulosica sdo promissores para a prospeccao de enzimas hidroliticas
para a aplicagdo em processos de sacarificagao.

Por fim, a aplicagdo dessas cepas, seja para o fornecimento de genes ou para seu uso
direto em ambientes industriais, pode, portanto, melhorar a eficiéncia geral da producdo de
biocombustiveis, contribuindo para o desenvolvimento de tecnologias mais sustentaveis e

economicamente vidveis na indistria de energia renovavel.
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