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CAPITULO 11

AVALIACAO DE GLICOSIDASES EXTRACELULARES
PRODUZIDAS POR LEVEDURAS OBTIDAS DA
MICROBIOTA INTESTINAL DE LARVAS DE Hypsipyla

John Lucas Ribeiro

Laboratério de Biotecnologia de Enzimas

e Biotransformacdes, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Para —
Belém/Para

Yuri Rafael de Oliveira Silva
Laboratoério de Biotecnologia de Enzimas

e Biotransformacdes, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Para —
Belém/Para

Ana Luiza Freire

Departamento de Microbiologia - Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de
Minas Gerais — Belo Horizonte/MG

Carlos Augusto Rosa

Departamento de Microbiologia - Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de
Minas Gerais - Belo Horizonte/MG

Agenor Valadares Santos

Laboratério de Biotecnologia de Enzimas

e Biotransformacdes, Instituto de Ciéncias
Biolodgicas, Universidade Federal do Para —
Belém/Para

Luciana Pereira Xavier

Laboratorio de Biotecnologia de Enzimas

e Biotransformacdes, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Para —
Belém/Para

RESUMO: A bioprospeccao de micro-
organismos de ambientes nao explorados,
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spp. (Lepidoptera: Pyralidae)

como a microbiota de insetos, é importante para
se obter tanto micro-organismos como enzimas
com potencial de aplicacdo biotecnologica.
As glicosidases sdo enzimas que catalisam
a hidrolise de ligacbes glicosidicas em
oligossacarideos e glicoconjugados, e utilizadas
na produg¢do de biocombustiveis e na industria
de alimentos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade de a- e [-glicosidases
extracelulares produzidas por leveduras
endossimbiontes obtidas do intestino de larvas
da Broca-da-Andiroba (Hypsipyla spp.). Os
isolados foram selecionados para a producéo
de glicosidases extracellulares em meio sélido
na presenca de Esculina 0,1%. O efeito do
pH (4,0-9,0) e temperatura (25°C-70°C) na
atividade de glicosidase, foi analisado usando
p-nitrofenil-glicopiranosideo como substrato.
Todas as leveduras apresentaram atividade
enzimatica extracelular: B-glicosidase - pH
6timo alcalino e temperatura 6tima ~40°C, com
destaque para a cepa Candida jaroonii (M2);
a-glicosidase — pH 6timo variando de acido
a alcalino e temperatura >40°C, destacando
as cepas Candida tropicalis (M4) e Candida
jaroonii (M2) com atividade a 70°C, 76 mU.ml"
e 91 mU.ml", respectivamente. Atividades mais
altas em pH alcalino permitem uma mais ampla
aplicacao desta classe de enzimas. O presente
trabalho é pioneiro no estudo de glicosidases
de leveduras da microbiota de Hypsipyla spp.
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PALAVRAS-CHAVE: enzimas, levedura, larvas, broca do broto

EVALUATION OF EXTRACELLULAR GLUCOSIDASES PRODUCED BY YEASTS
FROM THE GUT MICROBIOTA OF Hypsipyla spp. LARVAE (LePiDOPTERA: PYRALIDAE)

ABSTRACT: Bioprospection of microorganisms at unexplored sites, such as insect
microbiota, is important for obtaining both microorganisms and enzymes, with potential
biotechnological applications. Glucosidases are enzymes that catalyze the hydrolysis
of glycosidic bonds of oligosaccharides and glycoconjugates, used in the production
of biofuels and the food industry. The objective of this work was the evaluation of
extracellular a- and B-glucosidases produced by endosymbiont yeasts from the gut
of Broca-da-Andiroba larvae (Hypsipyla spp.). The isolates were screened for the
production of extracellular glucosidase on solid medium in the presence Esculin 0.1%.
The effect of pH (4.0-9.0) and temperature (25°C-70°C) on glucosidase activity were
analyzed using p-nitrophenyl-glucopyranoside as substrate. All yeasts had extracellular
enzymatic activity: B-glucosidases showed an alkaline pH optimum and temperature
~40°C, highlighting the strain Candida jaroonii (M2). a-glucosidases presented a pH
optimum rangeing from acid to alkaline and temperature >40°C, highlighting the strains
Candida tropicalis (M4) and Candida jaroonii (M2) with activity at 70°C, 76 mU.ml"
and 91 mU.ml", respectively. Higher activities in alkaline pH can provide a broader
application of this class of enzymes. The present work is pioneer in the study of yeast
glucosidases of Hypsipyla spp. microbiota.

KEYWORDS: enzymes, yeast, larvae, shoot borer

11 INTRODUCAO

A Carapa guianensis Aublet e C. procera DeCandolle (Meliaceae), conhecidas
popularmente como Andiroba, sdo espécies arbdéreas de uso variado como anti-
inflamatério, cicatrizante, velas repelentes, entre outros (FERRAZ; CAMARGO;
SAMPAIQO, 2002; PINTO, 2007). O éleo extraido de suas sementes possui alto valor
comercial sendo alvo de interesse em diferentes segmentos industriais como os de
farmacos e cosméticos (GOMES, 2010).

Os principais insetos que predam as semente de andirobeiras sdo larvas das
espécies Hypsipyla ferrealis Hampson e H. grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)
(JESUS-BARROS et al., 2015 e 2014; PINTO et al., 2013). A acéo destes insetos
nas sementes na Andiroba reduz o potencial de germinacéao, alterando a capacidade
de regeneracgdo das espécies, e consequentemente na reducdo da quantidade e
qualidade do 6leo extraido (CRAWLEY; GILLMAN, 1989; PINTO, 2007).

No Brasil, a H. grandella preda, além da andirobeira, 0 meristema apical de
outras espécies da familia Meliaceae, como o cedro (Cedrela odorata L.) e 0 mogno
(Swietenia macrophylla King), podendo atacar as sementes ou se desenvolver no
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interior do tecido prejudicando o crescimento das plantas jovens (JESUS-BARROS
et al., 2015). A H. ferrealis é conhecida como broca-das-sementes e sua presenca ja
foi relatada nos estados do Para (BECKER, 1971), Amapéa (JORDAO; SILVA, 2006),
Roraima (JORDAO; SILVA, 2006; QUERINO et al., 2008), Amazonas (PINTO, 2007)
e Acre (SANTOS; PELLICCIOTTI, 2016).

A capacidade dos insetos predarem diferentes partes de uma planta bem como
diferentes plantas contribuiu de certa forma para o sucesso evolutivo da classe. De
acordo com a estimativa global feita por Stork (2018), a classe insecta possui cerca
de 5,5 milhdes de espécies vivas. Este fenbmeno tem sido explicado pela habilidade
dos insetos em utilizarem uma gama extensa de materiais organicos na sua nutricao
(madeira, humus, cera, sangue, seiva, tecidos animais e vegetais, etc). Além de
digerirem materiais refratarios (ex. madeira e cera), eles exploram recursos toxicos
nao acessiveis a outros animais, como os inibidores enzimaticos. Esta capacidade
digestiva depende das enzimas presentes e compartimentalizadas no intestino
do inseto (TERRA et al., 1996). A organizacédo do processo digestivo depende da
compartimentalizacdo das enzimas digestivas e do fluxo do intestino médio que séo
responsaveis pela translocacado das enzimas e dos produtos da digestao (TERRA;
FERREIRA, 1994; TERRA et al. 1996, HOLTOF et al., 2019).

As enzimas encontradas nos insetos séo sintetizadas pelos proprios insetos
(homodlogas) ou por organismos simbibticos localizados no corpo dos insetos
(heterdlogas). O uso destas enzimas para aplicacbes nos campos da biotecnologia
industrial ganha cada vez mais interesse. Exemplos importantes de enzimas
derivadas de insetos incluem proteases, amilases, lipases, celulases, quitinases
e glicosidases (FISCHER; OSTAFE; TWYMAN, 2013; MIKA; ZORN; RUHL, 2013;
MERZENDORFER, 2013).

Celulases sao enzimas envolvidas na hidrolise de moléculas de celulose em
monossacarideos ou polissacarideos menores. Trés classes de enzimas compdem
as celulases: (a) endo-B-1,4-glicanases (E.C. 3.2.1.4), responsaveis por clivar
ligacdes B-1,4-glicosidicas internas das cadeias de celulose, gerando cadeias de
glicanos de diferentes tamanhos; (b) exo--1,4-glicanases (E.C. 3.2.1.91), que agem
na ponta das cadeias de celulose, liberando B-celobiose; e (c) B-1,4-glicosidases
(E.C. 3.2.1.21), que hidrolisam a celobiose gerando glicose.

As (glicosidases sé&o enzimas que hidrolisam ligacbes glicosidicas de
oligossacarideose polissacarideos, liberando a-glicose ou 3-glicose.As a-glicosidases
sao muito utilizadas na industria alimenticia, principalmente na fabricacao de cerveja
e xarope de glicose (TAYLOR; DEWAR, 1994; BADHAN et al., 2007; AKINLOYE et
al., 2012), assim como na producédo de etanol, realizando a hidrélise do amido em
acucares fermentaveis (MUSLIN et al., 2002). As B-glicosidases séo investigadas
principalmente com a finalidade de degradacdo da celulose para a producdo de
biocombustiveis, mas também tem papel importante nas industrias de alimentos e
bebidas, de papel, de cosméticos e farmacéutica (SINGH; VERMA; KUMAR, 2016).
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Estima-se que aproximadamente 20% de todos os insetos estdo obrigatoriamente
associados a micro-organismos simbidticos, e é provavel que esta associacao tenha
contribuido grandemente para seu sucesso evolutivo (FELDAAR; GROSS, 2008).
Leveduras simbiontes de insetos estdo relacionadas ao auxilio direto no processo
de digestdao e na detoxificacdao de material ingerido de plantas, podendo prover
suplemento nutricional ao hospedeiro. Os insetos envolvidos nesta associagao
incluem membros das ordens Coleoptera, Diptera, Homoptera, Hymenoptera,
Isoptera, entre outros (VEGA; DOWD, 2005; ROSENBLUETH et al., 2018).

Apesar do enorme potencial da microbiota intestinal dos insetos, pouco é
estudado sobre o potencial biotecnolégico das enzimas produzidas pelos micro-
organismos simbioticos. Os lepidopteros ndao sdao excecdo, os estudos sobre as
microbiotas das espécies pertencentes a esta ordem de insetos normalmente limitam-
se ao interesse entomoldgico da questao, e exploram majoritariamente as bactérias
do intestino médio (SITTENFELD et al., 2002; BRODERICK et al., 2004; ERTURK;
DEMIRBAG, 2006; BRINKMANN; MARTENS; TEBBE, 2008; BRODERICK et al.,
2009; CHEN et al., 2016; SNYMAN et al., 2016).

O potencial de aplicacao biotecnolégica das enzimas obtidas a partir de micro-
organismos ja é conhecido, visto que aproximadamente 85% das enzimas industriais
€ de fonte bacteriana ou fungica (GARG et al., 2016). A busca por enzimas na
microbiota de insetos tem recebido algum destaque apenas nos ultimos anos,
contudo tem sido pouco explorada devido a dificuldade no cultivo de muitos dos
micro-organismos presentes (CHAVES; NETO; TENREIRO, 2009; SHI et al., 2010;
BERASATEGUI et al., 2016).

Parte dos estudos neste sentido foram voltados para os termitas, na prospeccéao
de lignocelulases produzidas tanto pelos insetos quanto por seus endossimbiontes
(SCHARF, 2015). Sabe-se também que existem endossimbiontes capazes de
degradar celulose, em diferentes ordens de insetos, inclusive nos lepidopteros
Bombyx mori, Samia cynthia pryeri e Diatraea saccharalis (CALDERON-CORTES et
al., 2012; DANTUR et al., 2015).

A maioria das industrias como a de couro, alimentos, téxteis, sintese organica,
farmacéutica e industria de detergentes dependem em parte do processo enzimatico,
0 que acarreta uma maior demanda por producao de enzimas (KANNAN et al., 2019).
MIKA, ZORN e RUHL (2013), em trabalho de revisdo, pontuam que tanto as enzimas
obtidas dos insetos ou dos micro-organismos associados possuem alta demanda na
industria de alimentos, por reduzirem fatores antinutricionais.

Até o momento ndo ha relatos na literatura quanto aos micro-organismos
que compdem a microbiota de larvas de Hypsipyla spp. ou sobre quais as reag¢des
hidroliticas que ocorrem em seu trato intestinal. Portanto o objetivo deste trabalho
foi a deteccédo e a caracterizacao de a - e B-glicosidases extracelulares produzidas
por leveduras isoladas do intestino de larvas da Broca-da-Andiroba (Hypsipyla spp.)

(Lepidoptera: Pyralidae).
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento e identificacao das leveduras

As leveduras utilizadas neste trabalho pertecem a colecdo do Laboratério
de Biotecnologia de Enzimas e Biotransformacdes (LaBEB), ICB-UFPA (registro
no SISGEN sob n° A5B286D). Os micro-organismos foram obtidos do intestino de
larvas em condi¢des assépticas. As leveduras foram isoladas por diluicao seriada
e posterior inoculacdo em meio Sabouraud. A identificacdo foi feita com base
comparativa na regiao ITS e a regido D1/D2 da subunidade maior do gene do
rBNA de cada uma das amostras. As regides foram sequenciadas utilizando-se o
DYEnamicTM (Amersham, Biosciences) no sistema de sequenciamento automatico
MegaBACETM 1000. A analise das sequéncias foi realizada utilizando o programa
BLAST nucleotideo-nucleotideo (BLASTn) verséao 2.215 do BLAST 2.0, disponivel no
portal NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/), comparando as sequéncias obtidas
com as depositadas no GenBank.

2.2 Deteccao da atividade glicosidasica

A atividade enzimatica foi detectadaatravés de ensaios de degradacédo de
substrato em 4gar, adicionando Esculina (0,1%) e Citrato Férrico de Amdnio (0,05%)
ao meio de cultura YPD (Extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 1%). Os
micro-organismos foram inoculados em ponto central e incubados a 30°C por 24h,
a presenca de glicosidases foi detectada pela formag¢do de halo marrom escuro a
preto.

2.3 Obtencao do extrato enzimatico

O extrato enzimatico foi produzido pelo cultivo overnight dos micro-organismos
em meio liquido YM (Glicose 1%, Peptona 0,5%, Extrato de Levedura 0,3%, Extrato
de Malte 0,3%), sob agitacdo (100 rpm/min) e temperatura 30°C, seguido de
centrifugacao a 3000 x g por 15 minutos. O pellet foi descartado e o sobrenadante
foi considerado como extrato enzimatico extracelular.

2.4 Determinacao de atividade de a- and B-glicosidase

A quantificacédo da atividade enzimatica foi realizada por método colorimétrico
em espectrofotémetro (ZELCK; TRIPPENSEE; BECKER, 1996). O método consiste
em quantificar o p-nitrofenol, que apresenta absorbéncia em 405nm, produzido pela
hidrélise de p-nitrofenol-B-D-glicopiranosideo ou p-nitrofenol-a-D-glicopiranosideo
pelo extrato enzimatico. O ensaio foi realizado em diferentes valores de pH (4,0 a
9,0) e de temperatura (25°C a 70°C) para determinar pH 6timo e temperatura 6tima
de cada atividade enzimatica. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Uma
unidade enzima foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 ymol de
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pNGP por minuto nas condi¢cbes de ensaio.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das seis leveduras previamente isoladas, todas foram identificadas como
pertencentes ao género Candida (Tabela 1). A isolada LU2 foi identificada como
Candida tropicalis. Leveduras desta espécie ja tiveram atividade de a-glicosidase
descrita, por exemplo trés tipos de alfa-glicosidases ja foram isoladas a partir da
cepa japonica desta espécie (SAWAI, 1956).

As outras cinco isoladas da microbiota larval da Broca-da-Andiroba foram
identificadas como Candida jaroonii. Esta espécie € pouco descrita na literatura e ha
apenas relato de isolamento desta espécie em diferentes regides da Tailandia, cujo
clima se assemelha ao da Amazoénia, as espécies isoladas foram provenientes de
flores, filosfera de arroz, fungos e excrementos de insetos usados como fertilizantes
(IMANISHI et al., 2008; LIMTONG; KAEWWICHIAN, 2015). Recentemente, C.
jaroonii foi isolada de madeira em decomposicédo do Brasil, dos ecossistemas de
Mata Atlantica, Cerrado e Floresta Amazonica (LOPES et al., 2018).

Is(zl;n:gs Espécie nZ(g:nchaensks)o Identidade Gaps Rr;g'\;:o
M1 Candida jaroonii KY106531 413/413(100%)  0/413(0%) D1/D2
M2 Candida jaroonii KY106531 465/465(100%)  0/465(0%) D1/D2
M3 Candida jaroonii KY106531 431/431(100%)  0/431(0%) D1/D2
M4 Candida jaroonii KY106531 471/471(100%)  0/471(0%) D1/D2
M5 Candida jaroonii KY106531 469/469(100%)  0/469(0%) D1/D2
LU2 Candida tropicalis KY106851 493/493(100%)  0/493(0%) D1/D2

Tabela 1: Identificagé@o das leveduras isoladas da microbiota intestinal da Broca-da-Andiroba.

A atividade enzimatica extracelular se apresentou positiva para todas as
leveduras avaliadas, avaliadas em placa com meio agar-esculina, com enfoque a
isolada C. jaroonii (M2) que obteve o maior valor da razao halo/colénia, de 3,35 mm

(Tabela 2).
Espécie Razao halo/colénia (mm)
Candida jaroonii (M1) 1,39
Candida jaroonii (M2) 3,35
Candida jaroonii (M3) 1,42
Candida jaroonii (M4) 2,05
Candida jaroonii (M5) 2,34
Candida tropicalis (LU2) 1,39

Tabela 2. Detecgao de atividade de glicosidases em placa agar-esculina. Em negrito destaca-
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se a maior razdo halo col6énia. Em inserto resultado da atividade de glicosidadse em placa dos
isolados C. jaroonii (M1), C. jaroonii (M2) e C. jaroonii (M3).

Os micro-organismos avaliados foram submetidos a ensaios de atividade
enzimatica com substrato sintético para se analisar a especificidade e caracterizar
a atividade glicosidasica de cada extrato enzimatico. O ensaio de atividade de
B-glicosidase foi realizado no extrato enzimatico das cinco cepas de C. jaroonii,
as quais apresentaram curva de atividade semelhantes, ocorrendo as melhores
atividades em pH &cido (Tabela 3), assim como para a curva de atividade da isolada
LU2, C. tropicalis. Tais resultados sao condizentes com os descritos na literatura
para atividades de B-glicosidases produzidas por leveduras (PERISIN; JARAK, 1995;
SAHA; BOTHAST, 1996; NARASIMHA et al., 2016).

B-glicosidase a-glicosidase
Leveduras
pH Temperatura pH Temperatura
C. jaroonii (M1) 4,0;7,5 35-50°C 4,5;6,0; 8,0 40°C
C. jaroonii (M2) 4,0 50°C 6,0; 8,0 40°C
C. jaroonii (M3) 4,5 35°C 8,0 50-60°C
C. jaroonii (M4) 4,0;5,0 40°C 5,0 70°C
C. jaroonii (M5) 5,0 40-60°C 4,5 40°C
C. tropicalis (LU2) 5,5 35°C 8,5 70°C

Tabela 3. Determinacao dos valores maximos de pH e temperatura para atividades de a- e
B-glicosidases extracelulares das leveduras isoladas.

O isolado que mostrou maior atividade mediante as condi¢des testadas foi C.
jaroonii(M1) (Figura 1). Pode-se observar um pequeno pico de atividade glicosidasica
em pH 7,5, indicando a possivel presenca de mais de um tipo de B-glicosidase no
extrato. A presenca de atividade intracelular de -glicosidase de C. jaroonii, isolada
de ecossistema brasileiro, mostrou eficiéncia em fermentar celobiose (LOPES et al.,
2018).

O pH intestinal varia dependendo da regido analisada em muitos insetos
(TERRA; FERREIRA, 1994) e este fato tem relac&o direta na producéo e atividade
enzimatica por micro-organismos endossimbiontes. Na literatura encontram-se
descritos pH 6timos de 4,5 a 6,0 (PRATVIEL-SOSA et al., 1994; FERREIRA et al.,
1994; BOER et al., 2004), entretanto nos ensaios de para determinacdo do efeito
do pH na atividade de a-glicosidase foi observado atividade maxima das leveduras
tanto em pH acido como em pH alcalino (4,5 a 8,5) (Tabela 3). a-amilases alcalinas,
da classe das glicosidases, tém seu uso ja instituido na industria de detergente. Esta
aplicacado se da pela estabilidade destas enzimas a condi¢cdes oxidativas, devido
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a sua atividade em pH basico e em baixas temperaturas (SOUZA; MAGALHAES,
2010). Além disso, aplicacédo na industria alimenticia, da producédo de xaropes a
panificacdo, € bem descrita na literatura (SAINI et al., 2017).
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Figura 1. Avaliacédo do efeito da variagéo de pH nas atividades de a-glicosidase (A) e de
B-glicosidase (B) extracelulares contidas no extrato de C. jaroonii (M1).

Quanto ao efeito de temperatura na atividade das B-glicosidases produzidas
pelos isolados verificou-se que as temperaturas maximas variaram de 35°C a 60°C
(Tabela 3), esta faixa de temperatura € bem descrita para B-glicosidases extracelulares
(PERISIN; JARAK, 1995; KARNCHANATAT et al., 2007). Comportamento parecido ao
encontrado para a-glicosidases, cuja variacao foi de 40°C a 70°C (Figura 2).
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Figura 2. Avaliagcéo do efeito da variacao de temperatura nas atividades de a-glicosidase (A) e
de B-glicosidase (B) extracelulares contidas no extrato de C. jaroonii (M1).

Karnchanatat e colaboradores (2007) em estudos com [-glicosidases
extracelulares de Daldinia eschscholzii observaram que estas enzimas possuem
termoestabilidade a 45°C, sendo que a 60°C a atividade decai e, a 70°C aproxima-se
de zero. Tal comportamento frente a variacao de temperatura também pode ser notado
em nossos resultados (Figura 2) para todas as leveduras estudadas excetuando C.
jaroonii (M4) e C. tropicalis (LU2).
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41 CONCLUSAO

As enzimas, a-glicosidase e f-glicosidases, avaliadas neste trabalho
apresentaram caracteristicas com potencial para aplicacdo industrial, como
atividade maxima em temperaturas elevadas e em pH alcalino, além de atividade
em ampla faixa de temperatura. Portanto, avaliacdo de glicosidases produzidas
por leveduras da microbiota de insetos, como a broca-da-Andiroba se mostrou
uma abordagem eficiente para prospeccdo de enzimas e reafirma o potencial da
biodiversidade amazénica tanto para enriquecimento tedrico como para a obtencéo
de produtos com valor agregado.
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