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RESUMO

A producéo de etanol lignoceluldsico esta vinculada a leveduras capazes de fermentar
a fracdo hemiceluldsica da biomassa lignocelulosica. Porém existem poucos estudos
gue relatem sobre essa atividade, principalmente em isolados do trato intestinal de
insetos com capacidade fermentativa e produgcdo de biomassa fermentativa como
fonte de carbono. As leveduras utilizadas nesta pesquisa foram isoladas do trato
digestorio de larvas insetos fragmentadores aquaticos, na Serra do Tepequém - RR.
No total foram isoladas 22 leveduras, que foram testadas quanto a fermentacdo de
glicose, galactose, maltose, melibiose e xilose. Houve fermentacdo por diferentes
cepas em todos os acucares, com excecao da xilose. As leveduras foram submetidas
a testes morfologicos, fisioldgicos e bioquimicos, visando a identificacdo convencional.
Foram identificadas molecularmente seis leveduras, pertencentes aos géneros
Cryptococcus, Aureobasidium, Tremella e Yamadazyma. As demais estirpes estdo em
processo de identificacdo. Seis cepas selecionadas como potencialmente
fermentadoras foram avaliadas quanto a capacidade de producéo de etanol, utilizando
hidrolisado da casca de abacaxi como Unica fonte de carbono, com producéo de etanol
de até 53,4 g/L e rendimento de até 0,81 g/L.

Palavras-chave: Abacaxi. Biomassa. Etanol. Fermentacédo. Roraima.



ABSTRACT

Production of lignocellulosic ethanol is linked to yeast capable of fermenting the
hemicellulosic of lignocellulosic biomass. However, there are few studies that describe
about this activity, especially in isolates from intestinal tract of insect with fermentative
capability and fermentative biomass production as carbon source. The yeasts utilized
in this research were isolated from digestive tract of aquatic fragmenting insects, in
Serra do Tepequém — RR. In total, 22 yeast were isolated and were tested regarding
glucose, galactose, maltose and melibiose fermentation. There was fermentation by
different strains in all sugars, expect xylose. The yeast were submitted to
morphological, physiological and biochemical tests, aiming to its conventional
identification. Six yeasts were molecularly identified, belonging to the genera:
Cryptococcus, Aureobasidium, Tremella and Yamadazyma. The rest of the strains are
still on identification process. Sex strains selected with fermenting potential were
evaluated regarding ethanol production capability, using pineapple peel hydrolyzed as

only carbon source, with ethanol production up to 53.4 g/L and yield up to 0.81 g/L.

Keywords: Pineapple, Biomass, Ethanol, Fermentation, Roraima.
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1 INTRODUCAO

A Biotecnologia € uma importante ferramenta de conhecimento e utilizacdo dos
recursos biolégicos pela humanidade, proporcionando o estudo de novas alternativas
para minimizar os impactos causando dentre vérias possibilidades as intensas
mudancas climaticas e emissdes de gases procedentes da utilizacdo de combustiveis
fosseis. Visando o uso de fontes renovaveis de energia, as leveduras se tornaram
objetos de pesquisas devido a capacidade de assimilar aclUcares, pelo seu
crescimento rapido, por serem termotolerantes e secretarem enzimas. Esses
microrganismos sdo empregados na industria de alimentos, bebidas e
biocombustiveis e podem ser encontrados no solo, na agua, na vegetacdo ou ainda
associados a animais, como por exemplo, os insetos aquaticos fragmentadores.

No Brasil, o processo de producdo de etanol utiliza a cana-de-agicar como
matéria-prima. O bioetanol produzido a partir de residuos da agricultura e florestas
exige um organismo fermentador, que transforme todos os tipos de acglcares obtidos
da matéria prima em etanol eficientemente. Além da cana-de-acUcar outras op¢cdes
de matéria prima séo utilizadas na producao de biocombustiveis como, por exemplo,
a casca do abacaxi, que também é utilizada nas industrias de bebidas fermentadas.

Devido ao grande potencial microbioldgico da Regido Amazonica e a crescente
aplicabilidade das leveduras na area biotecnoldgica, a selecao e identificacdo desses
microrganismos fermentadores séo de fundamental importancia. A microbiota do trato
intestinal de insetos aquéaticos fragmentadores € pouco conhecida. A interacdo entre
leveduras e insetos fragmentadores pode resultar em uma grande diversidade de
novas espécies de microrganismos com potencial biotecnolégico, assim como
contribuir para o entendimento das relag6es simbitticas entre ambos.

Em Roraima existem ambientes que pouco ou nunca foram explorados
microbiologicamente. Fato que reforca a importancia de estudos sobre o isolamento e
identificacdo de microrganismos. Nesse contexto, o foco desta pesquisa € a
prospeccao de leveduras, isoladas do trato intestinal de larvas insetos fragmentadores
de detritos vegetais, com potencial para fermentacdo de pentoses com aplicacdes
biotecnoldgicas.

Diante disso, se constitui os problemas para essa pesquisa: Existem leveduras
associadas ao trato intestinal de insetos aquaticos fragmentadores em igarapés

roraimenses, e essas possuem capacidade de fermentar pentoses? As leveduras
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foram isoladas de insetos aquaticos fragmentadores, dos géneros Stenochironomus
e Phylloicus, de 10 igarapés em area de floresta na regido do Tepequém, municipio
de Amajari/RR. Esta proposta faz parte do projeto “Diversidade de
macroinvertebrados fragmentadores e fungos associados na producdo de enzimas

aplicadas a producéo do bioetanol”, da Rede Bionorte, financiado pelo CNPq.

1.1 INSETOS FRAGMENTADORES

Os insetos fragmentadores sao macroinvertebrados que participam
diretamente da reducdo e degradacdo da matéria organica e que abrigam no trato
intestinal uma abundéancia de microrganismos, como bactérias, protozoarios e fungos
(OLIVEIRA; NESSIMIAN, 2010). Esses insetos possuem atividade celulolitica no
aparelho digestivo, que em associacdo com microrganismos degradam a celulose,
sua principal fonte de alimento (KOROIVA et al., 2013).

Alguns insetos aquaticos fragmentadores se alimentam de qualquer matéria
organica disponivel no ambiente, por exemplo, os insetos das familias Chironomidae
e da ordem Diptera (HAMADA; NESSIMIAN; QUERINO). J4& os insetos
fragmentadores da familia Trichoptera s&o mais seletivos, utilizando
preferencialmente folhas de qualidade nutricional superior as demais, geralmente
folhas ja exploradas por microrganismos, como bactérias e fungos, os quais produzem
enzimas que degradam a celulose presente no substrato (folha ou tronco). A
degradacédo diminui a massa e amolece as estruturas das folhas e troncos em
decomposicdo, tornando o substrato mais palatavel para os fragmentadores
(CALLISTO; GONCALVES; GRACA et al., 2007).

Assim, 0s nutrientes sao incorporados aos detritos pelos microrganismos,
aumentando o valor nutricional do residuo para os invertebrados aquéaticos (GRACA,
CRESSA, 2010). Porém, para cada fragmentador existe um detrito adequado,
dependendo da composi¢cdo quimica, estrutura fisica e estado de degradacéo,
podendo as caracteristicas dos detritos variarem ao longo do tempo e de exposi¢do
no ambiente aquatico (ABELHO, 2001; GRACA, 2001).

A abundancia dos insetos aquaticos fragmentadores em um ambiente depende
da composicdo de matéria organica tanto para alimento quanto para o abrigo

(MORETTI et al., 2007) e suas atividades alimentares afetam diretamente as taxas de
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decomposicao foliar (BASTIAN et al., 2007). Além dos fragmentadores, os raspadores
podem atuar indiretamente como fragmentadores quando atuam na superficie do
detrito, quebrando a resisténcia, facilitando a colonizacdo de microrganismos
decompositores (WANTZEN; WAGNER, 2006).

1.2 ASSOCIACAO ENTRE INSETOS FRAGMENTADORES E MICRORGANISMOS

Numerosas associacfes entre animais invertebrados e microrganismos
endosimbidticos foram descritos ao longo do século passado (BUCHNER, 1965;
NARDON; GRENIER, 1989). Invertebrados dependem de microrganismos para varias
funcbes metabdlicas, incluindo sintese de aminoé&cidos, vitaminas, lipidios,
degradacédo de substratos, nutrientes e desintoxicacdo de compostos inibidores. Nos
ecossistemas terrestres e aguaticos existem continuas associacdes simbioticas entre
insetos e fungos, que variam de interacdes casuais em um habitat compartilhado,
sendo as enzimas microbianas fundamentais para a sobrevivéncia de varios insetos
(MARTIN, 1987). Os microrganismos sao importantes contribuintes nas habilidades
dos insetos em utilizar recursos nutricionais intrataveis e ocupar habitats que, de outra
maneira, ndo estariam acessiveis.

Dentre o0s insetos, as vespas de madeiras, adquirem enzimas fangicas com o
objetivo de degradar partes de plantas (folhas, galhos e troncos) e térmitas cultivam
fungos ou outros simbiontes intestinais, para quebrar seus alimentos celulésicos
(GILBERTSON, 1984).

Larvas de insetos fragmentadores do género Stenochironomus Kieffer, 1919
possuem habito minador, constroem galerias em troncos e folhas submersas, local
onde geralmente sdo encontrados, sdo minadores xil6fagos de folhas e troncos de
arvores, cosmopolitas, com adaptacdes morfoldgicas para este tipo de colonizacédo
(LANDEIRO et al., 2010).

Ainda de acordo com Landeiro et al. (2010), larvas dos géneros Phylloicus
Muller, 1880 e Triplectides Koleniti, 1859 predominam em corredeiras e remansos,
sao frequentes em locais com pouca correnteza, geralmente agregadas a folhas e
galhos. Esses fragmentadores sao considerados trituradores de matéria organica, em

especial, a grossa.
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Particularmente quanto ao género Triplectides, estes ainda podem se
raspadores, herbivoros e fragmentadores de matéria organica particulada grossa e
fina. No processo de fragmentacéo gera um aumento da superficie susceptivel a acédo
dos microrganismos. Portanto esses macroinvertebrados obtém alimento néo
somente da folha em si, mas também dos microrganismos, especialmente fungos
filamentosos e leveduras, que a colonizam (KOROIVA et al., 2013). O trato intestinal
dessas larvas de insetos tem sido um modelo para estudos de diversidade de fungos
filamentosos e leveduriformes e também para compreenséao das relagdes simbioticas
entre estes (LICHTWARDT, 2012, SUH et al.,, 2005). A madeira é considerada

também como substrato por algumas espécies de besouros

1.3 LEVEDURAS

As leveduras sdo microrganismos eucariéticos pertencentes ao Reino Fungi,
formados por uma Unica célula, com parede celular rigida, citoplasma com
mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso, possuem membrana nuclear e sao
aclorofiladas. A nutricdo € heterotrofica e ocorre por meio da absorcao de nutrientes;
a reproducao é geralmente de forma assexuada, por brotamento ou fissdo, e também
sexuada por producéo de esporos, estados sexuais que nao sao colocados em corpos
de frutificacdo (KURTZMAN et al., 2011; NEVES, PORTO, TEIXEIRA, 2006). Esses
microrganismos podem ser encontrados amplamente distribuidos no ar, no solo, na
agua, em areas cobertas ou ndo por vegetacdo, graos de cereais, podem ainda ser
isolados da pele e do intestino de animais, bem como em associagdes com 0s insetos,
de acordo com Hagler et al. (2013).

Em estudos com besouros encontrados em madeira, Nguyen et al. (2006)
encontraram uma espécie nova de levedura, isolada do intestino de besouros
presentes em madeira, descrita como Spathaspora passalidarum. Novas estirpes de
leveduras encontradas no trato digestério de besouros foram também identificadas no
clado Pichia guilliermondi, e apresentaram capacidade de fermentar celobiose (SUH;
BLACKWELL, 2004).

1.3.1 Fermentacéo
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Fermentacdo € um processo anaerdbico de sintese de ATP (Trifosfato de
adenosina) que ndo envolve respiracdo. Um fendmeno realizado por bactérias e
fungos que decompde o substrato. Esse processo pode ocorrer de duas formas: a
hidrolise e a sacarificacao separadas (SHF), pela degradacao da celulose a um acgucar
fermentdvel; e a sacarificacdo simultaneamente com fermentacdo (SSF), esse
procedimento simultdneo aumenta o rendimento na industria de etanol, além de
reduzir o custo na producdo em relacédo a SHF. O grande desafio para SSF sdo as
condicbes de pH e principalmente de temperatura na fermentacao e sacarificacéo. Por
essa razdo, estudos tém sido realizados buscando leveduras com grande potencial
termotolerante que otimizem a SSF de materiais lignoceluldésicos (COSTA et al.,
2014).

Para o processo de SSF é necessario que ocorra a hidrélise da parede celular
da célula vegetal, composta de celulose, hemicelulose e lignina, contituintes da
biomassa. A hemicelulose é um polissacarideo composta por diferentes acucares,
alguns com cinco carbonos, apresenta potencial para producéo de etanol utilizando
microrganismos especificos no processo de fermentacdo. Enquanto que a lignina é
um polimero tridimensional com elevado peso molecular, em geral considerado
inibidor na digestado da parede celular de plantas, principalmente de forrageiras, que
liberam energia durante o aquecimento nas caldeiras e equiliboram o balanco
energético da industria. Em médio e longo prazo existe possibilidade de utilizar a
lignina na producao de outros produtos com maior valor agregado. A celulose, por sua
vez, durante o processo fermentativo utilizando mcrorganismos com potencial de
fermentar materiais ligniceluldsicos, ricos em pentose, € hidrolisada e origina a glicose
e a sacarose (RAMOS et al., 2011).

Alguns desses microrganismos potencialmente fermentadores tém dificuldade
de degradar compostos como a lignina. Por isso, para que a fermentacao ocorra sao
necessarios 0s pré-tratamentos termoquimicos e sacarificacdo enzimatica. Na
producdo de biogas, acucares ndo fermentesciveis resultantes da fermentacao séo
utilizados como excelentes biofertilizantes. Ja no processo de fermentacao alcodlica,
as leveduras utilizam as hexoses, tornando-se um desafio controlar a eficiéncia da
fermentacdo com biomassa lignocelulésica (MERICO et al., 2007). S. cerevisiae estao
presentes na maioria dos processos biotecnolégicos, tornando-se indispensaveis na
producdo industrial de bebidas alcoodlicas no mundo. Esses microrganismos

apresentam potencial tanto econdmico quanto tecnoldgico. A qualidade das bebidas
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alcodlicas evidencia o potencial das leveduras nas condi¢cdes de fermentacdo, por
meio desse metabolismo sdo fabricados diversos tipos de bebidas alcodlicas, como
se |é em Parente et al. (2014).

Inseridas no grupo das anaerdbicas facultativas, as leveduras fermentam
hexose independente da presenca de oxigénio. Sua fonte preferencial de carbono é a
glicose, devido ao processo de repressdo e ativacdo de genes e de proteinas,
chamado de repressao catabdlica da glicose. Outra vantagem de utilizar as leveduras
€ a capacidade de assimilar celobiose, de grande importancia na industria de
biocombustivel como o etanol, produzido a partir de hidrolisados de residuos
(MAMEDE; PASTORE, 2004).

Ainda de acordo com os autores acima citados, as leveduras fermentam glicose
em etanol e COz2, convertendo glicose em piruvato pela glicélise. O piruvato, por sua
vez, é convertido em etanol e CO2 em um processo de duas etapas: primeiramente, 0
piruvato sofre a descarboxilagdo em uma reacdo catalisada pela piruvato
descarboxilase, uma reacdo simples que ndo envolve a oxidacdo do piruvato. A
piruvato descarboxilase requer Mg?* e possui uma coenzima diretamente ligada a
tiamina pirofosfato. Na segunda etapa da fermentacéo, por meio da acao das enzimas
alcool desidrogenase e acetaldeido desidrogenase, ocorre a reducdo a etanol, com o
NADH, derivado da atividade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, que fornece o
poder redutor. Assim os produtos finais da fermentacéo alcodlica séo o etanol e o COzq,

de acordo com a equacao geral da fermentacao:

Glicose + 2 ADP +Pi—2 etanol +2 CO2+ 2ATP + 2H20

As leveduras possuem a capacidade de fermentar pentose, como por exemplo,
Candida shehatae, que tem o potencial de metabolizar pentoses com pouca producao
de xilitol e aparentemente tolerancia a etanol (DU PREEZ et al., 1994). Segundo
Amorim et al. (2011), a levedura S. cerevisiae também possui capacidade de
fermentar pentoses.

Portanto, existe necessidade de buscar por novas estirpes de leveduras
capazes de fermentar aclUcares de forma eficiente para producdo de bioetanol.
Algumas leveduras na auséncia de oxigénio intensificam a reacdo do NADH com o
piruvato, gerando NAD+ e acido lactico, produto da fermentagdo latica. Esses

microrganismos realizam o processo de fermentacdo durante a anaerobiose, em que
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degradam a glicose em dioxido de carbono (MALAJOVICH, 2009). A biomassa
lignoceluldsica é revestida de composto com celulose e hemicelulose, por isso, a
biodigestdo anaerdbia ocorre em processo de degradacédo lento, o que restringe a
acao da hidrdlise. Para auxiliar nesse processo de decomposicdo da biomassa sao
utilizados microrganismos com aptidao para fermentar pentoses e hexoses juntas no
mesmo recipiente industrial, a sacarificacdo simultanea a co-fermentacdo (SSCF), a
hidrolise e biodigestao de biomassa lignocelulésica (MILLS; SANDOVAL; GILL, 2009).

Temperatura na faixa de 29°C e 45°C e pH entre 7,0 e 8,5 representam as
condicbes oOtimas de atividade lipolitica. A capacidade das linhagens de
Kluyveromyces crescerem em altas concentracdes de aclcares € uma caracteristica
almejada nos processos industriais, pois quanto maiores as concentracfes de
acucares no mosto a ser fermentado mais elevada sera a taxa de conversédo em etanol
e o rendimento da fermentacao por reator, facilitando o processo de destilagéo, de
acordo com Costa et al. (2014).

Estudos sobre o potencial fermentativo das leveduras tém sido desenvolvidos
com estirpes isoladas de diversos ambientes. Cadete et al. (2012) a partir de coleta
em regido de Cerrado no Brasil, isolaram de madeira em decomposicao leveduras do
clado Spathaspora, com potencial para fermentar D-xilose. No norte do Brasil,
Roraima, Cadete et al. (2012) coletaram em dois diferentes locais de Floresta
Amazo0nica e isolaram representantes de cinco novas espécies: Candida amazonensis
do clado Scheffersomyces, Spathaspora sp. 1, Spathaspora sp. 2, Spathaspora sp. 3,
e Candida sp. 1 do clado Spathaspora. Dentre as cepas estudadas pelos autores
Spathaspora passalidarum apresentou os maiores rendimentos de etanol em ensaios

de fermentacé&o com D-xilose, e Candida amazonensis maiores rendimentos de xilitol.

1.3.2 Taxonomia de leveduras

Na identificagdo e caracterizacdo das leveduras sao realizados testes
morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos. S&o mais de 90 testes e o0s resultados podem
variar conforme o estado fisioldgico do cultivo ou da variabilidade intraespecifica. De
acordo com Kurtzman et al. (2011), as leveduras sédo identificadas pelo método
convencional, onde sdo observadas as caracteristicas macromorfolégicas como:

forma da coldnia (esférica, oval ou alongada), cor (branca, creme, rosada, vermelha,
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entre outras), margem (regular, irregular ou em forma de raizes), brilho (opaca ou
brilhosa), superficie (lisa ou rugosa), consisténcia (cremosa, dura, esfarelada,
membranosa ou seca) e elevacao (plana, umbilicada ou convexa). Ainda de acordo
com Kurtzman et al. (2011) e Yarrow (1998) essas caracteristicas morfologicas
auxiliam na definicdo do perfil, que séo determinados por meio de testes fisiologicos
e bioquimicos.

Dentre os testes fisiologicos e bioquimicos esta a avaliacdo da capacidade de
assimilacdo de compostos como fontes de carbono, onde as principais fontes séo
sacarose, celobiose e maltose, entre outras; a verificagdo do potencial fermentativo
utilizando diferentes acUcares, tais como glicose, galactose, sacarose, maltose,
lactose, entre outros; além dos testes de sensibilidade a pressao, temperatura maxima
e minima de crescimento, hidrélise de gordura, coloracdo pelo Diazonium Blue B
(DBB) e a producao de urease, entretanto os testes bioquimicos sdo pouco sensiveis,
podendo levar a uma identificacdo equivocada de leveduras (LACHANCE et al., 2001).

Além disso, em algumas leveduras, a observacdo de caracteristicas
micromorfologicas, como esporos, é muito dificil. Por isso associada a esta
identificacdo as pesquisas atuais tém utilizado técnicas moleculares. O DNA
ribossémico (rDNA) é o mais utilizado para identificacdo genética das leveduras por
possuir partes muito conservadas intercaladas por outras partes variaveis. A regido
génica do rDNA possui as seguintes estruturas na disposicdo 5-3’: a regiao
espacadora externa (ETS), o gene 18S, a regido espacadora interna (ITS1), o gene
5.8S, uma segunda regido espacadora interna (ITS2) e o gene 26S (Figura 1). Esse
altimo apresenta as sequéncias, menos conservadas, em comparacdo com 0 gene
18S e 5.8S, por isso uma regido de escolha para estudos de filogenia de espécies e

grupos taxondmicos mais relacionados (HADZIAVDIC et al., 2014).
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Figura 1 - Posicdo dos iniciadores no DNA ribossdmico

—
NSl 15D [ NL1L>

185 5.85 285
NS8 { ] NL4

A regido D1/D2 do gene 26S rDNA tem sido empregada para diferenciar quase
todas as espécies de leveduras estudadas, segundo Kurtzman e Robnett (1998),
sendo necessario 0 sequenciamento conjunto com a regido ITS para diferenciar
espécies de leveduras com afinidade basidiomicéticas (SCORZETTI et al., 2002),
complementando assim a identificacdo taxondémica, identificando e diferenciando
linhagens de uma mesma espécie, e com isso ampliando o conhecimento da
diversidade genética desses microrganismos. Além de identificar € essencial conhecer
0 potencial biotecnoldgico, como a capacidade de tolerar varios estresses, um dos
importantes critérios para selecionar uma linhagem que seja eficiente no processo
fermentativo (ZHAO; BAI, 2009).

O DNA extraido das leveduras é amplificado por PCR (Rea¢do em Cadeia da
Polimerase), e posteriormente sequenciado, de acordo a metodologia de Sanger et al.
(1977), utilizando os iniciadores NL1 e NL4 propostos por O’'Donnell (1993) e os
iniciadores ITS1 e ITS4 propostos por White et al. (1990).

1.4 USO BIOTECNOLOGICO DAS LEVEDURAS

Atualmente a aplicacdo de biocompostos microbianos em varios ramos da
industria, como, por exemplo, biocombustiveis, papéis, farmacéuticos e quimicos
agricolas estdo em franca expansao. As leveduras predominam nestes ramos como
produtoras de enzimas, com grande destaque na industria de alimentos, devido a
maioria das espécies nao apresentarem propriedades patogénicas. Cepas de
leveduras com potencial industrial deveréo ser capazes de responder rapidamente as
condicbes de estresse no processo de fermentacdo, onde as temperaturas sao
elevadas. Contudo, adaptando-se aos fatores ambientais adversos por meio de ajuste
de suas atividades metabdlicas visando diminuir a perda substancial de sua
viabilidade (RODRIGUES; SANT'ANNA, 2001).
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A exploracéo e a producé@o de combustiveis renovaveis ampliaram a utilizacao
destes microrganismos, usando tecnologias sustentaveis para o aumento da producao
de etanol, sem ampliar a area desmatada para o plantio de cana, usando o residuo
lignocelulésico do bagaco da cana-de-aclUcar. Este material rico em celulose,
hemicelulose e lignina € submetido a um pré-tratamento anterior as fermentacdes para
producao de etanol de segunda geracdo (MAMEDE; PASTORE, 2004). S. cerevisiae
predomina no processo de fermentagdo alcodlica, por possuir a habilidade de
hidrolisar sacarose, presente no caldo da cana, em glicose e frutose, pelo seu alto
rendimento fermentativo, mesmo na presenca de oxigénio, e por ser mais tolerante ao
etanol se comparada com outras leveduras, de acordo com Sanchez e Cardona
(2008).

Segundo Rodrigues e Sant’anna (2001), as leveduras utilizadas industrialmente
em processos fermentativos de péaes, cervejas e vinhos apresentam linhagem com
potencial biotecnolégico diferente para a producdo de etanol. Através da comparagao
entre os perfis genéticos das amostras de fermento foi possivel entender se os
padrées encontrados sdo os mesmos que foram introduzidos no inicio da safra ou se
as linhagens selvagens predominaram ao longo do tempo.

Para Silva et al. (2004) utilizar leveduras em grande escala proporciona a
obtencéo de altas concentracdes de enzimas, além da flexibilidade na manipulacéo
genética em varios processos biotecnoldgicos. Este grupo de microrganismos
possuem Gtimas condi¢des de cultivo, facil e rapida triagem, ciclos de fermentacéo
curtos, uso de meios de fermentacéo de baixo custo, e diversidade de enzimas que

catalisam a mesma reacao, possibilitando flexibilidade nas condi¢des de uso.

1.4.2 Producéo de etanol

A producdo de etanol a partir da matéria lignocelulésica depende de um
biocatalisador para fermentar hexoses e pentoses sob as condigcbes adversas do
ambiente industrial. A levedura S. cerevisiae possui essa capacidade de fermentar
hexoses com rapidez e eficiéncia, tolera altas concentracdes de etanol, inibidores e o
baixo pH dos tanques de fermentacao (STAMBUK et al., 2008).

Os residuos de material lignocelulosicos sao utilizados principalmente pela

industria para obtencdo de acUcares fermentesciveis existentes na sua estrutura.



22

Esse processo ocorre por meio da hidrélise acida diluida, onde s&o liberadas as
pentoses (xilose, arabinose) e hexoses (glicose, manose e outras) componentes da
celulose e hemicelulose.

O bagaco de cana-de-acucar possui uma grande quantidade de xilose, 80% do
total de acucar na fracdo hemiceldsica. A agroindustria utiliza o bagaco e o melaco
para producéo de resinas, plasticos e etanol (BRANCO et al., 2011). De acordo com
a pesquisa de Cadete et al. (2012), uma estirpe de Spathaspora brasiliensis foi isolada
de madeira apodrecida em ambientes de floresta em Roraima, foi descrita com
potencial para fermentar D-xilose. Esse potencial para fermentar hidrolisados de
plantas, tem despertando grande interesse nas industrias de biocombustiveis.

Visando identificar novas leveduras termotolerantes, resistentes a altas
temperaturas nas dornas de fermentacdo, para os processos de SSF, novas
pesquisas estédo sendo realizadas utilizando biomassa. Costa et al. (2014) utilizaram
0 bagaco de cana-de-acUcar para o processo de SSF e na fermentacdo foram
incluidas linhagens de Saccharomyces e Kluyveromyces em variacdes de
temperaturas acima de 45°C. Os resultados afirmaram que as duas linhagens séo
capazes de fermentar as pentoses D-xilose e L-arabinose na temperatura de 45°C,
confirmando essa caracteristica para a linhagem de Kluyveromyces. Apesar dos
maiores rendimentos terem ocorrido em temperaturas mais baixas, é imprescindivel e
desafiador novas pesquisas para intensificar esfor¢cos visando prospectar novas

linhagens com o potencial biotecnolégico almejado.

1.5 UTILIZAGAO DE FONTES RENOVAVEIS NA PRODUGCAO DE
BIOCOMBUSTIVEIS

Muitos alimentos consumidos diariamente tém em sua composicao algum tipo
de produto de fermentacdo, como por exemplo, o iogurte que é produzido pela
fermentacao latica, onde as bactérias chamadas de lactobacilos produzem acido
latico. O péo e a cerveja sdo produzidos pela fermentacdo alcoolica, realizada por
fungos anaerdbicos facultativos que produzem no final alcool. As acetobactérias
produzem vinagre por meio da fermentacdo acética, que ocorre por uma reagao
quimica de oxidacao parcial do alcool etilico, para a obtencdo do &cido acético,

conforme se Ié em Ramos et al. (2011). Outra importancia da fermentacao, de acordo
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com Penteado (2007), ocorre durante o processo de compostagem, potencializando-
0, onde o microrganismo é inoculado no composto, em seguida ocorre a fermentacao,
visando um produto uniforme, com qualidade, com o minimo de perdas dos nutrientes
e sem o efeito de substancias téxicas. Os actinomicetos, fungos e bactérias, sao
obtidos comercialmente com sucesso, para aplicacdes comerciais de biodegradacao
da celulose, hemicelulose e lignina de dificil decomposi¢cdo no ambiente natural.

Os estudos relacionados com a fermentacdo estdo voltados principalmente
para producao de etanol. Este produto é uma alternativa para diminuir impactos no
meio ambiente, devido a exploragdo continua dos combustiveis fosseis, melhorar a
qualidade de energia, reduzindo o pre¢o, e a poluicdo. No Brasil encontram-se
condicBes favoraveis para a producédo de etanol de primeira geracao, principalmente
pelos investimentos na tecnologia de transformacéo, que possibilita uma lideranca na
agricultura para geracao de energia como cana de agucar e milho, abastecendo assim
o mercado de biocombustiveis, reduzindo a area desmatada e investindo em areas
destinadas a producdo de alimentos, além de diversificar matérias-primas em
diferentes biomas (STAMBUK et al., 2008).

A matriz energética brasileira € um exemplo de sustentabilidade, pois enquanto
a média mundial é o uso de apenas 14% de fontes renovaveis, o Brasil utiliza 46,8%.
De fato, a cada ano mais de 40 milhdes de toneladas de material vegetal néo
comestivel, incluindo palhas de milho e trigo e restos de madeira sdo produzidos e
geralmente descartados no ambiente. A transformacéo desses residuos agricolas que
nao serao utilizados para a producéo de etanol de segunda geragéo, tem se mostrado
bastante atrativa (SANDERSON, 2011).

Criticas a producdo de etanol no Brasil sdo referentes a baixa eficiéncia e
problemas ambientais em virtude do cultivo da cana-de-acUcar. Porém o avanco das
pesquisas na producédo de etanol no pais elevou-se aproximadamente 4% ao ano, e
0s custos tém sido reduzidos em cerca de 3% ao ano desde a introduc¢éo do Proalcool.
Este fato ocorre devido as melhorias nas variedades de cana, técnicas mais
adequadas de manejo, melhoria no processo industrial de fermentacéo, extracéo e
destilacdo. Os processos de pré-tratamento sdo continuamente melhorados para
beneficiar a hidrélise na biomassa lignocelulésica, como por exemplo, a explosédo a
vapor, um tipo de hidrolise fisica (LASER et al., 2002).

Os pré-tratamentos quimicos também podem ser empregados no

aperfeicoamento da hidrolise de biomassa, sendo realizada, na maioria dos casos, a
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hidrélise acida com a utilizacao de acido sulfurico, acido cloridrico, &cido nitrico, &cido
fluoridrico ou acido fosforico. Porém, a hidrolise acida proporciona o surgimento de
compostos téxicos no meio, provenientes da degradacao de acucares como o furfural
e o 5-hidroximetilfurfural. Esses compostos séo formados a partir da desidratacéo de
pentoses como a xilose (furfural) e de hexoses como a glicose (hidroximetilfurfural).
Outra forma de hidrolisar a biomassa quimicamente € pela hidrolise alcalina utilizando
NaOH ou amoénia. Embora a eficiéncia da reacdo seja menor, a formacdo de
compostos téxicos que inviabilizem o processo fermentativo é reduzida (LEVANON,
2003).

O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril) pertencente a familia das bromélias,
subclasse das monocotiledéneas, é uma fruta tropical de grande demanda no
mercado fruticola. Esse fruto tem grande aceitacdo pelo aroma e sabor, é apreciado
em todo o mundo, possui vitaminas C, A e B1, sais minerais e grande quantidade de
acucares. Destaca-se das outras frutas tropicais pelo seu sabor caracteristico e altos
teores de acucares, por esse motivo € apreciado em todo o mundo. A temperatura
Otima para cultivar o abacaxi estéa entre 22°C e 32°C, o que permite sua distribui¢éo
por varios paises do globo (PARENTE et al., 2014).

A propagacao do abacaxi € vegetativa, por meio do uso de estruturas da planta
adulta tais como coroa (brotacdo do apice do fruto), filhote (brotacdo do pedunculo,
gue é a haste que sustenta o fruto), filhote-rebentédo (brotacdo da regido de insercdo
do pedunculo no caule ou talo) e rebentdo (brotacédo do caule). O abacaxizeiro chega
a medir um metro e meio de altura (CRESTANI et al., 2010).

No Brasil, segundo maior produtor mundial, o abacaxi encontra O6timas
condicBes para seu desenvolver, por essa razao € cultivado na maioria dos estados
brasileiros. Em Roraima, a maior plantacdo de abacaxi esta localizada no municipio
de Cantd, abastecendo o consumo do estado e garantindo renda da populacgéo local,
sendo que a produc¢do de abacaxi ocorre durante o ano todo (IBGE, 2013).

Em Roraima o abacaxi vem sendo cultivado ha alguns anos. Com o passar do
tempo a area plantada aumentou de 101 hectares em todo estado, nos anos 90, para
70 hectares em 2016 apenas no municipio do Canta, com producéo de 45 toneladas.
Neste municipio é realizado a “Festa do Abacaxi” para comemorar a fartura da
producdo. Outros municipios do estado como, por exemplo, Alto Alegre, Amajari e
Normandia, também produzem esse fruto (ALBUQUERQUE et al., 2010).
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O suco de abacaxi possui uma quantidade significativa de acidez, por esta
razdo é uma fonte alternativa na producao de fermentados, possibilitando condicdes
ideais tanto para 0 mosto quanto para o desenvolvimento de leveduras, além de
atribuir ao produto do mosto um sabor acido. A producéo de bebidas fermentadas é
uma alternativa para prospectar a produ¢cédo de abacaxi, produto promissor devido a
aceitacdo em pesquisas de consumo, além de contribuir para a reducdo de perdas
pos-colheita desses frutos. Tanto a casca como o cilindro central do abacaxi séao
consideradas boas fontes de fibra alimentar, de celulose, hemicelulose e lignina. No
entanto, as duas partes do fruto sdo pobres em pectina. A casca em comparagao com
o cilindro central apresentou maiores teores de todos os constituintes da fibra
alimentar (PARENTE et al., 2014). Porém néo ha destinacdo adequada para a casca
de abacaxi, tornando-se residuos e poluindo o ambiente, além de ser um desperdicio
de uma otima fonte de carbono.

Botelho, Conceicao e Carvalho (2002) em pesquisa utilizando tanto o cilindro
central como a casca, classificaram o fruto como uma boa fonte de fibra alimentar em
termos de Fibra Detergente Acido (FDA), Detergente Acido (FDN), celulose,
hemicelulose e lignina. A casca apresentou 0s maiores teores de todos os
constituintes da fibra alimentar de FDA, FDN, lignina,celulose, hemicelulose além da

pectina, em relacdo ao cilindro central.
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2 OBJETIVOS

Para responder as perguntas norteadoras desta pesquisa foram formulados os
seguintes objetivos:

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o potencial fermentativo de pentose de leveduras associadas ao
trato intestinal de insetos aquéaticos fragmentadores de detritos vegetais em igarapés

roraimenses.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estimar as leveduras associadas ao trato intestinal dos insetos fragmentadores;
o Verificar o potencial das leveduras em fermentar pentoses;
o Identificar os isolados fermentadores;

o Avaliar a producao de etanol a partir de hidrolisado da casca de abacaxi.
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo seguiu o Protocolo Experimental - Isolamento de microrganismos
do trato digestoério de macroinvertebrados aquaticos (ALENCAR; BARROS; MORAES,
2016). Todos os procedimentos foram executados nos Laboratorios do Programa de
Pos-graduacdo em Recursos Naturais — PRONAT, de acordo com o fluxograma de

trabalho abaixo (Figura 2).

Figura 2 — Fluxograma das atividades realizadas nesta pesquisa.
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Primeiramente, realizou-se uma coleta para capturar insetos fragmentadores
dos géneros Stenochironomus, Phylloicus e Triplectides no més de Julho 2016, que
compreende o periodo chuvoso na regiao da Serra do Tepequém, com a finalidade
de analisar a associacdo com leveduras, visando aplicacdes biotecnoldgicas. Apos a
coleta retirou-se o tubo digestorio dos fragmentadores para o isolamento das
leveduras, em seguida a selecdo das leveduras fermentadoras, a identificacao
convencional e molecular. Por fim foram realizados os testes de fermentacéo com as
leveduras potencialmente fermentadoras, utilizando a casca do abacaxi como fonte

de carbono.
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3.1 AREA DE ESTUDO

Roraima esta localizado acima da linha do equador, com uma &rea territorial de
224.301,040 Km?, dividido em 15 municipios, tendo Boa Vista como capital. As
caracteristicas do seu relevo sdo muito peculiares quebrando a monotonia de
extensas areas aplainadas. Assim como a formag&o de um mosaico de ecossistemas,
veredas de buritizais e o lavrado. Dentre todas essas paisagens, o norte do estado é
constituido de uma riqueza paisagistica Unica, vinculadas aos testemunhos da historia
geolégica como, mirantes, cavernas e cachoeiras, principalmente seus morros,
montanhas e colinas bélicas (BARBOSA; COSTA E SOUZA; XAUD, 2005).

Dentre as belezas naturais do Estado, destaca-se a Serra Tepequém, que
compreende uma area de 12.000 Kmz, situada no centro de uma bacia fechada com
altitude de 550 a 1.100m, localizada no municipio de Amajari, distante a 210 Km de Boa
Vista. A economia do municipio baseia-se na agricultura, pelo cultivo de milho,
mandioca, banana, arroz entre outros. A pecuaria predominante é a de corte,
desenvolvendo também a piscicultura em area da mata, além do turismo.
(ALBUQUEQUE et al. 2010; BESERRA NETA; TAVARES JUNIOR, 2008).

A regido é polo turistico do Estado, onde encontram-se trés grandes rios,
Uraricoera, Parimé e Amajari, esse ultimo da nome a cidade. Por ser naturalmente
uma area acidentada, favorece a formacéao de inUmeras lagoas, areas encharcadas e
inundaveis. Na Serra, além da fauna e flora exuberantes, as cachoeiras sao a principal
atracdo da localidade, sendo as cachoeiras do Funil, Paiva e Barata, as mais visitadas
(ALBUQUEQUE et al. 2010).

3.2 AMOSTRAGEM

Foram selecionados 10 igarapés (Figura 3) para a coleta dos insetos
fragmentadores dos géneros de interesse para este projeto, dos quais foram isoladas
as leveduras para avaliacdo da capacidade de fermentagédo de pentoses e posterior

identificagdo taxonémica.

Figura 3 — Regido da Serra do Tepequém no Estado de Roraima, em destaque os dez igarapés
selecionados para coleta de insetos fragmentadores.
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O percurso total entre os pontos de coleta correspondeu a aproximadamente
50km de caminhada. Os igarapés selecionados foram codificados com a primeira letra
do estado de Roraima, uma vez que o projeto maior abrange dados de 4 estados, e a
ordem de realizacado das coletas (Tabela 1).

Tabela 1 — Pontos e denominacg@es dos igarapés onde foram coletados os insetos
fragmentadores, na Serra do Tepequém — RR.

Pontos lgarapés
R1 Gruna da Anta
R2 Miudinho
R3 Promessa
R4 Afluente do Siléncio
R5 Siléncio
R6 Geladeira
R7 Ferroada
R8 Do meio
R9 Catitu
R10 Lajeado

3.2.1 Coleta de insetos fragmentadores
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A coleta dos macroinvertebrados para isolamento fangico foi realizada no més
de Julho de 2016, em expedigcdo composta por membros do projeto maior. Para coletar
nos dez igarapés a equipe permaneceu 12 dias na area de estudo percorrendo 0s
pontos a pé e em veiculo automotor, em alguns trechos. Foram coletados insetos
fragmentadores aquéaticos em margens alternadas de dez igarapés de primeira e
segunda ordem, em um trecho de 50m (Figura 4), com distancias de 10m entre os
subpontos.

Utilizou-se a rede rapiché para auxiliar na coleta dos insetos fragmentadores
dos géneros Stenochironomus, Phylloicus e Triplectides. Desses trés géneros, foram
coletados cinco espécimes de cada ao longo de cada igarapé. Foram coletados
espécimes de Stenochironomus no ultimo estadio de desenvolvimento (em média 18
mm de comprimento), enquanto que os espécimes de Phylloicus e Triplectides foram

coletados com tamanhos superiores a 1,5cm.

Figura 4 — Esquema geral de coleta de insetos fragmentadores em igarapés.
50m

A
v

/
AN /15m \ / 45m

A
v

50m
Legenda:
Dados abidticos: pH, condutividade elétrica, OD, largura, profundidade, velocidade da
correnteza, fotos do dossel (cobertura) e turbidez.
__/ Tipo de amostra: folha, areia, misto de folha + areia + raizes.
‘ Coleta dos macroinvertebrados.
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Anteriormente a coleta dos fragmentadores, foram obtidos os dados abiéticos
do ambiente e a coleta dos tipos de substratos presentes no local: folhas, areia e misto
de folhas, areia e raizes. Esses procedimentos foram realizados por outros membros
da equipe do projeto maior. Apés a coleta dos dados abioticos, procedeu-se a coleta
dos macroinvertebrados com a rede rapiché, onde foram coletadas folhas submersas
nas aguas, observadas e analisadas em bandejas de plastico, para a selecao das
folhas colonizadas por insetos fragmentadores do género Stenochironomus, ou
casulos (abrigos) com larvas de insetos Phylloicus e Triplectides.

Posteriormente & retirada dos insetos fragmentadores, os espécimes foram
submetidos a desinfeccdo superficial, onde foram retirados das folhas com auxilio de
uma pinca estéril e mergulhados em tubo eppendorf com 1mL de alcool 70% por 30
segundos, em seguida foram retirados do alcool e transferidos para outro eppendorf
com 1 mL de 4gua destilada estéril, onde foram armazenados e transportados em
isopor com gelo até o laboratério para a realizacdo dos procedimentos micolégicos,
visando o isolamento fungico. Cada eppendorf foi identificado com o ponto da coleta,
data, género e numeracéo (1 a 5) correspondente aos 5 insetos coletados por género
(ALENCAR; BARROS; MORAES, 2016).

3.2.2 Disseccéo dos insetos fragmentadores

Em laboratério, foram selecionados trés espécimes dos cinco coletados de
cada um dos trés géneros, a selecdo se deu pela observacédo dos insetos mais bem
conservados ao chegar no laboratério. Os insetos foram retirados dos eppendorfs e
transferidos para placas de Petri estéreis. Em seguida, com auxilio de uma lupa, foram
dissecados utilizando pincas e agulhas estéreis para retirar o aparelho digestério que
foi transferido para outro eppendorf contendo 1 mL de agua estéril. Por fim, o aparelho
digestério foi homogeneizado para a realizacdo dos procedimentos de isolamento das
leveduras, de acordo com o Protocolo do Projeto da Rede Bionorte (ALENCAR;
BARROS; MORAES, 2016).

3.3 ISOLAMENTO E PRESERVACAO
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Os procedimentos micoldgicos compreenderam os processos de dissec¢do dos
insetos fragmentadores, isolamento dos fungos do aparelho digestivo dos insetos,
contagem de todas as col6nias crescidas em placas, obtencdo de cultura pura e
preservacao das leveduras e selecdo das leveduras fermentadoras para posterior

teste da capacidade fermentativa e identificagdo taxondmica.

3.3.1 Isolamento das leveduras

Apbs a homogeneizacgao do aparelho digestério em 1 mL de agua estéril, foram
retirados 100uL do homogeneizado e transferidos para placas de Petri contendo o
meio de cultura BDA (a4gar batata dextrose) acrescido com 0,2 g/L de Cloranfenicol,
em triplicata. As placas foram incubadas em estufa BOD, com temperaturas de 28°C
por um periodo de 3 a 15 dias.

3.3.2 Contagem das leveduras

Foi realizada a contagem de todas as colonias de leveduras crescidas nas
placas identificadas com codigos de procedéncia dos igarapés, a referéncia do ponto
de coleta e sigla do género do macroinvertebrado. Para cada tipo de colbnia
macromorfologicamente diferente foi dado um cédigo de identificac&o utilizando a letra
inicial do estado, o numero do igarapé, a letra inicial do género, a letra do
macroinvertebrado e a numeracao do fungo em ordem crescente. Ex.: R4SAL1 = a
codificacdo da amostra de Roraima, do igarapé 4, do género Stenochironomus,
individuo A e a primeira levedura contada na placa inicial. Apos a contabilizacdo foram

obtidas as culturas puras dos isolados.

3.3.3 Obtencéao da cultura pura

Para obtencdo da cultura pura, as colénias de leveduras foram transferidas
para placas contendo meio de cultura Agar GYMP. Em seguida, foi realizado o registro

das caracteristicas macromorfolégicas, onde as coldnias foram fotografadas (frente e
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verso) e as caracteristicas gerais anotadas em planilha para posterior preservacao e
depdsito na Colecédo de Cultura de Microrganismos do PRONAT/UFRR.

3.3.4 Preservacéo das leveduras

As leveduras foram preservadas por dois métodos: criopreservacao e sob 6leo
mineral. Por criopreservacao as leveduras foram cultivadas em caldo GYMP (glicose
2%; extrato de levedura 0,5%; extrato de malte 2%, fosfato de s6édio monobasico
0,2%) por 48 horas e congelados a -80°C com acréscimo de 20% de Glicerol (WOLFE;
BRYANT, 2001). Por 6leo mineral, as cepas foram repicadas em Agar GYMP
inclinado, apés o crescimento das col6nias foram cobertas com 6leo mineral estéril.
Em seguida, as leveduras foram devidamente codificadas e depositadas na colecéo
do Laboratoério de Microbiologia do PRONAT — UFRR.

3.3.5 Selecdo das leveduras fermentadoras

Para a sele¢&o das leveduras fermentadoras, foram realizados testes em caldo
YP (extrato de levedura 1%, peptona 2%) acrescido com 2% de glicose para a
formacdo de um meio basal de fermentacdo (MBF). Nos tubos de ensaio foram
utilizados tubos de Durhan invertidos para a captacéo das bolhas durante o processo
de fermentacdo. As leveduras inoculadas no meio foram incubadas a 25°C sob
agitacdo a 100 rpm. As amostras foram retiradas para avaliacdo apds 12 horas de
incubacédo e a leitura realizada pela observacdo do crescimento e fermentacdo em
meio liquido. O crescimento foi avaliado pela turvacdo do meio de cultura e a
fermentacao foi observada pelo tamanho de bolhas formadas dentro dos tubos de
Durhan. Bolhas com tamanho apartir do meio do tubo de Durhan foi considerado
fermentacao forte, menor que a metade do tubo considerou-se fermentagéo, apenas
uma pequena bolha estimou-se fermentacéo fraca e a auséncia de bolha no tubo de
Durhan foi resultado de auséncia de fermentacdo. Avaliou-se também a fermentacao
em MBF com xilose, galactose, melibiose e maltose, nas mesmas condi¢cbes

anteriores para a construcado do perfil fermentativo dos microrganismos, 0s quais
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foram classificados de acordo com o tamanho da bolha formada dentro do tubo de

Durham.

3.4 IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS

A identificacdo das leveduras foi realizada utilizando as técnicas de
identificacdo convencional, por meio de testes morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos,
além de técnicas de identificacdo molecular, por meio de sequenciamento dos
dominios D1 e D2 do gene 26S e da regido ITS do rDNA.

3.4.1 Identificagao convencional

A identificacdo convencional das leveduras ocorreu no laboratério de
Microbiologia do PRONAT, onde foram realizados os testes morfol4gicos, fisioldégicos
e bioquimicos, seguindo os padrdes descritos por Kurtzman et al. (2011) Lachance et
al. (2001) e Yarrow (1998).

3.4.1.1 Testes morfolégicos

Nos testes morfologicos foram observadas as  caracteristicas
macromorfolégicas e micromorfolégicas das leveduras. Macromorfologicamente
foram observadas nas colénias com auxilio de um estereoscépio (lupa): a cor (branca,
creme, rosada, vermelha, etc.), o brilho (opaca ou brilhosa), a forma (esférica, oval ou
alongada), a margem (regular, irregular ou em forma de raizes), a superficie (lisa ou
rugosa), a elevacéao (plana, umbilicada ou convexa) e a consisténcia (cremosa, dura,
esfarelada, membranosa ou seca). Enquanto que micromorfologicamente foram
avaliadas as células pelo preparo de laminas a fresco de culturas recentes,
observadas ao microscépio 6ptico com aumento de 400 a 1000 vezes. Foram
observadas caracteristicas celulares como: a forma celular (circular, oval, cilindrica,
fusiforme, apiculada), presenca de pseudo-micélios, tipo de reproducao: assexuada
(brotamento e/ou fiss&o) e tipo de brotamento (multipolar, bipolar, unipolar).
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3.4.1.2 Testes fisiologicos e bioquimicos

Para a avaliacao do perfil fisiologico e bioquimico dos isolados foram realizados
testes de fermentacdo, tolerancia, assimilacdo em diferentes fontes de carbono,
nitrogénio, producao de urease e reacdo ao corante Azul de Diazénio Blue B (DBB).
No teste de fermentacao foram utilizados 100 pL do pré- inoculo, padronizado pela
escala 2,0 de Macfarland que corresponde a 108 células de leveduras/mL, em tubos
de ensaio com tubos de Durham invertidos contendo Meio Basal para Fermentacao
(MBF) com Glicose (glicose 2,0%; peptona 0,75%; extrato de levedura 0,45%),
mantidos a 25°C por 21 dias, com leituras no 1°, 2°, 3°, 5°, 7°, 14° e 21° dias apés a
inoculacao. A leitura ocorreu pela visualizacdo de bolhas de gas no interior dos tubos
de Durham. Como controle negativo tubos ausentes de indculos foram incubados
paralelamente (BARNETT; PAYNE; YARROW, 2000).

A assimilagao a diferentes fontes de nitrogénio e carbono, os testes de DDB e
os testes de temperatura e tolerancia foram avaliados pela técnica de réplica-plate,
onde até 25 isolados podem ser testados de uma sé vez, através de multinoculador
semelhante a um carimbo (BARNETT; PAYNE; YARROW, 2000). Para essa técnica,
foi realizada a suspenséo das células dos isolados, em seguida distribuidos 500uL,
padronizados a 102 células de leveduras/mL na escala de Macfarland, em pocos
distintos do carimbo. Apds isto, com a parte superior do carimbo contendo os pinos,
os indculos foram semeados nas placas de Petri, previamente preparadas com 0s
meios a serem testados (Figura 5).

Nos testes de assimilacdo a diferentes fontes de nitrogénio foram utilizados:
Nitrito (agar 2%; Yeast Carbon Base 1,17%; nitrito de sodio 0,026%); Nitrato (&gar 2%;
YCB 1,17%; nitrato de potassio 0,078%) e Lisina (dgar 2%; YCB 1,17%; lisina
0,076%); como controle negativo foi utilizado YCB branco (agar 2%; YCB 1,17%) e
incubacédo a 25°C por 21 dias, com leituras no 1°, 2°, 3°, 5°2, 7°, 14° e 21° dias apos a

inoculacao.
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Figura 5 — Procedimento para determinacao do perfil fisiologico e bioquimico de
leveduras isoladas do trato digestoério de insetos aquaticos fragmentadores.

| S—

Legenda: A- distribuigﬁo do in6culo os pocos do carimbo; B- placa de Petri sendo inoculada.

Nos testes de assimilacdo a diferentes fontes de carbono foi utilizado o meio
base (dgar 2,0%; YNB 0,67%) para acrescentar cada um dos 34 acucares/fontes de
carbono: Glicose, Galactose, L-sorbose, Maltose, Sacarose, celobiose, Trealose,
Lactose, Melibiose, Rafinose, Melizitose; Amido soltvel; D-xilose L-arabinose; D-
arabinose; D-ribose; L-ramnose; Etanol; Glicerol; Eritritol; Ribitol (adonitol); D-manitol;
D-sorbitol; Salicina; Succinato; Citrato de sodio; M-inositol; Metanol; Hexadecano;
Xilitol; Acetona; Etilacetato; Isopropanol. Como controle negativo foi utilizado YNB
branco (agar 2,0%; YNB 0,67%), e incubacgéo a 25°C por 21 dias, com leituras no 1°,
20, 39,50 70, 14° e 21° dias ap0s a inoculagao.

A avaliagdo de crescimento das leveduras em diferentes temperaturas foi
realizada pela inoculagdo dos isolados em meio Sabouraud (glicose 2,0%, peptona
1%, extrato de levedura 0,5%, agar 2,0%) e incubacéo nas temperaturas: 37°C, 40°C,
42°C e 45°C, com leituras pela observacdo de auséncia ou presenca de crescimento
de col6nias apés 24 e 48 horas.

Nos testes de tolerancia foram utilizados os seguintes meios complexos: Meio
10% de NaCl (glicose 5,0%; NaCl 10%; peptona 1,0%; extrato de levedura 0,5%; agar
2,0%); Meio cicloheximida (YNB 0,67%; agar 2%; acrescido com 10 mL de glicose a
0,5% e 0,01% de cicloheximida); Meio producdo de acido/carbonato (glicose 5,0%;
CaCO3 0,5%; agar 2,0%; extrato de levedura 0,5%); Meio sem aminoacido (Yeast
Nitrogen Base sem aminoacidos 0,67%; agar 2%; acrescido com 10 mL de glicose
5,0%); Meio acido acético (glicose 10%; peptona 1,0%; agar 2,0%; extrato de levedura
1,0%; acrescido com 1% de acido acético); Meio com 50% de glicose (glicose 50%;
agar 1,3%; extrato de levedura 0,1%) e incubagdo a 25°C por 21 dias, com leituras no
10, 20, 30, 59, 79 14° e 21° dias apos a inoculacéo.
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Para testar a producgéo de urease, os isolados foram inoculados em caldo ureia
(Urea Broth), incubados a 37°C por 72 horas, a cada hora era observada a mudanca
ou ndo da cor para vermelho, indicando a atividade de urease, de acordo com
Maldonade, Scamparini e Rodrigues-Amaya (2007).

O teste de reacéo ao corante DBB foi realizado segundo o método de Hagler e
Mendonga-Hagler (1991), onde os isolados foram inoculados em meio com urease,
incubadas a 55°C. Sobre as col6nias adicionaram-se gotas do reagente DBB (15mg
de DBB em 15 mL de tampédo TRIS 0,1 M pH 7). As colbnias que apresentaram
coloracdo vermelha foram consideradas positivas para Basidiomicetos, as demais,
consideradas como negativas foram relacionadas aos Ascomicetos.

ApoOs os testes morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos, os dados foram
comparados a chave de identificacdo para caracterizar as leveduras isoladas em nivel
de género e espécies (BARNETT; PAYNE; YARROW, 2000).

3.4.2 Identificacdo Molecular

Para complementar a identificagdo convencional foi extraido o DNA das
leveduras isoladas, amplificado as regides internas transcritas (ITS1 e ITS2), com os
iniciadores ITS1/ITS4, o sequenciado foi realizado de acordo com o método de Sanger
et al. (1977). Os procedimentos foram todos realizados nos laboratérios de Biologia
Molecular do Programa de Pés-graduacdo em Recursos Naturais — PRONAT e Centro
de Estudos da Biodiversidade — CBio.

3.4.2.1 Extracéo total do DNA

As leveduras selecionadas foram inicialmente cultivadas em meio de cultura
GYMP (Extrato de Levedura 0,5%, Extrato de Malte 1%, Glicose 2%, Fosfato de Sodio
Monobasico 0.2%, Agar 2%). Ap6s cinco dias de crescimento retirou-se duas alcadas
de colbnia das leveduras depositando-as em microtubos de 2 mL, em seguida foram
armazenadas a -20°C por um periodo minimo de 12h.

Para a extracdo do DNA seguiu-se o protocolo de De Hoog et al (2005) com
modifica¢des, onde as leveduras foram colocadas em cadinhos estéreis e congelados

para macerar até homogeneizar, em seguida adicionou-se 400 pL de tampao de lise
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(Tris-HCI 0,05 M, EDTA 0,005 M, NaCl 1 M; SDS a 1%). Transferiu-se o material do
cadinho para um microtubo de 2 mL, acrescentando 5 pL de Proteinase K (50 pg/mL),
homogeneizou-se em vortex por 30 segundos, logo apés foram incubados em banho
Maria a 60°C por 30 minutos. Em seguida foram adicionados 162 uL de solugao CTAB
(Tris-HCI 2 M, NaCl 8,2%, EDTA 2 M, CTAB 0,2%), homogeneizou e incubou
novamente em banho Maria por 10 minutos a 65°C. Posteriormente adicionou-se 600
uL de Cloroférmio/Alcool Isoamilico (24:1) misturando suavemente o material, com o
objetivo de remover os residuos celulares como proteinas e lipidios, a seguir foram
incubados a -20°C por 30 minutos para acelerar a precipitacdo dos residuos.

ApGs isso, centrifugou-se a 13.200 rpm por 10 minutos. Transferiu-se o
sobrenadante para um novo microtubo de 1,5 mL, acrescentou 10% do volume de
uma solucdo de acetato de sédio 3 M para purificacdo do DNA, misturou-se
suavemente e incubou-se a -20° C por 30 minutos, a seguir foram centrifugados a
13.200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf e
adicionados 50% do volume de isopropanol e incubado a 4°C por 10 minutos, seguido
de centrifugacéo a 13.200 rpm por 5 minutos.

O sobrenadante foi descartado por inversdo e foram adicionados 200 uL de
etanol (gelado) 70%. Homogeneizou-se a amostra gentilmente, logo apés centrifugou-
se a 13.200 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado por inverséo. Por fim,
0s microtubos foram colocados abertos invertidos sobre papel tolha limpo por 30
minutos ou tempo suficiente para evaporacdo total dos residuos de etanol, em
temperatura ambiente. Para ressuspender o DNA foram adicionados 100 pL de agua
ultra pura ao microtubo, logo apds incubados a 4°C por até 12 h para completa
hidratacdo do DNA. Apos esse periodo adicionou-se 5 pL de RNAse, incubou-se por
uma hora a 37°C em banho Maria, com a finalidade de eliminar o RNA presente. Em
seguida armazenou-se a -20°C até o momento da utilizagao.

A concentracdo de DNA foi avaliada em espectrofotometro BioMate 3S
(Thermo Scientific), a pureza determinou-se pela razdo entre 260/280 nm, utilizando
0s comprimentos de onda de 260 nm (concentracdo de DNA mg/mL = Abs x fator de
diluic&o (100) x 50) e 280 nm, referente a quantificacdo de proteinas. Ja a integridade
do DNA, foi visualizada por meio da eletroforese com agarose a 0,8%. ApGs solidificar
o gel foi submerso em tampao TBE 1X e aplicados nos micropogos 1 uL do corante
gel Red (1:500 Biotium), 2 yL de Azul de Bromofenol (1% de azul de Bromofenol e 5%

de sacarose), 7 uL da amostra e 3 yL de Lambda (100ug/mL), a corrida foi mantida
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com poténcia constante de 100 W por 1 hora. Finalizada a corrida, os géis foram
visualizados sob luz UV (302 nm) e documentadas em fotodocumentador digital

EasyDoc 200 para visualizacdo das bandas.

3.3.2 Amplificagdo dos dominios D1/D2 da subunidade 26S do rDNA

No processo de amplificagédo dos dominios D1/D2 da subunidade maior do gene do
DNAr foram utilizados os conjuntos de iniciadores NL1 e NL4 NL1 (5
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3’) e NL4 (5 GGTCCGTGTTTCAAGAGGG 3))
com protocolos padronizados por O'Donnel, 1993 e Rosa et al., 1999. A reacao de
PCR foi conduzida num volume total de 50 uL, contendo 5,0 uL de Tampao 10X, 1,5
ML de MgClz, 1,0 pL de iniciador 1 (NL1), 1,0 uL de iniciador 2 (NL4), 2,0 uL de dNTP,
2,0 yL de betaina, 1,0 yL de DMSO, 0,2 uL de Taq DNA polimerase (Foneutra), 35,3
ML deH20 milli-Q estéril e 1,0 yL de DNA. As amostras foram inicialmente
desnaturadas a 95°C por 2 minutos e, em seguida, submetidas a 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 54°C por 25 segundos, e
extensdo a 72°C por 20 segundos; seguidos de uma extenséo final de 72°C por 10
minutos. O produto de amplificagdo com cerca de 500-600 pares de bases foi
visualizado ap0s eletroforese a 100 V, por cerca de 30 minutos em gel de agarose
(1,0%) solubilizado em TBE 0,5X.

Antes do processo de corrida, as amostras foram coradas com solucdo de
GelRed e tampéo de corrida 6x (v/v). O gel foi visualizado em transluminador de UV.
Apés isso, o produto do PCR foi purificado. Primeiramente, foi preparado um MIX
contendo 45 yL do produto PCR, 11,25 uL de EDTA 125 mM e 135 uL de etanol
absoluto. Apos a preparacao do MIX o DNA foi deixado para precipitar por 15 minutos,
centrifugado a 13.000 rpm por 25 minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante
foi descartado cuidadosamente e, 120 uL de etanol 70% foram adicionados para lavar
o sedimento. Apos homogeneizagdo por inversado foi centrifugado a 13.000 rpm por
10 minutos, o sobrenadante descartado, o etanol resultante foi deixado evaporar por
20 minutos a 37°C; e por fim, o DNA foi ressuspenso em 10 pL de agua ultrapura. As
amostras foram quantificadas utilizando um espectrofotdmetro (Termo Scientific) com

programa Nanodrop-1000 V3.7.1.
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Os amplicons foram submetidos a uma etapa de purificacdo, 45 uL de
amplicons foram adicionados a cada tubo de PCR contendo 11,25 uL de EDTA 125
mM e 135 uL de etanol absoluto; apds homogeneizagao por inversao foram deixados
em repouso a temperatura ambiente por 15 minutos, para que ocorresse a
precipitacdo do DNA; em seguida, foram centrifugados a 14.000 rpm (rotacdo maxima)
por 25 minutos, e o sobrenadante descartado por inversdo. Foram adicionados 120
ML de etanol 70% para a lavagem do DNA, homogeneizados por inverséao, e
centrifugados a 14.000 rpm (rotacdo maxima) por 15 minutos. Os sobrenadantes
foram entdo descartados por inversdo e os tubos mantidos abertos a temperatura
ambiente por overnight, para total evaporacao do etanol. Por fim, as amostras foram
re-suspensas em 10 uL de agua ultrapura esterilizada, dosadas (NanoDrop) e

estocadas a -20 °C até o momento do sequenciamento.

3.4.2.2 Amplificacao utilizando os iniciadores ITS1/ITS4

Para a amplificacdo e sequenciamento das regides intergénicas, utilizou-se 0s
iniciadores ITS1 (5TTC CGT AGG TGAACC TGC GG 3’) e ITS4 (5 TCC TCC GCT
TAT TGA TATGC 3’). A reacédo de PCR foi conduzida com volume total de 25 pL,
sendo 23 pL de mix (Tampao 10X (pH 8,5); 1,5 mM de MgCI2; 1,0 mM de dNTP, 1
mM de iniciador ITS1; 1 mM de iniciador ITS4; 2,5 U de Tag DNA Polimerase
(UNISCIENCE), H20 s.q.p e 1,0 yL de DNA. Apds homogeneizar a reacao foi colocada
em termociclador com o seguinte programa: desnaturacéo inicial (95°C durante 3
minutos), desnaturacéo (95°C por 45 segundos), anelamento (55°C por 45 segundos)
extensdo (72°C por 1 minuto) e alongamento final a 72°C durante 10 min. Com o
objetivo de visualizar o produto da PCR foi realizado a uma corrida eletroforética em
gel de agarose a 1,2%. O gel foi submerso em tampao TBE 10X, onde foi adicionado
5 uL de amostra, 2 yL de tamp&o de carregamento (1% de azul de Bromofenol e 5%
de sacarose) e 1 pL do corante gel Red (1:500), a corrida foi realizada a 100 W por 50
minutos, e posteriormente revelada em fotodocumentador digital EasyDoc 200 para

visualizagcédo das bandas.

3.4.2.3 Sequenciamento
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Apo6s a amplificagdo dos fragmentos de DNA realizou-se a purificacdo com
Polietilenoglicou (PEG) utilizando a metodologia recomendado por Lis (1980), onde
dez uL do produto da PCR foram transferidos para microtubos de 0,5 mL e adicionado
volume equivalente de PEG (20%), agitou-se em vortex por 10 segundos e incubou a
37° C por 15 minutos. Em seguida os microtubos foram colocados em centrifuga com
a programacgdo de 2.500 xg (6.105 rpm, Minispim, eppendorf) por 15 minutos a
temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante por inversao e adicionou 125 uL
de Etanol 80% gelado, centrifugou-se a 145xgpor 2 minutos, o sobrenadante foi
descartado por inversao e os tubos foram secos a 37°C por 15 minutos ou até observar
a completa secagem.

Logo apoOs esse periodo adicionou-se 5 uL de agua livre de nuclease,
submetidos a agitacdo em vortex por 10 segundos. As amostras foram levadas para
freezer a -4°C por aproximadamente duas horas, para melhor eluicdo do DNA. Por
fim, as amostras foram armazenadas a -20°C até a etapa de precipitacdo dos
fragmentos da PCR.

Para o sequenciamento foi utilizado o kit de Big Dye 3.1 Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystem, EUA), onde o mix da reacéo teve
um volume final de 832 pL (Quantidade por tubo: 0,5 pL Big Dye 3.1. O protocolo de
sequenciamento seguiu instrugdes do kit, 1,75uL de Buffer, 1uL Primer S ou AS — 3,2
UM, e Agua pura s.q.p.). Apés homogeneizar foram aplicados 8 uL em cada poco da
placa de sequenciamento, em seguida aplicou-se 1 uL dos primers ITS1 (Forward) e
ITS4 (Reverse) e 1 uL da PCR, centrifugou-se por 5 minutos, logo ap6s encaminhadas
para o termociclador e submetidas aos ciclos: Incubacdo a 96°C por 1 minuto,
Desnaturacdo96°C por 15 segundos, Anelamento 50°C por 15 segundos, Extenséo
60°C por 4 minutos.

Finalizada a reac&o no sequenciador, a placa foi retirada e foram adicionados
2,5 uL de EDTA a 125 mM pH 8, que atuou como quelante de ions antes da préxima
etapa. Em seguida foram adicionados 30 pyL de etanol 100%, vedou-se a placa e
aguardou 15 minutos em temperatura ambiente. Logo apds, as amostras foram
centrifugadas a 2000 g por 45 minutos. ApoOs isto, retirou-se a vedacao da placa
invertendo-a sobre papel absorvente, adicionou-se 30 pyL de etanol a 70%, vedou a
placa novamente e centrifugou-a por 15 minutos a 4°C, novamente inverteu-se a placa
sobre papel absorvente até a secagem completa. Por fim, adicionou-se 10 yL de
Formamida Hi-Di em cada poco da placa, em seguida foi aquecida em termociclador
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a 95°C por 3 minutos, imediatamente colocada em gelo por alguns minutos até esfriar
totalmente e coloca-la para o sequenciador. O sequenciamento ocorreu em aparelho
automatizado de DNA ABI3500 Applied Biosystems™,

3.4.2.4 Andlise das sequéncias

As sequéncias nucleotideas foram editadas utilizando o programa Geneious e
comparadas com as sequéncias de espécies conhecidas registradas no banco de
dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) através programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), disponivel no portal NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) desenvolvido pelo National Center for
Biothecnology (ALTSCHUL et al., 1997) mais especificamente o BLASTn (n=
nucleotideo). As que apresentaram maior similaridade com as sequéncias obtidas
foram utilizadas na construcéo da arvore filogenética.

Para a analise das sequéncias foi utilizado o programa Geneious versao 5.5.4
(DRUMMOND et al.,, 2011), onde foram visualizadas, analisadas, editadas e
combinadas para obter uma sequéncia consenso. Com este mesmo programa foi
avaliada a qualidade das sequéncias, verificando o valor de QV (Quality Value), que
sugere a qualidade das sequéncias. Para uma sequéncia ser considerada com boa

qualidade, deve apresentar o QV menor que 20.

3.4.2.5 Andlise Filogenética

Para analise filogenética das sequéncias dos isolados nesta pesquisa, foram
utilizados representantes de outros géneros de leveduras depositadas no banco de
dados do Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Utilizando o método de
Maxima Verossimilhanca ALRT, com base no teste estatistico do qui quadrado, para
aceitar ou rejeitar a posi¢ao do braco, formando os nés (pontos de encontro). Para a
configuracdo ML, mais conhecida, e o segundo melhor rearranjo NNI em torno do
ramo de interesse (ANISIMOVA; GASCUEL, 2006). Esse teste esta relacionado com
o teste do ramo interior previamente estudado para inferéncia da arvore de distancia

e verossimilhanga, todos os valores acima de 0,5 s&o significativos.
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3.5 FERMENTACAO DE PENTOSES

Para fermentacdo de pentoses foram utilizadas estirpes das leveduras que
apresentaram potencial fermentativo, conforme item 3.3.6. Para os testes foram

utilizados residuos lignocelulésicos de abacaxi como fonte de carbono (substrato).

3.5.1 Substrato

As cascas do abacaxi utilizado nesta pesquisa foram provenientes da feira do
Produtor em Boa Vista-RR. Na feira, os abacaxis foram descascados utilizando facas,
as cascas foram entdo armazenadas em sacos plasticos de 100 litros e transportadas
para o laboratério de Microbiologia do PRONAT/UFRR. Foram coletados
aproximadamente 90 kg de cascas do fruto para a obtencdo da farinha. Em
laboratorio, as cascas foram separadas dos residuos de polpa com auxilio de facas
devidamente higienizadas. Depois de selecionadas, as cascas seguiam para estufa
de ventilag&o forgada a 60°C por 48h, e por fim, trituradas em moinho de facas, com
peneiras de 2 mm, até a consisténcia de farinha (Figura 6).

3.5.2 Obtencéao do hidrolisado das cascas de abacaxi

Apbs a obtencéo da farinha das cascas trituradas, foi realizado o delineamento
experimental utilizando o programa Estatistica 7.0, onde a melhor raz&o sélido:liquido
foi de 1:3 [g/L]. As cascas foram reidratadas com agua destilada estéril, por 24h em
temperatura ambiente. Em seguida, foram autoclavadas por 40 minutos a 121°C,
resfriadas em temperatura ambiente e filtradas com o auxilio de um filtro de papel uma
bomba de vacuo. O volume do hidrolisado produzido foi mensurado em proveta e
anotado. Por fim, realizou-se a verificagdo do pH do hidrolisado, com pHmetro digital
Labmeter, corrigindo para o pH 5,0 conforme necessario, e realizada a quantificacdo

dos acgucares redutores totais (ARTS) pelo método de Miller (1959).

Figura 6 —Procedimentos para a producao da farinha da casaca de abacaxi.
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Legenda: A- Amostras; B- Separacgédo; C- Secagem; D- Moagem e obtenc¢éo de farinha.

Para quantificar os acucares redutores totais (ARTs) do hidrolisado foi
preparada uma solu¢cdo com DNS- Acido 3,5-dinitro salicilico. Inicialmente, foram
utilizadas 5g de xilose diluidas em 50 mL de &gua estéril. Posteriormente, foi diluida
até a concentracdo 10, apds isso 20 L da diluigdo da diluigdo 10 foram transferidos
para eppendorf de 2 mL, em triplicata, onde foram acrescentados 180 pL de agua
estéril e 300 yL de DNS. Apds isso, foram incubados a 100°C por cinco minutos para
que os acglcares se quebrassem em mondmeros e 0 DNS pudesse se ligar a eles. Em
seguida foram adicionados 1500uL de agua estéril, para completar 2mL. O calculo
dos ARTSs foi realizado pela equacdo da reta da curva padrdo que foi previamente
construida (APENDICE B). Os valores foram anotados para posteriormente calcular o
rendimento de ARTs (RarT) com a seguinte formula:

RarT <[ (C.V/W)X100]
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Onde:

RarT= Rendimento de ART

C= Concentracao de ART

V= Volume recuperado do hidrolisado

W= Peso seco da farinha da casca de abacaxi

3.5.3 Preparacao do in6culo para fermentacao

Do total de 22 isolados testados foram selecionadas as seis leveduras com
melhores resulatdos nos testes iniciais de fermentacdo. Para o pré-indculo da
fermentacao, as leveduras selecionadas, com células metabolicamente ativas, foram
inoculadas em 10 mL de caldo GYMP, em seguida padronizadas em absorbancia 0,8
a 600 nm, para uma concentracdo de 15g de células de leveduras/L, incubadas sob

agitacao de 200 rpm a 28°C por 18h.

3.5.4 Fermentacao

A fermentacéo alcodlica em fermentémetro foi realizada em frascos Erlenmeyer
de 250 mL com 100 mL de hidrolisado da casca de abacaxi (Figura 7). Os frascos
foram vedados com rolhas de borracha e selo de 4gua, o que proporciona a saida de
ar, mantidos a 28°C sob agitacao a 200 rpm por 90 horas e pesados a cada 6 horas

para acompanhar a perda de massa por desprendimento de COo..
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Figura 7 — Avaliacdo da producéo de etanol por levedura em Fermentdmetro.

3.5.5 Determinacao da concentracao de etanol

Para determinar a concentracdo de etanol (teor alcodlico) foi realizado o
monitoramento da producédo de CO:2 via medida do somatdrio das massas perdidas
por liberacdo do gas e acumulada durante sua liberacao, utilizando o fermentémetro.
Para a avaliacdo da concentracdo de etanol formado no sistema fermentativo, foi
considerada a equacdo geral da fermentacdo alcodlica, onde 1 mol de glicose
convertida tem como produtos finais em moles: 2etanol + 2C0O2 + 2H20, havendo uma
proporgéo entre a evolucdo de CO2 e a concentragdo de etanol formado (DIJCK et al.,
2000).

Estas medidas permitiram ainda, avaliar o crescimento celular, pois sendo o
diéxido de carbono um produto terminal do catabolismo este reflete na geracédo de
ATP. Havendo uma constancia entre a massa de células geradas por mol de ATP, e
uma correlagédo da producdo de CO2 com o crescimento das leveduras.

Para verificar o crescimento celular durante a fermentacao, a biomassa final foi
centrifugada a 14.000 rpm, com intervalos de cinco minutos até a total concentracéo
da biomassa, retirando o sobrenadante e descartando. Em seguida, foram realizadas
lavagens com agua estéril para retirada de residuos do hidrolisado. Apds isto, a
biomassa foi novamente centrifugada e colocada em estufa de ventilacao forcada para
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secagem, por fim foram realizadas pesagens até a obtencdo do valor constante de

biomassa seca.

3.5.6 Andlise da producdo de etanol

A evolucdo de CO: foi anotada e posteriormente tabulada para estimar a

producéo de etanol através do célculo estequiométrico, com a seguinte férmula:

X = [(MCO2 x 0,511)/0,489]

Onde:

MEtOH corresponde a massa de etanol produzido (g),

mCO2: corresponde a massa de dioxido de carbono (g) desprendido durante o
ensaio.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com os dados da producédo de etanol, pela
realizacdo de uma ANOVA seguida do teste de Tukey (0,5%).

Na avaliacao da fermentacao de pentoses foi utilizado o programa BioEstat 5,0.
Inicialmente foi realizada uma andlise de variancia — ANOVA, entre as meédias dos
indices e o teste de Tukey (p<0,05) para verificar significativa diferenca entre as

variaveis.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoGs a coleta dos insetos fragmentadores, foram isoladas e selecionadas
leveduras com potencial fermentativo, identificadas convencional e molecularmente,

e testadas quanto a fermentacéo alcoolica.

4.1 CARACTERISTICAS DOS LOCAIS DE COLETA

Os igarapés da Serra do Tepequém selecionados para a coleta dos insetos
fragmentadores apresentam caracteristicas de leito entre arenoso e pedregoso, com
pouco acumulo de material vegetal como troncos, galhos e folhas. A largura dos
igarapés variou entre 0,49cm e 5,94m, o mais estreito e o mais largo, respectivamente.

A profundidade variou entre 0,04 e 6,16m. Dentre os dados abioticos
registrados, a temperatura média ndo variou muito entre os igarapés, a menor foi
registrada no igarapé da Anta (23,26°C) e a maior nos igarapés Miudinho (25,33°C) e
Siléncio (25,33°C).

O pH médio registrado na agua foi acido, com o menor valor (3,74) no Afluente
do Siléncio e o maior (7,25) no igarapé Lajeado. A condutividade elétrica média foi
menor no igarapé da Anta 0,62 mS/cm e maior no Miudinho 3,77 mS/cm. Houve
diferenca no oxigénio dissolvido nas aguas dos igarapés com média variando entre
6,76 mg/L, no Afluente do Siléncio, a 12,12 mg/L no Lajeado. Todos os dados abioticos
obtidos estéo relacionados na Tabela 2.

As temperaturas das aguas dos igarapés onde foram realizadas as coletas
variaram entre 23,26°C de minima a 25,33°C de méaxima, esse resultado pode ter
relacdo com a presenca de vegetacdo, onde ha vegetacdo mais densa, as
temperaturas sdo menores; enquanto que em igarapés com menos vegetacdo, ou
apenas arbustos, prevalecem as temperaturas mais elevadas (CALLISTO,
GONCALVES, GRACA, 2007).

A maior ocorréncia de insetos aquaticos fragmentadores com leveduras no trato
digestorio foi proveniente de aguas com 24,16°C, lgarapé do Meio, e 24,90°C, lgarapé
Catitu (Tabela 2). Valores préximos da temperatura maxima encontrada nos igarapés,
25,33°C, e que corroboram com resultados encontrados por Fulan et al. (2009), que

estudaram a influéncia dos parametros das aguas de rios no sul do Brasil com
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vegetacao ciliar antropizada. Os autores encontraram uma correlagéo positiva entre a
temperatura da agua e a abundancia de insetos aquaticos, também observado neste

estudo.

Tabela 2 — Dados abiéticos dos igarapés selecionados para coleta dos insetos fragmentadores
na Serra do Tepequém-RR

IGARAPES TEMPERATURA (°C) pH C. E(mS/cm) 0.D. (mg/L)
Da Anta 23,26 4,81 0,62 9,35
Miudinho 25,33 4,47 3,77 11,87

Promessa 23,53 4,63 2,53 11,58

Afluente do Siléncio 24,10 3,74 1,30 6,76
Siléncio 25,33 4,80 1,93 9,54
Geladeira 23,96 6,73 3,48 11,46
Ferroada 24,60 6,18 1,88 10,72

Do meio 24,16 6,51 1,84 11,93
Catitu 24,90 5,41 1,88 8,10
Lajeado 25,16 7,25 1,89 12,12

Legenda: C.E — Condutividade Elétrica, O.D. — Oxigénio Dissolvido.

Outro parametro analisado foi a oxigenacdo da agua, onde os valores de
oxigénio dissolvidos nos igarapés variaram entre 6,76 e 12,12 mg/L. De acordo com
Bezerra-Neto e Pinto-Coelho (2001), o oxigénio na agua, principalmente de lagos, €
um importante elemento quimico, sendo um subproduto da fotossintese efetuada pelo
fitoplancton e pelas macrdfitas aquaticas, juntamente com a matéria organica presente
nos extratos superiores e na regido litordnea dos lagos e reservatérios. Esteves
(1998), propds que ha uma influéncia direta da temperatura no oxigénio disponivel na
agua, onde quanto menor a temperatura maior a oxigenacdo, devido ao consumo
deste elemento durante o processo de decomposicdo de matéria organica e pela
respiracdo de organismos aquaticos, o que reduziria a oxigenacao no ecossistema.
Os resultados obtidos no presente estudo diferiram desse trabalho, onde a
temperatura da agua ndo teve nenhuma influéncia no oxigénio dissolvido nos corpos
hidricos analisados.

Em relag&o ao pH das aguas coletadas foi encontrada uma correlacdo negativa
com o numero de insetos coletados, variando entre 3,74, considerado acido, e 7,25,
neutro. De acordo com Maier (1978), no Brasil os ambientes I6ticos geralmente
apresentam pH proximo da neutralidade. A condutividade elétrica ndo influenciou nos

resultados.
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4.2 INSETOS FRAGMENTADORES COLETADOS

Durante a coleta foram encontradas larvas de insetos fragmentadores dos
géneros Stenochironomus e Phylloicus (Figura 8). O terceiro género de interesse para
essa pesquisa, Triplectides, ndo foi encontrado em nenhum dos igarapés
selecionados. Isso pode ser explicado devido a uma forte estiagem que castigou o
estado de Roraima em 2015, influenciando diretamente nos ambientes aquaticos da
regido da Serra do Tepequém. De acordo com Flint; Holzenthal; Harris (2001) as
larvas de Trichoptera sédo sensiveis a mudancas climaticas e atividades antrépicas,
sendo encontradas em ambientes aquaticos de agua doce corrente.

Legenda: A = larva de Stenochironomus em minas na folha, B = larva de Stenochironomus sobre
papel milimétrico, C = Abrigo de Phylloicus, D = larva de Phylloicus.

De acordo com Barbola et al. (2011), a auséncia de vegetacao riparia nas
margens dos igarapés influencia diretamente na ocorréncia de organismos coletores,
principalmente Chironomidae, devido a baixa entrada de matéria organica nesse
ambiente aquatico. No lgarapé Geladeira, local de estudo desta pesquisa, esta
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observacédo foi confirmada, pois onde havia pouca mata ciliar foram coletados um
namero menor de fragmentadores.

A gquantidade de larvas de insetos coletados nesta pesquisa pode estar
relacionada também com a flora destes ambientes que sofrem forte influéncia de
fatores hidroldgicos, quimicos e fisicos. Por exemplo, chuvas intensas e periodos
prolongados de secas podem gerar uma repentina ou gradual modificagdo do habitat
natural. Segundo Meybeck e Helmer (1992) as caracteristicas e propriedades de um
ambiente aquatico dependem do solo, do clima, da vegetacdo e também da acéo
antrépica no local, sendo suscetiveis a variacdes temporais e espaciais em
decorréncia de processos internos e externos.

A fauna de um ambiente revela informag8es importantes, no que se refere a
avaliacdo de parametros ecoldgicos, complementa os dados bidticos e abidticos de
um ecossistema, onde as acdes negativas sdo observadas através dos elementos
fisicos e biol6gicos (LEDESMA et al., 2013). Um exemplo disto pode ser confirmado
em Boa Vista/Roraima, onde existem sete igarapés urbanos: Carand, Caxanga,
Frasco, Pricumd, Grande, Paca e Mirandinha, onde a maioria se encontra canalizado
ou poluido, sendo incomum a presenca da fauna aquética nesses ambientes devido
a alteracdo dos dados abioticos, principalmente o pH e oxigénio dissolvido
(ANDRADE, 2011).

A formacéo das comunidades l6ticas é influenciada diretamente pelo estresse
hidrico e a geologia do local. Em Roraima houve um grande periodo de estiagem em
2015, podendo justificar a baixa ocorréncia de insetos fragmentadores das ordens
Diptera e Trichoptera no momento da coleta desta pesquisa. Foram coletados insetos
em nove dos dez igarapés selecionados. O género Stenochironomus foi encontrado
nos nove igarapés: Anta, Promessa, Afluente do Siléncio, Siléncio, Geladeira,
Ferroada, Do meio, Catitu, Lajeado, no total de 27 insetos. A principal semelhanca
entre eles esta na presenca da mata ciliar e o baixo nivel de antropizacéo, além da
presenca de substratos na agua como folhas e galhos em decomposicdo. O género
Phylloicus ocorreu em apenas dois igarapés (Ferroada, Lajeado), no total seis insetos,
possivelmente por esses dois ambientes aquaticos se encontrarem menos
impactados e com dificuldade de acesso.

No periodo chuvoso também influencia na reducdo da quantidade desses
insetos, possivelmente pelo aumento da velocidade da agua e carregamento de

detritos vegetais. Individuos dipteros podem ser encontrados em ecossistemas
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impactados, utilizando folhas, galhos, frutos e sementes fornecidos pela vegetacao da
margem do ambiente aquatico como alimentacdo (ARIMORO; IKOMI; IWUEGBUE,
2007; OLIVEIRA et al., 1997; RIBEIRO et al., 2009).

4.3 ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS

As leveduras foram encontradas apenas no trato digestorio dos insetos
coletados em cinco dos igarapés: Afluente do Siléncio (R4), Ferroada (R7), Do meio
(R8), Catitu (R9) e Lajeado (R10). No total foram isoladas 22 leveduras diferentes de
oito insetos fragmentadores. Todos os isolados receberam um cédigo de acordo com
o protocolo da Rede Bionorte, que segue uma numeragao em ordem crescente em
cada ponto de coleta, como descrito na Tabela 3.

As leveduras isoladas dos insetos coletados nos igarapés dos pontos: R4 (um
inseto), R8 (dois insetos) e R9 (dois insetos) foram isoladas de fragmentadores do
género Stenochironomus, encontrados em folhas em decomposi¢do submersas nas
aguas limpas com leve correnteza nos igarapés Afluente do Siléncio e Do Meio, e em
aguas paradas e turvas no igarapé Catitu. Ja nos pontos R7 (dois insetos) e R10 (um
inseto) foram isoladas leveduras de insetos do género Phylloicus, encontrados sobre
pedras submersas em aguas limpas com correnteza fraca.

A maior ocorréncia de leveduras foi encontrada em insetos fragmentadores do
género Stenochironomus, 15 leveduras. Pode-se relacionar esses resultados com a
variedade de substratos, folhas, a eles disponiveis no ambiente aquético (Tabela 3).
Em insetos do género Phylloicus foram encontradas a menor ocorréncia de leveduras,
apenas sete. Esse baixo niumero esta relacionado com 0s poucos espécimes de

fragmentadores do género encontrados em apenas trés dos dez igarapés.
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Tabela 3 — Contagem e frequéncia dos isolados de insetos fragmentadores coletados em igarapés na
Serra do Tepequém-RR

Igarapé Insetos Contagem Frequéncia
Pontos fragmentadores Leveduras (UFC/300pL) (UFC/mL)
R1 Da Anta - - - -
*R2 Miudinho - - - -
R3 Promessa - - - -
Ra | Afuentedo | oo chironomus RALL 01 03
Siléncio
R5 Siléncio - - - -
R6 Geladeira - - - -
. R7L2, R7L3, R7L4,
R7 Ferroada Phylloicus R7L5 04 13
. . R8L1, R8L2, R8L3,
R8 Do meio Stenochironomus R8L4. R8L5 05 17
. . R9L1, ROL2, RIL3,
R9 Catitu Stenochironomus ROL4. ROL5. ROL6. 09 30
RIOL7, R9OL8, R9AL9
R10L4, R10L5,
R10 Lajeado Phylloicus R10L7 03 10
Total 22 73

Legenda: * = No igarapé do ponto R2 ndo houve coleta de insetos fragmentadores.

As interagdes entre leveduras e animais, sdo bastante variaveis, podendo ser

harmoénicas ou ndo. Entre leveduras e insetos, por haver uma alta diversidade de
organismos envolvidos nessa interacdo, ha a possibilidade de descoberta de novas
espécies com potencial biotecnolégico, sobretudo quando essas interacdes ocorrem
entre leveduras e insetos terrestres (GANTER, 2006; SUH et al., 2005).

Dos isolados obtidos neste trabalho, 20 leveduras apresentaram um tempo de
crescimento considerado rapido, até cinco dias. Duas cepas apresentaram um periodo
de crescimento maior, até dez dias. Diferindo dos resultados obtidos por Matos et al.
(2014), que observou gue leveduras isoladas de cupins (Nasutitermes sp.) coletados

na Floesta Amazonica apresentaram crescimento celular lento, de até 15 dias.

4.4 PERFIL FERMENTATIVO DAS LEVEDURAS

As 22 leveduras previamente selecionadas a partir dos procedimentos descritos
no item 3.3.6, foram testadas quanto a sua capacidade de fermentacéo, utilizando

meio basal para fermentacdo (MBF) com cinco tipos de agucares, Glicose, Xilose,
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Maltose, Melibiose e Galactose, a 25°C em BOD, formando assim um perfil
fermentativo (Tabela 4).

No teste de fermentacédo com Glicose, seis isolados apresentaram fermentacao
forte: R7L3, R8L3, R8L4, R8L5, R10L4, R10L7 (30%); 15 leveduras fermentaram:
R4L1, R7L2, R7L4, R7L5, R8L1, R8L2, ROL1, R9L2, ROL3, R9L4, ROL5, RIL7, ROLS,
RIOL9, R10L5 (68%); apenas a levedura R9L6 n&o apresentou capacidade de
fermentar em MBF com glicose (2%).

Na fermentacdo com Galactose, quatro das cepas tiveram fermentacéao forte:
R7L4, R10L4, R10L5, R10L5 (20%); seis dos isolados fermentaram: R4L1, R8L1,
R8L2, R8L4, ROL7, RIL9 (30%); e 12 isolados n&o fermentaram: R7L2, R7L3, R7L5,
R8L3, R8L5, RIOL1, RI9L2, RIOL3, RI9L4, RIL5, RIL6, RIL8 (50%). No teste com
Maltose sete leveduras fermentaram: R8L3, ROL1, R9L2, R9L4, RIL5, R10L4, R10L5
(30%); e 15 cepas nao fermentaram (70%). O teste de fermentacdo com Melibiose
apresentou os seguintes resultados: dois isolados obtiveram fermentagéo forte (9%);
seis fermentaram (27%); e 14 nao fermentaram (64%).

Em relacdo ao teste com xilose, nenhum dos isolados foi capaz de fermentar.
Apesar das leveduras ndo apresentarem capacidade de fermentar xilose, 21 cepas
assimilaram D-xilose (94,6%) e apenas uma estirpe ndo assimilou. No trabalho de
Matos et al. (2014), foram isoladas 54 leveduras do abdémen de cupins coletados na
Floresta Amazoénica, onde 12 cepas apresentaram potencial para assimilar D-xilose e
apenas uma com potencial para fermentar. Existem relatos na literatura cientifica,
como os de Lynd, Wyman, Gerngross (1999), onde cepas selvagens de leveduras do
género Saccharomyces cerevisiae ndo assimilam xilose, porém sdo amplamente
aplicadas na industria de alimentos e bebidas, devido ao seu potencial em fermentar
varios outras hexoses para producdo de combustiveis, energia e alimentacao,
substituicdo de produtos quimicos derivado de recursos fésseis por um produto
derivado de biomassa, com caracteristicas funcionais paralelas, porém com uma
composicao diferenciada.

Dentre as leveduras isoladas duas fermentaram quatro dos cinco agucares
testados (R10L4 e R10L5). Quatro leveduras fermentaram trés agucares (R7L4, R9L1,
R9L4, R10L7) e outras quatro fermentaram apenas um agucar (R7L3, R7L5, R9L3,
RIL8). Mais da metade dos isolados fermentaram dois acucares (R4L1, R7L2, R8L1,
R8L2, R8L3, R8L4, R8L5, RI9L2, RIL5, RIL7, RIL9). O processo de conversao da

biomassa lignocelulésica a bioetanol eficiente e economicamente viavel depende



56

principalmente da fermentagdo de monoméricos de acuUcares provenientes da
hemicelulose, juntamente com a glicose derivada da celulose. Por esta razédo, varias
pesquisas tém buscado por microrganismo nativo (ou selvagem) capaz de fermentar
eficientemente a glicose e a xilose em etanol. As cepas de S cerevisiae de tipo
selvagem podem fermentar facilmente a glicose, bem como outros componentes de

acucar da biomassa, como manose, frutose e galactose (KURTZMAN et al., 2011).

Tabela 4 — Perfil fermentativo das leveduras isoladas de insetos fragmentadores da Serra do
Tepequém-RR.

Leveduras Substratos
Glicose Galactose Xilose Maltose Melibiose

R4L1 + + - - -

R7L2 + - - - ++

R7L3 ++ - - - -

R7L4 + ++ - - +

R7L5 + - - - -

R8L1 + + - - -

R8L2 + + - - -

R8L3 ++ - - + -

R8L4 ++ + - - -

R8L5 ++ - - -

RIL1 + - -

ROL2 + - - -

R9L3 + - - - -

R9L4 + - - ++

ROL5 + - - -

RIL6 - - - - -

ROL7 + + - - -

R9IL8 + - - -

R9L9 + + - - -
R10L4 ++ ++ - +
R10L5 + ++ - +
R10L7 ++ ++ - - +

Legenda: (++) Fermentagdo Forte / (+) Fermentacao / (-) Auséncia de Fermentagéo

A cepa R9L6 nao fermentou nenhum dos acgucares testados. Apesar de ndo
apresentar perfil fermentativo. Ha relatos na literatura cientifica de aplicacbes de
leveduras néo fermentativos em varios ramos da biotecnologia, podendo assim ser
objeto de estudos futuros (KURTZMAN et al, 2011). Sendo uma levedura
basidiomicéticas a estirpe R9L6 pode ser aplicada, por exemplo, na industria de 6leos

microbianos e enzimas. As leveduras do género Debanomyces spp., que também sao
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ascomicetos, em especial, D. hansenii, possui potencial biotecnolégico em diversas
areas (BREUER; HARMS, 2006).

Alguns basidiomicetos pertencem também ao grupo de leveduras oleaginosas,
algumas podem acumular de 20 a 70% de sua biomassa como lipidios (COHEN;
RATLEDGE, 2005; RATLEDGE, 2002). Além das leveduras do género
Debianomyces, outras compdem o grupo das oleaginosas como Candida,
Cryptococcus, Pichia (Hansenula), Lipomyces, Pseudozyma, Rhodosporidium,
Rhodotorula, Trichosporon, Trigonopsis, Yarrowia (FICKERS et al., 2005,
PAPANIKOLAOU et al., 2002).

As leveduras do género Yarrowia Sdo ascomicética e tem como importancia
industrial, a capacidade de produz significantes niveis de enzimas lipoliticas com
aplicacoes industriais. Avaliada também como uma fonte de proteina de célula Unica
(SCP) a partir de substratos lipidicos, tais como 6leos brutos e hidrocarbonetos
(COHEN, RATLEDGE 2005, RATLEDGE 2002).

A fermentacdo de aclUcares é uma caracteristica de muitas espécies de
Saccharomycetales. Em algumas espécies, a fermentacdo de glicose e outros
acucares, como a xilose é mais rigorosa que em espécies vizinhas. Como por
exemplo, em estirpes de Kuyveromyces aestuarii que fermentam fortemente varios
acucares, enquanto que K. nonfermentans tem como caracteristica a auséncia de
fermentacdo (KURTZMAN et al., 2011).

4.5 IDENTIFICACAO CONVENCIONAL

Para a identificacdo convencional dos isolados realizou-se um perfil das
leveduras por meio de testes morfologicos, bioquimicos e fisioldgicos, partindo das

caracteristicas morfoldgicas descritas na caracterizagao inicial.

4.5.1 Perfil morfolégico das leveduras

Macromorfologicamente, as cepas de leveduras apresentaram coloracédo que
variaram entre preta, amarelo ouro, rosa pink, bege, branco gelo, creme e branco,

sendo bege a cor predominante (Figura 9). De acordo com Yarrow (1998) as colbnias
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de leveduras apresentam predominantemente a coloracdo branca a bege. Ainda de
acordo com o autor, outras cores como: vermelho, laranja, entre outras cores mais
fortes, deve-se a producdo de pigmentos carotenoides e sdo caracteristicas de
géneros de leveduras, como por exemplo, Rhodosporidium, Rhodotorula e
Sporidiobolus. Algumas leveduras encontradas em folhas produzem pigmentos
carotenoides, provavelmente para protecdo contra luz direta (ATLAS; BARTHA,
1997).

Figura 9 — Variacdo de cor nos aspectos morfolégicos de leveduras isoladas de fragmentadores
dos géneros Stenochironomus e Phylloicus coletados da Serra do Tepequém-RR

R9L8 R7L2 R4L1 RSLS

Dentre os fungos semelhantes a leveduras, os mais comuns encontrados em
folhas, sdo os fungos Aureobasidium pulullans, que pertencem ao grupo das
leveduras pretas. Esses adquirem a cor preta com o passar do tempo em laboratérios,
provavelmente devido a formacédo de células resistentes com parede celular espessa
(clamidosporos melanizados) segundo De Hoog e Yurlova (1994). De acordo com
Gunde-Cimerman et al. (2000), algumas leveduras pretas pertencem aos géneros
Hortaeawerneckii, Phaeothecatriangularis, Trimmatostromasalinum e Aureobasidium.

Todas as leveduras isoladas do trato digestério de insetos fragmentadores,
coletados em igarapés na Serra do Tepequém-RR foram contabilizadas e
caracterizadas macromorfologicamente, resultando em 22 isolados, as quais
receberam codigos em ordem crescente referente a cada igarapé antecedido da letra
R, inicial do nome do estado de Roraima. A levedura R4L1 apresentou caracteristicas
distintas de todas as demais, textura seca membranosa, cor preta, ao toca-la com alca

de platina observou-se que na base ha outra textura cremosa da mesma cor.
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A textura das leveduras variou entre cremosa e membranosa; a cor do reverso
e verso variaram entre bege, branco gelo e creme; a borda entre regular e irregular; a
superficie entre lisa e ondulada; e o aspecto variou entre brilhante, imido e opaco
(Tabela 5). O isolado R7L2 se destaca por apresentar a cor amarelo ouro, Unica entre
eles. Em destaque também, a cepa R8L5 por possuir a cor rosa pink, superficie lisa e
aspecto brilhante (Figura 9).

Tabela 5 — Caracteristicas macromorfologicas das leveduras isoladas de fragmentadores da Serra do
Tepequém-RR

CODIGO |DESCRICAO

R4L1 Textura seca membranosa, reverso e verso preto, borda irregular, superficie ondulada,
aspecto opaco

R7L2 Textura membranosa, reverso e verso cor amarelo ouro, borda regular, superficie lisa,
aspecto brilhante

R7L3 Textura cremosa, reverso e verso cor branco gelo, borda regular, superficie lisa, aspecto
opaco

R7L4 Textura "membranosa”, reverso e verso cor branco gelo, borda irregular, superficie
ondulada, aspecto opaco

R7L5 Textura cremosa, reverso e verso cor bege, borda regular, superficie lisa, aspecto brilhante

R8L1 Textura cremosa, reverso e verso cor creme, borda regular, superficie lisa, aspecto brilhante

R8L2 Textura cremosa, reverso e verso cor bege, superficie lisa, borda regular, aspecto Umido

R8L3 Textura cremosa, reverso e verso cor bege, superficie lisa, borda irregular, aspecto opaco

R8L4 Textura cremosa, reverso e verso cor creme, borda irregular, superficie lisa, aspecto
brilhante

R8L5 Textura cremosa, reverso e verso rosa pink, borda regular, superficie lisa, aspecto brilhante

ROL1 Textura cremosa, reverso cor bege, borda regular, superficie lisa, aspecto opaco

ROL2 Textura cremosa, reverso cor bege, borda regular, superficie lisa, aspecto opaco

ROL3 Textura cremosa, reverso cor bege, borda regular, superficie lisa, aspecto brilhante

ROL4 Textura cremosa, reverso cor bege, borda regular, superficie lisa, aspecto opaco

RIOL5 Textura cremosa, reverso cor bege, borda regular, superficie lisa, aspecto opaco

RIL6 Textura cremosa, reverso cor creme, borda regular, superficie lisa, aspecto opaco

ROL7 Textura cremosa, reverso cor bege, borda irregular, superficie lisa, aspecto opaco

R9OL8 Textura cremosa, reverso cor branco gelo, borda regular, superficie lisa, aspecto umido

R9L9 Textura cremosa, reverso cor bege, borda regular, superficie lisa, aspecto imido

R10L4 Textura cremosa, reverso cor branco gelo, borda regular, superficie lisa, aspecto opaco

R10L5 Textura cremosa, reverso cor branco gelo, borda regular, superficie lisa, aspecto opaco

R10L7 Textura cremosa, reverso cor bege, borda regular, superficie lisa, aspecto brilhante

Os 22 isolados caracterizados macroscopicamente foram também observados
microscopicamente, onde foi possivel verificar o formato das células que variaram
entre ovais e alongados. A maioria dos isolados forma um conjunto de células em

cadeias. Na maioria dos isolados observou-se a reproducdo de brotamento



multilateral, onde as células brotam de mais de um lado, também foi observado um
brotamento em cadeia (Figura 10), esses aspectos observados sdo semelhantes a
leveduras ou estruturas filamentosas associadas a Candida spp. (GUARNER;
BRANDT, 2011).

Figura 10 — Aspectos microscoépios de leveduras isoladas de insetos fragmentadores
da Serra do Tepequém-RR

Legenda: A= R10L4, B= R9L3, C= R9L9, D= R8L5, E= R8L2, F= R10L5.

4.5.2 Perfil fisioldgico e bioquimico de leveduras

Os resultados dos testes fisiologicos e bioquimicos realizados para
identificacdo dos isolados estdo no Apéndice A. Nos testes de crescimento em
diferentes temperaturas, todos os isolados cresceram a 37°C. Segundo Edgardo et al.
(2008), a temperatura ideal para o processo de sacarificacdo e fermentacdo
simultanea esta entre 45°C e 50°C; enquanto que a temperatura Otima para a
fermentacao seria entre 25°C e 35°C. Leveduras termotolerantes, com crescimento
acima de 35°C sdo importantes para a industria que trabalha com elevadas

temperaturas e altas concentragfes de etanol.
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Estirpes do género S. cerevisiae submetidas a stress de altas temperaturas,
tem sua eficiéncia reduzida no processo de fermentacdo, devido ao aumento da
fluidez nas membranas. Para uma converséao eficiente de biomassa lignoceluldsica
em etanol, outra caracteristica desejavel do microrganismo é a capacidade de
fermentar outros aclcares. Nesta pesquisa, todos os isolados cresceram a 37°C
sendo, portanto promissoras para aplicagdes biotecnoldgicas.

Nos testes de assimilacdo de diferentes fontes de nitrogénio, todos os isolados
assimilaram nitrato, 17 dos isolados (77%) assimilaram Nitrito: R7L4, R8L1, R8L2,
R8L3, R8L4, R8L5, ROL1, RIL3, ROL4, ROL5, RIL6, ROL7, RIL8, ROL9, R10L4,
R10L5 e R10L7. Dentre os isolados 21 (95,4%) assimilaram Lisina, com excec¢éo do
isolados: R4L1.

Osisolados R4L1, R7L2, R7L3, R7L5 e R9L2 assimilaram apenas nitrato como
fonte de nitrogénio. A assimilacdo de nitrato como Unica fonte de nitrogénio foi
anteriormente considerado um critério para a circunscricdo dos géneros: reacao
negativa para Pichia, e positiva para Hansenula. De acordo com Kurtzman et al.
(2011), a assimilacdo de nitrato € uma caracteristica variavel de identificacdo de
leveduras. Embora em arvores filogenéticas dos géneros Barnettozyma, Lindnera,
Ogataea e Wickerhamomyces mostram que espécies que assimilam nitrato estao
intimamente relacionadas com aqueles que nao assimilaram.

Do total de isolados 14 (63,63%) cresceram no meio com 50% de glicose: R7L3,
R8L3, R8L4, R8L5, RIL3, R9L4, ROL5, RIL6, ROL7, R9OL8, RIL9, R10L4, R10L5 e
R10L7. Quatro isolados foram resistentes a cicloheximida: R4L1, ROL3, R9L8 e R9OL9
(18%); e seis isolados resistentes a NaCl 10%: R8L4, R8L5, R9L7, R10L4, R10L5,
R10L7 (30%). Todos os isolados cresceram em meio com carbonato; e todos
cresceram na auséncia de aminoacidos (Figura 11).

Das fontes de carbono, 100% dos isolados assimilaram diferentes fontes de
carbono, assim possuem perfil promissor de assimilacdo. A levedura R7L2 foi a Unica
gue nao assimilou D-xilose, essa estirpe apresentou perfil de crescimento e
assimilacdo de fontes de nutrientes distintas dos demais isolados. Apenas acido
acético, nao foi assimilado por nenhum dos isolados.

Todas as leveduras assimilaram Hexadecano como fonte de carbono. Esta
caracteristica corresponde razoavelmente a identificagdo convencional, embora
englobe uma ampla filogenia. Estirpes de leveduras que utilizam hexadecano

produzem ubiquinonas (molécula orgéanica, geralmente contendo fosforo e algumas
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vitaminas) e coenzimas Q-8 e Q-9, embora nem todas as espécies tenham o potencial
para produzir essas coezimas, qualquer um desses ubiquinones assimilara
hexadecano, como por exemplo Trichomonascus, Blastobotrys, Raffinosifermentans
(KURTZMAN; ROBNETT, 1998).

A observacédo de crescimento, assimilacao e reacao a fontes de nutrintes, sdo
testes comumente usados para identificacdo de leveduras, servem como preditores
de relacdes filogenéticas entre espécies. Esses testes que tém valor preditivo refletem
vias unicas, a partir desta observacédo, as espécies descobertas para ter propriedades
metabdlicas atipicas parecem para ocorrer apenas em certos clados (KURTZMAN et
al., 2011).

Figura 11 — Leveduras isoladas do trato digestdrio de insetos aquaticos fragmentadores
da Serra do Tepequém - RR, inoculadas em meio de cultura sem aminoacidos

Legenda: 1- Cepa de Saccharomyces (Controle Positivo); 2- R4L1; 3- R7L2; 4- R7L3; 5- R7L4; 6-
R7L5; 7- R8L1; 8- R8L2; 9- R8L3; 10- R8L4; 11- R8L5; 12- R9L1; 13- ROL2; 14- RIL3; 15- R9L4;
16- RIL5; 17- RIL6; 18- ROL7; 19- RILS; 20- RIL9; 21- R10L4; 22- R10L5; 23- R10L7.

Os isolados nesta pesquisa submetidos ao teste de reacdo ao corante DBB
apresentam 11 cepas com caracteristicas basidiomicéticas: R4L1, R7L2, R7L3, R7L5,
R8L3, R8L4, R8L5, RIL1, RIL5, ROL6, RIL7, e 11 com cepas perfil ascomicéticas:
R7L4, R8L1, R8L2, R9L2, RIL3, R9L4, RIL8, RIL9, R10L4, R10L5 e R10L7, como
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descritos na tabela 6. As colonias de leveduras basidiomicetos reagem com diaz6nio
azul B formando a cor avermelhada, quanto ndo héa reacéo de cor das colonias, infere-
se que sdo leveduras ascomicetos. Leveduras isoladas de insetos fragmentadores
coletados nesta pesquisa apresentaram divisdo equitativa entre as dois filos,

Basidiomicetos e Ascomicetos.

Tabela 6 — Classes das leveduras isoladas de fragmentadores da Serra do
Tepequém-RR, e divididas entre os grupos basidiomicetos e ascomicetos pela
reacdo ao corante DBB

Leveduras Classe
R4L1 Basidiomicetos
R7L2 Basidiomicetos
R7L3 Basidiomicetos
R7L4 Ascomicetos
R7L5 Basidiomicetos
R8L1 Ascomicetos
R8L2 Ascomicetos
R8L3 Basidiomicetos
R8L4 Basidiomicetos
R8L5 Basidiomicetos
ROL1 Basidiomicetos
R9L2 Ascomicetos
ROL3 Ascomicetos
ROL4 Ascomicetos
RIL5 Basidiomicetos
ROL6 Basidiomicetos
ROL7 Basidiomicetos
ROL8 Ascomicetos
R9L9 Ascomicetos

R10L4 Ascomicetos
R10L5 Ascomicetos
R10L7 Ascomicetos

Nesta pesquisa as estirpes isolads apresentaram reacéo lenta ao corante DBB,
mais de 2 minutos. Resultado semelhante ao trabalho realizado por Van der Walt e
Hopsu-Havu (1976), as estirpres Sporopachydermia quercuum e S. lactativora,
apresentaram reacao mais lenta que o comum para as demais estirepes testadas.
Porém para S. cereana a reagcao ocorre normalmente. Apesar das poucas excecgoes,

o teste DBB foi extremamente util para reconhecer o phylo de leveduras anamorficas
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Um total de 22 colbnias de leveduras foram isoladas de insetos fragmentadores
dos géneros Stenochironomus e Phylloicus. Delas foram inicialmente extraidas o
DNA, seguido da amplificacdo e sequenciamento. Baseado na analise das
sequéncias, as leveduras foram identificadas como exemplares de oito espécies

distintas, distribuidas em sete géneros.

4.6 IDENTIFICACAO MOLECULAR

Na identificacdo molecular dos isolados realizou-se a extracdo do DNA,
amplificagdo e sequenciamento, as sequéncias foram analisadas para identificacédo a

nivel de género e espécie.

4.6.1 Extracao de DNA

As leveduras R7L3, R7L4, R7L5, R7L9, R10L4, R10L5, R8L1, R8L2, R8L3,
R8L4, RIOL5, R4L1, ROL9, R8L5, R9L4, RIL8 e R9L4 apresentaram bandas fortes,
indicando uma quantidade de DNA satisfatoria para seguir as proximas etapas de
identificacdo molecular (Apéndice C). As leveduras R9L1 e R9L2 apresentaram
bandas fracas (Figura 12), sugerindo baixa quantidade de DNA ou falha no processo
de extracao, que posteriormente foi solucionado em outras extracdes.

Com o DNA das leveduras extraidas, seguiu-se para amplificacdo com os
iniciadores NL1 e NL4, onde todas as amostras amplificaram (Figura 13). O tamanho
dos fragmentos variou entre 400 pares de bases (pb) o menor e 780 pb o maior.
Possivelmente, devido ao tamanho das sequéncias D1/D2, néo foi possivel utiliza-la

nas identificacdes das leveduras.



Figura 12 - Amostras de DNA de leveduras isoladas de insetos fragmentadores da Serra do
Tepequém /RR, com protocolo de De Hoog et al 2005. Marcador Lambda (100ng/ yL), gel de agarose

0,8%.
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Figura 13 - Perfil de amplificag&o de leveduras isoladas de insetos fragmentadores da Serra do
Tepequém /RR, utilizando iniciador NL1/NL4, padrao Ladder (100 pb), gel de agarose 1,2%.
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Realizou-se também a amplificacdo do DNA dos isolados com os iniciadores

ITS1 e ITS4. A maioria das amostras amplificaram, duas apresentaram bandas

inespecificas, RIL7 e RIL8, esta ultima amostra ndo apresentou banda definida nesta

amplificagdo, mas posteriormente obteve-se uma banda definida. O tamanho dos
fragmentos variou entre 360 pb a 680 pb (Figura 14).
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Figura 14 - Perfil de amplificacdo de leveduras isoladas de insetos fragmentadores da Serra do
Tepequém /RR, utilizando iniciador ITS1/ITS4, padrao Ladder (100 pb), gel de agarose 1,2%.
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Os resultados das duas amplificagbes, com os dois pares de iniciadores, foram
considerados promissores para realizacao do sequenciamento e posterior analise das

sequéncias.

4.6.2 Analise das sequéncias de leveduras isoladas de insetos fragmentadores
coletados na Serra do Tepequém - RR

As andlises das sequéncias das leveduras apresentaram como resultado
similaridades variando entre 94% a 100%, com cinco géneros ja identificadas no
GenBank (Tabela 7).

O tamanho dos fragmentos dos isolados amplificados com iniciadores ITS1 e
ITS4 variou entre 380 pb e 525 pb, e as sequéncias obtiveram tamanho entre 525 pb
a 364 pb (Tabela 7). A partir da analise das sequéncias, foram construidas trés arvores

filogenéticas com as melhores sequéncias obtida com os iniciadores ITS.
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Tabela 7 - Leveduras isoladas de insetos fragmentadores coletados na Serra do Tepequém/RR, tamanho do fragmento, tamanho da sequéncia (ITS1/ITS4),
similaridade e acesso ao GenBank

LEVEDURAS INSETOS FRAGMENTO Tamanho da % SIMILARIDADE GENBANK
sequéncia ITS1/ITS4
R4L1 Stenochironomus 600 pb
R7L2 Phylloicus 680 pb
525 pb 99% Yamadazyma akitaensis NR 138229.1
R7L3 Phylloicus 680 pb
R7L4 Phylloicus 380 pb
R7L5 Phylloicus 500 pb 501 pb *90% Uncultured fungus KF274422.1
94% Cryptococcus cumiculi NR137887.1
R8L1 Stenochironomus 500 pb 472 pb
R8L2 Stenochironomus 600 pb
R8L3 Stenochironomus 600 pb 364 pb 98% Aureobasidium pulluans LC 277151.1
R8L4 Stenochironomus 560 pb
R8L5 Stenochironomus 600 pb
419 pb 99% Tremella globispora KY108572.1
R9L3 Stenochironomus 500 pb
RIL5 Stenochironomus 700 pb
RIL7 Stenochironomus 500 pb
R9L9 Stenochironomus 580 pb
R10L4 Phylloicus 600 pb 502 pb 98% Yamadazyma akitaensis NR 1382226

*Género de fungo nao cultivavel, esse resultado foi desconsiderado.
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4.6.3 Analise filogenética de leveduras isoladas de insetos fragmentadores
coletados na Serra do Tepequém - RR

A analise filogenética indicou que os isolados constituem trés clados:
Aureobasidium com trés espécimes, Yamadazyma com cinco espécimes e Tremella
com trés espécimes.

Com base nos resultados obtidos no sequenciamento foram construidas trés
arvores filogenéticas. A arvore do clado Aureobasidium, foi construida utilizando
cepas de leveduras isoladas de insetos fragmentadores isolados nesta pesquisa,
R8L3, R8L4, RIL7 (Figura 15) e representantes de espécies ja descritas, seguidas do
namero de acesso ao GenBank, para andlise da similaridade entre elas.

Na éarvore do clado Yamadazyma foram incluidos os isolados R7L3 (com
repeticdo J9.2.17.1.17), R9L9 (7.21.01), e R10L4 e representantes de outros géneros
similares a Yamadazyma, como Candida, Debaromyces e Babjeviella, para verificar a
semelhanca entre eles (Figura 16). Os trés isolados ficaram inseridos no clado
Yamadazyma. A confiabilidade do resultado pode ser observada no ndamero dos
pontos (n6s) de cada braco da arvore filogenética que variou entre 0,76 a 0,97.

O género Yamadazyma foi descrito por Billon-Grand (1989) para incluir
espécies descritas no género Pichia. Estudos taxondmicos baseados em filogenética
indicam o reposicionamento de diversos grupos, por isso faz necessario expandir a
analise dos referidos isolados, incluindo a verificacdo de sequéncias de outros genes
conservados, além de caracteres morfolégicos, a fim de constatar a classificacéo
taxondmica destes isolados em nivel de espécie.

A arvore do clado Tremella foi reconstruida incluindo cepa dos isolados, R8L1,
R9L3 e R7L5 (Figura 17), devido a similaridade de cada representante deste grupo,

de acordo com GenBank.
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Figura 15 - Cladograma filogenético do género Aureobasidium com espécies identificadas baseada em
uma analise de méaxima verossimilhanca das sequéncias ITS combinadas.
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Figura 16- Cladograma filogenético do género Yamadazyma com espécies identificadas baseada em
uma analise de méaxima verossimilhanca das sequéncias ITS combinadas.
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Figura 17- Cladograma filogenético do género Tremella com espécies identificadas baseada em uma
andlise de maxima verossimilhanga das sequéncias ITS combinadas.
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Dois isolados foram identificados como pertencentes ao clado Aureobasidium,
R8L3 e RIL7, essa ultima identificada como Aureobasidium pullulans (Figura 15). O
género Aureobasidium é um membro da ordem Dothideales (Ascomycota,
Dothideomycetes), compreende 27 taxons de varias espécies. A espécie mais
estudada € A. pululanos, principalmente em bancos de dados de pesquisa. As
espécies descritas foram A. leucospermi, A. proteae e A. thailandense, sequenciando
o rDNA com ITS para inferir a taxonomia e a filogenia de Aureobasidium nos clados
ja descritos (JOANNE; TAYLOR; CROUS, 2011).

Leveduras Aureobasidium Pullulans encontra-se amplamente distribuido em
diferentes ambientes. Estirpes de A. pullulans podem produzir amilase, proteinase,
lipase, celulase, proteina monocelular entre outros. Alguns genes dessa espécie que
codificam proteinase, lipase, celulase, xilanase e sideréforo foram caracterizados e
clonados. Considerada assim uma levedura biotecnolégica importante que pode ser
usada em diferentes campos (CHI et al. 2009). Deste modo, € muito importante
pesquisar 0 DNA de levedura para encontrar novos bioprodutos e identificar novos
genes destas leveduras.

Nao foi encontrado na literatura cientifica consultada relato de leveduras
associadas a insetos aquaticos fragmentadores. Muitas associa¢des entre leveduras
e coledpteros envolvem besouros que vivem sobre plantas (LACHANCE et al. 2003).
Muitos besouros pequenos (nitidulideos - ordem Coleoptera) se alimentam de seiva
fermentada de plantas lenhosas e as leveduras representam uma parcela significativa
da microflora que promove esta fermentacao (NOUT; BARTELT 1998). As leveduras
isoladas nesta pesquisa, R7L3, R9L9 e R10L4, identificadas como pertencentes ao
género Yamadazyma pelo sequenciamento dos dominios D1/D2 e regido ITS estdo
inseridas no clado de Yamadazyma com variacéo akitaensis (Figura 16).

Com os resultados obtidos nesta pesquisa, as leveduras isoladas do trato
digestorio de insetos fragmentadores aquaticos foram identificadas pertencentes a
quatro géneros diferentes, sdo distintos dos encontrados por Wang et al. (2015), que
coletaram e identificaram leveduras em amostras de madeira em decomposi¢cdo como
Yamadazyma dushanensis f.a., nov. sp., em areas de floresta na China. As analises
das sequéncias do gene D1/D2 e ITS revelaram que esta nova espécie esta localizada
no clado Yamadazyma (Debaryomycetaceae e Saccharomycetales), com trés
espécies estreitamente relacionadas, nomeada de Yamadazyma terventina,

Yamadazyma mexicana e Candida trypodendroni.
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Os isolados R8L1, RI9L3 e R7L5, foram identificados como Cryptococcus
cumiculi, Tremella globispora. Todas as trés estirpes foram inseridas na &arvore
filogenética e integram o clado Tremella (Figura 17). De acordo com Ageitos et al.,
(2011), algumas espécies desses géneros produzem polimeros que contém
propor¢cdes muito maiores de xilose do que os encontrados nos polimeros produzidos
por Cryptococcus laurentii. Essas cepas que produzem polimeros que se assemelham
aos polissacarideos de C. laurentii também fornecem padrdes semelhantes de
assimilacao de carbono, mas os tremolos que produzem polimeros com maior teor de
xilose também assimilam menos compostos de carbono. Essas descobertas,
juntamente com semelhancas na sintese e morfologia do amido, sugerem uma

relacdo entre algumas espécies de Tremella e Cryptococcus neoformans.

Leveduras do género Cryptococcus sao geralmente descritas como
causadoras de doengas em pacientes imunodeprimidos (HUFFNAGLE e NOVERR,
2013), embora algumas sejam reportadas com potencial biotecnolégico na producéo
de biodiesel tendo em vista a capacidade de acumular 6leos em sua biomassa, sendo

referidas como leveduras oleaginosas (AGEITOS et al., 2011).

4.7 PRODUCAO DE ETANOL PELAS LEVEDURAS FERMENTADORAS

A produgéo de etanol pelas leveduras fermentadoras com hidrolisado da casca
de abacaxi apresentou rendimentos significantes em comparagdo com a literatura
cientifica consultada (ALMEIDA et al. 2016; CHENG et al. 2007; COSTA et al. 2007).

4.7.1 Fermentacao com hidrolisado da casca de abacaxi

A hidrdlise (sem é&cido) da casca de abacaxi resultou em 493,33 mL de volume
final recuperado de hidrolisado hemicelulésico, viscoso, de cor marrom, com pH 4,5
(sem correcdo de pH) e acucar redutor total na concentragédo de 149,7 g/L. Resultado
préximo ao encontrado por Costa et al. (2007), que analisaram a farinha da casca de
abacaxi e encontraram o valor de pH de 3,98 e acucar redutor de 37,33 g/L de ARTSs.

Enquanto que o trabalho de Cheng et al. (2007), utilizando hidrélise acida com bagaco
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de cana de acucar, obtiveram pH final 10,2; necessitando de neutralizagdo para
proporcionar o crescimento das leveduras.

Considerando que o processo de hidrolise executado neste trabalho ndo dispés
de outros pré-tratamentos, o hidrolisado tem grande potencial para a utilizagdo no
processo de fermentacdo por cepas de leveduras, considerado ser um residuo
agroindustrial abundante e barato. Por ser uma matéria-prima atrativa para uso em
sacarificacdo e lucrativa, devido ao alto rendimento de glicose e baixo custo, sua
utilizacao viabilizaria economicamente a producao de etanol (ALMEIDA et al., 2016).

A maioria dos substratos agroindustriais utilizados nos processos de
fermentacdo necessita de hidrolise acida para liberacdo dos acucares, 0 que gera
muitos inibidores ao crescimento microbiano, como furfural, hidroximetilfurfural,
acidos: férmico, levulinico e acético. Nessas condi¢cbes, 0 crescimento microbiano
seria inviavel, necessitando a utilizacdo de diversas técnicas de detoxificacdo. Dentre
estas temos centrifugacéo, filtracdo, adicdo de carvao ativado, biodetoxificacao,
eletrodialise e correcdo do pH por adicdo de hidréxido de calcio, algumas dessas
técnicas podem ainda provocar a reducao na concentracdo de acucar redutor entre 5
e 12% (CANILHA et al., 2009; HOU-RUI et al., 2009).

Nesta pesquisa o hidrolisado de casca de abacaxi (HCA) utilizado tem como
vantagem a obtencdo dos acucares utilizados no processo fermentativo sem a
necessidade do emprego de acido durante a hidrélise. Essa caracteristica do
hidrolisado das cascas de abacaxi utilizadas no experimento pode baratear o0s
produtos biotecnologicos de valor agregado baseados em hidrolisados
hemiceluldsicos, haja vista a reducdo nos investimentos necessarios a detoxificacdo
e o alto teor de acglcares obtidos por hidrélise fisica.

O HCA foi utilizado neste trabalho como unica fonte de nitrogénio, com isso
foram obtidos resultados significantes de producéo de etanol por cepas selvagens.
Segundo Bach et al. (2005), o nitrogénio € o componente essencial para o crescimento
adequado de microrganismos, principalmente os fermentadores, consequentemente
indispensavel no processo de fermentacao. As leveduras requerem fontes especificas
de nutrientes para seu crescimento adequado e conversdo de aguUcares em produto
de interesse. A composicdo meédia deve conter nutrientes nas concentracdes
adequadas que proporcione resultados de produtividade desejada (SILVA et al.,
2012).
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O rendimento de agucar redutor total (RarT), calculado ao fim da fermentacéo
foi de 22,04% por peso seco de farinha da casca de abacaxi (material lignoceluldsico).
Esse valor esta proximo ao rendimento de 35,5% de ART, obtido na hidrélise acida do
bagaco de cana, ressaltando que antes da hidrélise o residuo foi submetido a
tratamento térmico (HERNANDEZ-SALAS et al., 2009). Ao final do tempo de
fermentacdo, a biomassa produzida por cada levedura foi pesada e convertida em
gramas por litro (Tabela 8).

A tabela 8 apresenta resultados que demonstram um aumento significativo da
quantidade de células inicial, decorrente de um crescimento celular em hidrolisado
livre de &cidos e sem correcéo de pH, onde a cepa que produziu maior quantidade de
biomassa foi a R8L5, a menor quantidade foi produzida pela R10L5, com valores de
52,96 e 2,79 g/L, respectivamente.

A gquantidade de acgUcares totais consumidos variou entre 11,75 e 56,2%. A
levedura R8L5 foi a que mais assimilou agucar acompanhado pela R8L3 e R10L7. O
rendimento de biomassa em relacdo a qualidade de aclUcar consumido para essa
producdo, também aponta um potencial da cepa R8L5 importante para a indUstria,
considerando que resultados proximos foram obtidos por Wilkins et al. (2008),
utilizando Kluyveromyces marxianus IMB4 (linhagem termotolerante) em pH 5,5 a 40

°C, com assimilacao total de 51,6% de xilose.

Tabela 8 — Biomassa produzida durante o ensaio em fermentémetro e ART consumido pelas leveduras
isoladas de insetos fragmentadores da Serra do Tepequém-RR.

ART Rendimento de Rendimento de

Leveduras | Biomassa | consumido | Biomassa por Substrato | Etanol g/L Etanol por ART

(g/L) (g/L) consumido (g/L) consumido (g/L)
R7L3 30,18 132,21 0,22 27,2 0,20
R8L3 55,31 65,564 0,81 44,19 0,67
R8L5 161,7 65,564 2,46 28,8 0,43
R10L4 39,62 132,21 0,29 43,7 0,33
R10L5 26,7 132,1 0,20 28,9 0,22
R10L7 39,9 65,564 0,60 53,4 0,81

O rendimento de etanol das leveduras isoladas variou entre 27,2 g/L (R7L3)
menor rendimento e 53, 4 g/L (R10L7) maior rendimento. Nos ultimos anos, uma
grande quantidade de métodos promissores foi descritos na literatura cientifica para o

uso eficiente de residuos de abacaxi, incluindo a producéo de residuos fendlicos
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antioxidantes, acidos organicos, biogas, fibras e microbiana enzimas (ISITUA et al.,
2014). Além disso, os esfor¢os foram direcionados para o uso de residuos de abacaxi
como substrato alternativo para a producdo de etanol (CHOONUT; SAEJONG,;
SANGKHARAK, 2014).

O consumo de ARTSs pelos isolados nesta pesquisa variou entre 132,1 e 65,564
(Tabela 7) que corresponde a 88% e 95% respectivamente. Valor superior ao obtido
por estirpes de Pichia tannophilus e P. guilliermondi, com consumo de 85% de acucar
qguando cultivadas para fermentacdo de D-xilose em meio de cultura com produtos
sintéticos (ZOU et al. ,2010). Valores superiores também aos encontrados por Matos
et al. (2014) com M. quilliermondii LC27 e Converti et al. (1999) em
Pachysolentannophilus, quando cultivada em meio hidrolisado hemicelulésico do
bagaco de cana-de-acucar (SBHH) o consumo de agucar chega a 78,6%.

O nitrogénio é essencial para o crescimento adequado de microorganismos,
principalmente os fermentadores, consequentemente, € indispensavel no processo de
fermentacdo (BACH et al., 2005). As leveduras requerem fontes especificas de
nutrientes para seu crescimento adequado e conversao de acucares em produto de
interesse. A composi¢cao meédia deve conter nutrientes nas concentragfes adequadas
que proporcione resultados de produtividade desejada (SILVA et al. 2012).
Provavelmente, as leveduras que tiveram baixa producdo de biomassa necessitam
gue o hidrolisado seja suplementado com nitrogénio organico ou inorganico, antes do
processo de fermentagao para o seu crescimento adequado.

4.7.2 Rendimento da producéo de etanol

Neste estudo a producao de etanol (evolucao de CO2), pelos isolados em HCA,
apresentaram uma produtividade de etanol com valores interessantes para aplicagéo
industrial (Figura 18). A maior atividade fermentativa foi observada na levedura R10L7,
sendo que a maioria dos isolados atingiu o valor maximo apdés 48 horas de
fermentacado. Esses resultados corroboram aos citados na literatura cientifica, como
0s obtidos por Matos et al., (2014), onde o valor maximo ocorreu entre 36 e 60 horas.
Resultados encontrados por Bhatt et al. (1987), apresentam uma elevada producgéo
de alcool em menor tempo, até 35 horas de fermentacédo alcoolica utilizando S.

cerevisiae como indculo no mosto de mel diluido.



75

A concentracdo de agucares durante a fermentacao foi reduzida de um valor
inicial de 149,7 g/L a 17,6 g/L, para as leveduras: R7L3, R10L4 e R10L5; para as
cepas: R8L3, R8L5 e R10L7 a quantidade dos acucares iniciais foram de 68,53 g/L e
ao fim do processo restaram 2,96 g/L, em 90 horas de fermentacado. Ja a producao de
etanol alcangou uma concentracao final de: 27,2; 44,19; 28,90; 28,80; 43,66; 25,20
g/L pelas leveduras R7L3, R8L3, R8L5, R10L4, R10L5 e R10L7 respectivamente.

Na fermentacdo alcodlica de aclUcares, a acdo de leveduras, produz em
propor¢cdes equimolares o etanol e o dioxido de carbono (Equagéo abaixo). Gay-
Lussac foi pioneiro com esse mecanismo, onde 100 kg de glicose rendem 51,1 kg de
etanol e 48,9 kg de dioxido de carbono. O rendimento tedrico de 51,1% em massa €
conhecido como coeficiente de Gay-Lussac e é o dado béasico na eficiéncia de
converséo (JACKMAN, 1991).

A Equacdo de Gay-Lussac, que é utilizada na conversdo estequimétrica da

glicose a etanol e diéxido de carbono, segue a seguinte férmula:

Glicose — Etanol + Didoxido de carbono
C6H1206 — 2C2H50H + 2C02

MM = 180 g/mol MM = 92 g/mol MM = 88 g/mol
*Massa Molar (MM)
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Figura 18 — Producédo de etanol pelas leveduras isoladas de insetos fragmentadores da Serra do
Tepequém-RR
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Para determinar a concentracdo de etanol (% v/v) durante a fermentacdo
alcodlica foi realizada o calculo do rendimento. Para tanto, os valores foram
convertidos para massa (% m/v), utilizando o valor da densidade do etanol a 20°C
(0,789 g/cm3). ApoGs a transformacdo de unidades, mais o valor médio de agucar
consumido durante a fermentacado, foi determinado o rendimento da fermentacao
alcoolica, a cepa mais produtora, R8L3, entre dentre as seis selecionadas obteve
44,19 g/L de etanol em 65,56 g/L de acucar consumido, representando uma eficiéncia
no processo fermentativo de 87,59%. Esses resultados s&o superiores aos
encontrados por Cadete et al. (2012), onde a cepa Spathaspora xylofermentans
produziu etanol a partir de glicose e xilose com rendimento (YE) de 0,37 £ 0,02; 0,34
+ 0,04 respectivamente. E semelhante a outras duas espécies de Spathaspora
roraimanensis, com rendimento: YE/glicose=0,18 *+ 0,04 e YE/xylose= 0,29 + 0,05.
Para S. suhii, o rendimento reduziu: YE / glicose = 0,11 £ 0,03 e YE / xylose = 0,14 +
0,05 (CADETE et al., 2012).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

As médias das triplicatas das pesagens das leveduras fermentadoras foram
corrigidas estatisticamente, utilizando as médias das pesagens de 84 horas de
fermentacdo e submetidas ao teste de Tukey para p<0,05 (Bioestat 5,0).
Estatisticamente, as diferencas entre as médias de producdo de etanol foram
significativas (Tabela 9). Onde a levedura R10L7 foi a mais significativa para producéo
de etanol, seguida das leveduras R8L3 e R10L5 que nao diferiram. As leveduras
R8L5, R10L4 e R7L3 apresentaram 0os menores valores de producado de etanol, que
nao diferiram entre si.

Reed e Nagodawithana (1991) obtiveram um rendimento de etanol de 0,54 em
fermentacao aerodbica controlando temperatura, aeracdo e agitacdo. Mendes et al.
(2013) encontraram resultados similares, somente com aeragao controlada e um meio
agroindustrial suplementado (caldo de cana de aclUcar + extrato de levedura),
reduzindo o custo da producao de cachaca. Ambos os trabalhos utilizaram leveduras
do género S. cerevisiae com 96 horas de fermentacdo. Nos resultados obtidos nesta
pesquisa, as leveduras testadas ultrapassaram os dois resultados citados acima,

utilizando cepas selvagens em HCA em fermentébmetro com temperatura fixa. Onde o
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rendimento de etanol em gramas foi obtido pela diferenca entre os agucares totais

consumidos e a producéo de etanol (Tabela 10).

Tabela 9 — Producéo de etanol pelas leveduras isoladas de insetos fragmentadores
na Serra do Tepequém-RR

Leveduras Médias de Producéo de Etanol (g/L)
R10L7 51.9a
R8L3 42b
R10L5 42.2b
R8L5 26.8c
R10L4 26.7c
R7L3 26.9c

Médias seguidas com letras distintas indicam que os valores diferem entre si p<0,05.

Para que o processo de fermentacdo seja eficiente s&8o necessarios
microrganismos especificos com potencial de assimilar pentoses. Leveduras:
Scheffersomyces shehata (URBINA; BLACKWELL, 2012) e Spathaspora arborariae
sdo considerados promissores produtores de etanol, microorganismos considerados

ativos no processo de conversdo da biomassa.

Tabela 10 - Rendimento de etanol pelas leveduras isoladas de insetos
fragmentadores na Serra do Tepequém-RR
Leveduras Rendimento de Etanol (Yp/s)

R10L7 0,81g

R8L3 0,679

R10L5 0,33g

R8L5 0,449

R10L4 0,21g

R7L3 0,29

Neste estudo, as leveduras testadas para a producao de etanol tiveram valores
significativos quando submetidas a fermentacdo com material lignocelulésico. Desta
forma, novos estudos podem determinar o potencial destas estirpes no setor dos
biocombustiveis. Confirmando assim, as conclusdes obtidas por Cadete et al. (2012)
e Da Cunha-Pereira et al. (2011) que afirmam que a bioprospeccdo pode fornecer

produtores naturais de etanol com potencial em hidrolisar biomassa lignocelulésica.
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5 CONCLUSOES

Nos dez igarapés estudados foram coletados apenas os géneros de insetos
fragmentadores: Stenochironomus e Phylloicus. Nao houve coleta de insetos do
género Triplectides.

A temperatura da agua nao teve influéncia na OD nos corpos hidricos analisados.

A presenca de mata ciliar teve uma relagdo inversa com a ocorréncia de
fragmentadores.

Foram isoladas 22 leveduras associadas aos insetos fragmentadores, com
prevaléncia no género Stenochironomus.

A maior frequéncia de fragmentadores foi verificada no Igarapé Catitu onde se
encontra abundancia de mata ciliar, substratos variados em aguas paradas e turvas;
a menor, no igarapé Afluente do Siléncio com aguas limpas, leve correnteza, mata
ciliar e pouco substrato.

As leveduras isoladas possuem perfil fermentativo para: glicose, maltose, melibiose e
galactose, com excecao de um isolado que ndo apresentou potencial fermentativo.
Todas as leveduras testadas apresentaram perfil termotolerantes, crescendo a 37°C
com as mesmas caracteristicas que em temperaturas mais baixas.

Os isolados apresentaram divisdo equitativa nos dois filos, Basidiomicetos e
Ascomicetos.

Foram identificadas cinco leveduras dos géneros Yamadazyma, Cryptococcus,
Aureobasidium e Tremella, 17 isolados ndo foram identificados.

As cepas testadas sdo promissoras para a producéo de etanol, utilizando as cascas
de abacaxi como substrato, principalmente por ndo haver necessidade do emprego

de hidrdlise acida para a obtencéo das fontes de carbono.
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APENDICE A — Crescimento e assimilagdo de fontes de nutrientes por leveduras isoladas de insetos fragmentadores na Serra do Tepequém /RR
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APENDICE B — Curva padréo de calibracdo da solucdo DNS para quantificacdo dos
acucares redutores totais ARTS.

Curva de calibracado de DNS

y =0,2128x - 0,2506
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Apéndice C — Quantificacdo do DNA de leveduras coletadas de insetos fragmentadores na Serra do Tepequém — RR.

Géneros de Insetos Leveduras e Razéo 260/280 Concentragdo ng/L
260 nm 280nm
Stenochironomus R4L1 0,671 0,417 1,89 2688,63
Phylloicus R7L2 1,173 0,814 1,65 45,56
Phylloicus R7L3 1,153 0,469 2,44 5794,18
Phylloicus R7L4 0,098 0,035 2,22 574,82
Phylloicus R7L5 0,127 0,053 2,21 676,81
Stenochironomus R8L1 0,259 0,138 2,13 1138,46
Stenochironomus R8L2 0,159 0,073 2,03 844,07
Stenochironomus R8L3 0,202 0,121 1,87 872,29
Stenochironomus R8L4 0,232 0,153 1,82 8764,42
Stenochironomus R8L5 0,061 0,032 1,94 305,82
Stenochironomus RIL1 0,081 0,047 1,88 370,07
Stenochironomus RIL2 0,148 0,082 2,01 652,30
Stenochironomus R9L3 0,377 0,177 2,20 1826,70
Stenochironomus R9L4 0,141 0,087 1,81 603,34
Stenochironomus RIL5 0,047 0,044 1,14 123,99
Stenochironomus RIL6 0,033 0,034 0,93 78,50
Stenochironomus ROL7 0,100 0,070 1,71 354,50
Stenochironomus R9IL8 0,056 0,052 1,19 121,88
Stenochironomus RIL9 0,396 0,232 2,08 1578,78
Phylloicus R10L4 0,237 0,088 2,38 1280,27
Phylloicus R10L5 0,016 0,002 1,61 181,60
Phylloicus R10L7 0,690 0,301 2,38 3362,51




APENDICE D - Gréfico estatistico das médias das leveduras fermentadoras isoladas de
insetos fragmentadores da Serra de Tepequém-RR
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