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RESUMO

Enzimas sdo produtos biotecnoldgicos amplamente utilizados em diversos setores da industria. Microrganismos
sdo altamente capazes de sintetizar inimeras enzimas de interesse industrial. Leveduras sdo eucariotos
unicelulares, que apresentam caracteristicas de interesse para utilizacdo em diversos segmentos da industria,
devido o elevado potencial em produzir enzimas hidroliticas. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar e avaliar a atividade enzimatica para amilase, pectinase e protease de leveduras isoladas do processo
de compostagem da Faculdade Ciéncias da Vida. Foi realizado o processamento das amostras de compostagem e
posterior plaqueamento em meio sélido para caracterizar morfologicamente as leveduras isoladas. Em seguida,
os isolados foram inoculados em meios com diferentes fontes de carbono, na forma de spots, para avaliacdo da
atividade enzimética. A atividade enzimatica foi avaliada semiquantitativamente por meio do indice enzimatico
(IE). Os resultados mostraram alta variabilidade morfoldgica entre os 28 isolados de leveduras obtidos. O IE
variou de 0 a 3,33 demonstrando o elevado potencial biotecnolégico de algumas cepas. Os isolados L25 e L7
apresentaram os maiores valores para amilase, enquanto que os isolados L12 e L4 para pectinase e L18 para
protease. Os resultados apresentados neste estudo mostraram alta variabilidade entre as leveduras com alto
potencial de uso em processos industriais.
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ABSTRACT

Enzymes are biotechnological products widely used in various sectors of industry.
Microorganisms are highly able to synthesize countless enzymes of industrial interest. Yeasts are unicellular
eukaryotes that present characteristics of interest for use in various industry segments due to their high potential
for producing hydrolytic enzymes. In this context, the objective of the present work was to characterize and
evaluate the enzymatic activity for yeast amylase, pectinase and protease isolated from the composting process
from Faculdade Ciéncias da Vida. The composting samples were processed and later plated in solid midst to
morphologically characterize the isolated yeasts. Then, the isolates were inoculated in means with different
carbon sources, in the form of spots, to evaluate the enzymatic activity. The enzymatic activity was evaluated
semiquantitatively using the enzymatic index (EI). The results showed high morphological variability among the
28 obtained yeast isolates. The IE ranged from 0 to 3.33 demonstrating the high biotechnological potential of
some strains. The isolates L25 and L7 had the highest values for amylase, while isolates L12 and L4 for
pectinase and L18 for protease. The results presented in this study showed high variability among yeasts with
high potential for use in industrial processes.
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1 INTRODUCAO

Enzimas sdo proteinas amplamente utilizadas como catalisadores bioldgicos em
diversos setores da industria, tais como nas industrias téxtil, alimenticia, papel, detergentes e
couro (PATEL; SINGHANIA; PANDEY, 2016; LIU; KOKARE, 2017; NELSON; COX,
2018). Os microrganismos sdo capazes de produzir uma vasta gama de compostos
enzimaticos, os quais foram explorados comercialmente ao longo da historia da humanidade
sendo a primeira aplicacdo para fins comerciais, realizada por meio da utilizacdo de leveduras
na producdo de bebidas alcodlicas por meio de fermentacdo (PATEL; SINGHANIA;
PANDEY, 2016; SINGH et al., 2016; ELSHANI et al., 2018).

Os microrganismos utilizados em processos biotecnoldgicos podem ser obtidos de
fontes naturais, como o solo, &gua, plantas e animais vivos, dguas residuais e manguezais
(GRIEBELER et al., 2015; SANTOS; BATISTA, 2015; SILVA, 2018). O processo de
isolamento de estirpes também pode ocorrer em fontes como a compostagem, onde existe
grande abundancia de estirpes de interesse biotecnoldgico, que sdo na maioria das vezes
desconhecidas ou pouco exploradas (MELO et al., 2015; RAMOS et al., 2018).

Dentre os microrganismos, as leveduras apresentam caracteristicas de interesse para
utilizacdo em diversos processos biotecnoldgicos, devido o elevado potencial destes
eucariotos em produzir enzimas hidroliticas extracelulares (SINGH et al., 2016). Neste
contexto, os fungos leveduriformes existentes no processo de compostagem se destacam
como uma alternativa sustentavel e promissora para a producdo de enzimas hidroliticas de
interesse biotecnolégico e aplicacdo nos mais diversos segmentos da industria.

Diante do exposto, o presente trabalho apresenta a seguinte problematica: leveduras
presentes em processo de compostagem possuem potencial em sintetizar enzimas hidroliticas
de interesse biotecnoldgico? Para que fosse possivel responder a referida questdo norteadora,
levantou-se a hipotese de que no substrato organico proveniente do processo de compostagem
existe uma alta diversidade de leveduras produtoras de biomoléculas pouco estudadas.

Para testar essa hipOtese esse trabalho teve por objetivo geral caracterizar
morfologicamente e avaliar a atividade enzimatica para amilase, pectinase e protease de
leveduras isoladas do processo de compostagem da Faculdade Ciéncias da Vida. Para
responder 0s objetivos, a metodologia escolhida possui natureza descritiva, com carater

qualitativo e semiquantitativo, e corte transversal.



Este trabalho € de grande importancia, visto que a demanda por microrganismos
produtores de enzimas de interesse comercial é crescente. Assim sendo, a busca de
alternativas ecologicas € de grande interesse para praticas sustentdveis o que torna
imprescindivel identificar e conhecer mais sobre as caracteristicas de leveduras ainda pouco

exploradas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas de estrutura terciaria ou quaternaria que agem como
catalisadores biolégicos e estdo envolvidas em todos o0s processos metabélicos, atuando em
quase todas as transformagdes quimicas que ocorrem nas células (NELSON; COX, 2018). As
enzimas se ligam a um ou mais ligantes, chamados de substratos, e os convertem em produtos
modificados quimicamente com extrema rapidez, acelerando as reacbes e agindo como
catalisadores que permitem formar ou quebrar ligagdes covalentes (VILELA, 2018).

O local catalitico destas macromoléculas é frequentemente localizado em bolsas
hidrofébicas, o que determina a especificidade para o seu substrato, e € denominado sitio
ativo. A molécula que liga no sitio ativo e sobre a qual a enzima age € denominada substrato.
O complexo enzima-substrato é fundamental para a acdo enzimatica (NELSON; COX, 2018).

As enzimas podem ser agrupadas em classes funcionais com base no tipo de reagéo
quimica que catalisam, por exemplo: proteases promovem a quebra de proteinas pela hidrélise
das ligacOes peptidicas entre os aminoacidos (NOVELLI; BARROS; FLEURI, 2016).

2.2  ENZIMAS DE INTERESSE INDUSTRIAL

2.2.1 Amilase

A a-amilase € uma enzima cuja atividade leva a degradacdo de amido e glicogénio,
que sdo os principais compostos de reserva em plantas e animais (NELSON; COX, 2018). A
aplicacdo industrial das amilases € bastante diversificada, sendo empregadas na producdo de



alimentos, racdo, produtos farmacéuticos e detergentes (STOLL; FLORES; THYS, 2015;
GONCALVES, 2019).

A aplicacdo desta enzima requer propriedades unicas em relacdo a especificidade,
estabilidade, temperatura e dependéncia de pH, portanto, o rastreamento de microrganismos
produtores de a-amilase promove a descoberta de novas amilases para diferentes propositos
(BASTOS et al., 2015). Como exemplo, a amilase, isoladamente ou em combinagdo com
outras enzimas, € adicionada a farinha de pdo para reter a umidade, aumentando a maciez e

mantendo a massa fresca (SINGH et al., 2016).

2.2.2 Pectinase

As pectinases sdo enzimas despolimerizantes que degradam as pectinas presentes nas
paredes celulares dos tecidos vegetais (AHMED et al., 2016). Suas aplica¢fes nas industrias
alimenticia e téxtil sdo muito difundidas, podendo ser empregadas na maceracao de tecidos
vegetais, no tratamento de aguas residuais e na desgomagem de fibras naturais
(KAMARUDDIN et al., 2019).

Na industria alimenticia sdo utilizadas para clarificar sucos de frutas, vinhos,
fermentacgdes de café e cha e extracdo de 6leos essenciais (POONDLA et al., 2015; RAJDEO
et al., 2016). Varias leveduras produzem pectinases como as do género Saccharomyces,
Kluyveromyces, Cryptococcus, Rhodotorola, e da espécie Aureobasidium pullulans (MOYO
etal., 2003; MERIN et al., 2011; SILVA et al., 2016).

2.2.3 Protease

As proteases sdo uma familia diversificada de enzimas, tanto estrutural quanto
funcionalmente (WALSH, 2015). Enzimas proteoliticas catalisam a clivagem de ligacdes
peptidicas em substratos a base de proteinas (NELSON; COX, 2018). Estas enzimas regulam
a segmentacao, localizacdo e atividade bioldgica de muitas proteinas e modulam as interacoes
proteina-proteina (WALSH, 2015).

Quantitativamente, as enzimas proteoliticas constituem o grupo mais importante de
enzimas atualmente em uso nos processos industriais. Sdo utilizadas na inddstria alimenticia e
de detergente e, mais recentemente, tém sido empregadas no processamento de couro e como

agente terapéutico (WALSH, 2015). A protease acida pode ser empregada no tratamento de



dispepsia alimentar e reduz a quantidade de suplemento de nitrogénio ndo proteico em dietas
de animais, reduzindo assim a excrecdo de ureia no meio ambiente (SOUZA et al., 2015).

2.3 APLICACOES INDUSTRIAIS DE ENZIMAS MICROBIANAS

Os microrganismos produzem uma variedade de enzimas, que foram exploradas
comercialmente ao longo da historia da humanidade e ainda sdo requeridas nos processos
biotecnologicos atuais. Leveduras foram os primeiros microrganismos a serem utilizados em
escala industrial para produzir bebidas alcoodlicas a partir de cevada (PATEL; SINGHANIA,;
PANDEY, 2016; SINGH et al., 2016). As enzimas microbianas ganharam destaque em varios
setores industriais, como de papel e celulose, téxteis, couro, detergente, na producdo de
alimentos e bebidas, biocombustiveis, na medicina, racdo animal, na agricultura, na
fabricacdo de produtos quimicos, e energia devido a suas diversas aplicabilidades (PATEL,;
SINGHANIA; PANDEY, 2016; LIU; KOKARE, 2017).

Processos mediados por enzimas microbianas tém despertado interesse no campo da
biotecnologia, pois 0s microrganismos requerem insumos de baixo custo para obtencdo desta
biomolécula, além de ganho na otimizacdo do tempo requerido nos processos, ndo produzem
toxinas e reducdo na geracdo de residuos (CHOI; HAN; KIM, 2015). Entre os
microrganismos produtores de enzimas as leveduras se destacam na sintese de biocompostos,
entre 0s quais predominam as proteinases (THERON; BELY; DIVOL, 2017).

2.4  PROSPECCAO DE MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados em processos biotecnologicos podem ser isolados,
selecionados e testados como culturas puras a partir de uma fonte natural, tais como o solo,
agua, plantas e animais vivos, aguas residuais e manguezais (GRIEBELER et al., 2015;
SANTOS; BATISTA, 2015; SILVA, 2018).

A obtencdo de microrganismos também pode ocorrer em fontes como a compostagem,
que é a transformacdo de residuos orgénicos em fertilizantes, causado pela atuacdo de
enzimas hidroliticas excretadas por estes para obtengédo de energia (PASCON et al., 2011). As
pilhas de compostagem podem atingir até 80°C devido ao metabolismo, favorecendo o
desenvolvimento de organismos. Neste processo, a interacdo entre fatores bidticos e abioticos
levam a constante transformagdo da complexa comunidade microbiana ao longo da

degradacéo da matéria organica (PASCON et al., 2011).



As linhagens puras podem ser obtidas por meio das técnicas de isolamento direto ou
com meios de cultura altamente seletivos para permitir a selecdo dos microrganismos de
interesse, através da selecdo primaria em meio de cultura sélida, onde pode ser observado
substancias de interesse produzidas pelos microrganismos (SILVA et al., 2016; GARRIDO;
BISPO; SILVA, 2018). As culturas selecionadas em meio sélido, em geral, sdo inseridas em
cultivo submerso, sob diversas condicdes, obtendo-se, assim, caldos fermentados resultantes
do crescimento do mesmo microrganismo. A quantidade produzida das substancias em cada
cultivo é comparada, podendo-se selecionar as cepas mais promissoras (SILVA et al., 2016;
GARRIDO; BISPO; SILVA, 2018).

2.5 LEVEDURAS

As leveduras sdo fungos unicelulares cosmopolitas com distribuicdo em diversos
ecossistemas, e apresentam-se como uma fonte alternativa para a produgdo de enzimas
comerciais em larga escala (OGAWA etal., 2019). Estes microrganismos possuem
caracteristicas vantajosas, como a alta taxa de crescimento em uma ampla variedade de
substratos, o curto tempo para fermentagdo sem a necessidade de indutor no meio de
crescimento, capacidade de secretar enzimas e baixo potencial patogénico (KIM; YOO;
KANG, 2015).

Leveduras adquiridas de uma mesma fonte possuem o potencial de produzir enzimas
com caracteristicas completamente ou parcialmente diferentes, além disso, a clonagem de
genes e a manipulacdo genética podem melhorar a producdo destas biomoléculas, assim a
producdo de enzimas comerciais por leveduras se torna promissora (POONDLA et al., 2015).

Algumas espécies de leveduras degradam o amido aumentando sua potencialidade em
aplicacdes biotecnoldgicas, sintetizam uma gama de enzimas hidroliticas e produzem etanol a
partir da biomassa amilacea (CASPETA; CASTILLO; NIELSEN, 2015). Wei et al., (2017)
reportam a importancia biotecnoldgica da levedura Aureobasidium pullulans na producéo de

inimeras enzimas extracelulares, como protease, lipase e amilase.



3 METODOLOGIA

O trabalho desenvolvido foi do tipo experimental, adotou os métodos de pesquisa
descritivos, qualitativos e semiquantitativos, com carater transversal. As amostras utilizadas
no presente estudo foram obtidas do projeto de compostagem da Faculdade Ciéncias da Vida.
Todos os trabalhos efetuados no experimento foram realizados no laboratério de
Microbiologia da Faculdade Ciéncias da Vida, localizada no municipio de Sete Lagoas, Minas

Gerais.

3.1 ISOLAMENTO E SELECAO DE LEVEDURAS

Um total de 5 g do substrato organico da compostagem foi acrescido de 45 mL de
solucdo salina 0,85% estéril e homogeneizado por 30 minutos. Apds a homogeneizagdo, uma
aliquota de 1 mL foi retirada da solucio e realizou-se as diluicdes seriadas decimais (10 a
10%) e, posteriormente, 100 pL de cada diluicio foi plaqueada em meio Batata Dextrose Agar
— BDA (200 g de batata, 20 g de dextrose, 15 g de &gar, por litro), através da técnica de
espalhamento em superficie com o auxilio de uma alca de Drigalski para obtencdo dos
microrganismos. As placas inoculadas foram incubadas a 25°C por 48 horas sendo todo o
procedimento realizado em triplicata (ARAUJO; HUNGRIA, 1994).

Realizada a obtencdo, as estirpes selecionadas foram submetidas a exame morfoldgico
(DIAS; SCHWAN, 2010). Uma aliquota da coldnia pura foi repicada em tubo contendo o
mesmo meio de cultura, e mantido inclinado para posterior utilizacdo nas etapas de

caracterizagdo enzimatica.

3.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE LEVEDURAS

Para analise morfoldgica, as linhagens selecionadas foram inoculadas em placa com
meio BDA e, ap0s o crescimento por 48 horas, procedeu-se a avaliagdo macroscépica quanto
as caracteristicas macromorfologicas: cor, tipo de borda e aspecto das coldnias. Com relacéo a
micromorfologia, foi realizada a montagem de uma lamina a fresco utilizando solucdo salina
0,85% estéril; para observacdo em microscopio optico (Leica DFC 490) em aumento de 40X.
Posteriormente, as células foram caracterizadas quanto as caracteristicas microscopicas, tais
como: forma, producdo de pseudo-hifas e brotamento (DIAS; SCHWAN, 2010).



3.3 CARACTERIZACAO ENZIMATICA DE LEVEDURAS

3.3.1 Producéo de amilase

A producéo de amilase foi testada de acordo com Coon et al. (1957), com adaptacédo
na concentracdo de amido soltvel para 6,6 g/L. Os isolados foram inoculados na forma de
spots e em triplicata no meio agar amido (6,6 g/L de amido soluvel, 0,5 g/L de cloreto de
sodio, 3 g/L de extrato de carne, 1 g/L de peptona caseina, 15 g/L de agar; pH 7,0). As
culturas foram incubadas a 28 °C por 48 horas, sendo adicionados 10 mL de solucéo diluida
de lugol (5 g/L de iodo, 10 g/L de iodeto de potéssio) em cada placa. A producdo da enzima
amilase foi detectada pela formacdo de zona amarela ao redor da coldnia, em contraste com a

coloracdo azul resultante da reacdo do amido com o iodo.

3.3.2 Producéo de pectinase

A producdo de pectinase foi avaliada utilizando meio de cultura agar nutriente
suplementado com 1,25 g/L de pectina citrica (UENOJO; PASTORE, 2007). Os isolados
foram inoculados nesse meio na forma de spots, em triplicata e incubados a 28 °C por 48
horas. Para a deteccdo da atividade pectinolitica foi realizada a revelagdo com a solugdo de

vermelho ruténio 0,05% e, posteriormente, as placas foram lavadas com agua destilada.

3.3.3 Producéo de protease

A producdo de protease foi realizada utilizando meio de cultura Agar-gelatina-leite (18
g/L de agar, 10 g/L de leite em pd desnatado e 10 g/L de gelatina em p6) (ORLANDELLI et
al., 2011). Os isolados foram inoculados na forma de spots, em triplicata e incubados a 28 °C
por 48 horas. A producdo de proteases foi observada nas placas sem a necessidade de um
revelador, onde o resultado positivo foi identificado pela formacéo de halos claros ao redor da

colbnia.

3.3.4 indice enzimatico

Além da andlise qualitativa, as atividades hidroliticas das enzimas amilase, pectinase e

protease foram estimadas semiquantitativamente atraves do indice enzimatico (IE) conforme a



relagdo entre o didmetro da col6nia e do halo de hidrélise segundo a seguinte equacéo: IE =
DH/DC, sendo DH o didmetro em mm do halo de hidrélise e DC o didmetro em mm da
col6nia dos isolados (STAMFORD et al., 1998; SILVA et al., 2015).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios de atividade enzimatica foram dispostos conforme o delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticbes por amostra. Os resultados obtidos foram
analisados individualmente e, quando ocorreram diferengas significativas pelo teste F (p <
0,05), os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando o software SISVAR® 5.3 (FERREIRA, 2010).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Analisando os dados referentes as caracteristicas morfoldgicas dos isolados, obteve-se
um total de 28 leveduras, sendo as médias dos parametros encontrados apresentados nos
Gréficos 1 e 2.

Com relacdo as caracteristicas macroscopicas (Grafico 1) observou-se que as
leveduras apresentaram coloracdo branca (75,0%), amarela (10,71%), creme (7,14%) e
marrom (7,14%). A predominancia das coldnias com cor branca também foi reportado por
Guimarées (2016) em estudo de caracterizacdo de leveduras de amostra ambiental. De acordo
com Yarrow (1998), a presenca de padrdes de coloracdo diferentes, tais como marrom e
amarelo, estdo relacionados a sintese de pigmentos carotenoides.

Entre os 28 isolados, 85,71 % apresentaram bordas irregulares e 14,28% redondas
enquanto que 50,0% demonstraram aspecto brilhante e 50,0% opaco, conforme demonstrado
no grafico 1. A analise macromorfoldgica das col6nias de leveduras é mais descritiva e auxilia
no processo de isolamento e selecdo inicial dos microrganismos, ndo chegando a uma analise
taxonémica precisa (DIAS; SCHWAN, 2010).
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Gréfico 1. Caracteristicas macromorfoldgicas das leveduras obtidas de amostra de compostagem da

Faculdade Ciéncias da Vida.

Caracteristicas microscopicas (Grafico 2) também foram avaliadas e revelaram
diferenciacdo na estrutura morfoldgica da forma, sendo 50,0% cilindrica, 32,14% oval,
10,71% apicular e 7,14% redonda. Notou-se que 39,28% das leveduras apresentaram
brotamento enquanto ndo houve formacao desta estrutura em 60,71% dos isolados.

Verificando-se a presenca de pseudo-hifas observou-se que 28,57% das estirpes
possuiam esta estrutura o que ndo ocorreu com 71,42% das linhagens analisadas. Baseando-se
apenas nos micromorfolégicos, ndo foi possivel concluir a taxonomia dos isolados de
levedura deste trabalho. Os caracteres morfoldgicos servem como base para dar suporte no
agrupamento de individuos apds realizacdo da identificacdo das leveduras por meio de
técnicas moleculares (GUIMARAES, 2016).
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Graéfico 2. Caracteristicas micromorfoldgicas das leveduras obtidas de amostra de compostagem da

Faculdade Ciéncias da Vida.
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42  CARACTERIZACAO ENZIMATICA DAS LEVEDURAS

Os dados da atividade enzimatica da amilase, pectinase e protease estdo apresentados
na Tabela 1. Observou-se que 85,71% das linhagens foram capazes de produzir pelo menos
uma das trés enzimas avaliadas, mesmo que né&o tenham sido classificadas como potenciais
produtoras, ou seja, aquelas que apresentaram indice Enzimatico < 2,0. A producdo de
amilase, pectinase e protease foi observada em 35,71, 60,71 e 53,57% dos isolados;
respectivamente. As estirpes L8, L13, L16 e L19, ndo apresentaram atividade enzimatica para

qualquer uma das enzimas testadas.

Tabela 1. indice enziméatico (IE) de amilase, pectinase e protease de isolados de leveduras

obtidas de compostagem.

Isolado Indice enzimatico
Amilase Pectinase Protease

L25 2,30a 0,00 0,00
L7 2,25a 1,07g 2,93d
L14 2,03b 2,10b 2,62f
L23 1,90c 2,04b 0,00
L18 1,80c 1,65e 3,33a
L21 1,77c 1,32f 2,67¢e
L20 1,75¢c 1,38f 2,299
L11 1,74c 0,00 0,00
L15 1,58d 1,73d 2,68¢e
L1 1,50d 1,25f 2,14i
L16 0,00 0,00 0,00
L17 0,00 1,63e 3,24b
L8 0,00 0,00 0,00
L10 0,00 0,00 2,22h
L28 0,00 0,00 1,27k
L12 0,00 2,27a 3,20b
L9 0,00 2,12b 0,00
L13 0,00 0,00 0,00
L26 0,00 1,92¢ 0,00
L4 0,00 2,18a 2,14i
L27 0,00 2,15b 0,00
L3 0,00 0,00 3,10c
L24 0,00 0,00 1,86j
L2 0,00 1,069 0,00
L19 0,00 0,00 0,00
L6 0,00 1,109 0,00
L5 0,00 2,14b 0,00
L22 0,00 0,00 2,71e

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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4.2.1 Deteccdo da atividade amilolitica

A atividade amilolitica dos isolados foi determinada pela presenca de um halo amarelo
ao redor das col6nias (COON et al., 1957). O IE foi estatisticamente significativo (p < 0,05)
entre as leveduras capazes de degradar o amido em meio de cultura (Tabela 1). Do total de 28
cepas, 18 (64,29%) ndo formaram halo nas condicGes avaliadas, o que evidencia que 0s
mesmos nao sao capazes de produzir amilase.

O resultado encontrado no presente estudo encontra-se de acordo com os trabalhos de
Landell et al. (2009) e Costa et al. (2011) que analisando o perfil enziméatico de leveduras
obtidas de bromélias e batata-doce, verificaram que apenas 13% e 16,3%; respectivamente,
apresentaram resultado positivo para amilases. Segundo Salyers et al. (1996) o fato dos
microrganismos crescerem no meio contendo amido como unica fonte de carbono sugere que
todas as linhagens possuem atividade amilolitica porém as enzimas de alguns isolados ndo
difundiram-se no meio, 0 que ndo propicia a formacao de halo de degradacao.

Valores de IE para as 10 (35,71%) linhagens que apresentaram resultado positivo
variaram entre 1,50 e 2,30 (Tabela 1). Entre elas, 7 isolados apresentaram indice enzimatico <
2, indicando baixa producdo de amilase, enquanto 3 apresentaram IE > 2,0, indicando boa
atividade amilolitica. Os isolados L25 e L7 demonstraram, em média, os maiores indices
enzimaticos expondo elevado potencial amilolitico destes microrganismos. Esses dados
corroboram com os resultados obtidos por Costa et al. (2011) que obtiveram IE > 2,0 com
leveduras isoladas de leguminosa. A amilase microbiana esta entre as classes de enzimas mais
requeridas pelas inddstrias devido as inimeras aplicacdes nos processos biotecnoldgicos
(ADRIO; DEMAIN, 2014).

4.2.2 Deteccdo da atividade pectinolitica

Do total de isolados, 17 (60,71%) formaram halo de degradacdo no meio de cultura
suplementado com pectina, indicando que estas linhagens foram capazes de produzir
pectinase. A atividade pectinolitica foi determinada por meio do IE que foi estatisticamente
significativo (p < 0,05) e variou de 1,06 a 2,27 entre as leveduras avaliadas (Tabela 1). Nota-
se que 10 isolados apresentaram indice enzimatico < 2, indicando baixa producdo de
pectinase, enquanto 7 apresentaram IE > 2,0, indicando boa atividade pectinolitica.

Os isolados L12 e L4 apresentaram, em média, os maiores IE certificando o alto

potencial destes microrganismos para a producao desta enzima de interesse. Em estudo com
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leveduras obtidas de residuos agroindustriais, Couto (2008) relatou que vérias espécies de
leveduras produziram diferentes quantidades de pectinases o que corrobora com o presente
estudo. Segundo Araujo (2015), as pectinases microbianas apresentam elevada aplicacdo na
industria alimenticia, com uso no processo de clarificagdo ou aumento na eficiéncia de
extracdo de polpas para producédo de sucos.

Do total de 28 cepas, 11 (39,29%) ndo foram capazes de produzir pectinase, fato
observado pela auséncia da formacao de halo de hidrolise ao redor das col6nias. Apesar de a
sintese de enzimas pectinoliticas ser comum entre os diversos de microrganismos, os fungos
filamentosos destacam-se por secretarem cerca de 90% das enzimas produzidas no meio de
cultura (BLANDINO et al., 2001). No entanto, o presente estudo retrata a eficiéncia de
leveduras em produzir pectinases para uso em indmeros processos industriais e aplicagdes

biotecnoldgicas.

4.2.3 Detec¢do da atividade proteolitica

As proteases sdo enzimas capazes de clivar ligacdes peptidicas usualmente utilizadas
em diversas atividades industriais tais como amaciamento de carne e processamento de
alimentos e bebidas (SOARES et al., 1999). Entre os seres vivos, as leveduras ganham
destaque por produzirem biomoléculas de interesse biotecnoldgico, entre as quais
predominam as proteases (RODRIGUES; SANT’ANNA, 2001).

O IE para producéo de protease variou significativamente (p < 0,05) entre as leveduras
avaliadas, sendo que 15 (53,57%) isolados foram considerados produtores desta enzima
devido a presenca de halo de degradacdo no meio de cultura, com valores variando de 1,27 a
3,33. Observa-se que 13 (46,43%) isolados nao foram capazes de hidrolisar a proteina do leite
e 2 (7,14%) microrganismos ndo produziram enzima suficiente para serem caracterizados
como bons produtores pois apresentaram indice enzimatico < 2 (Tabela 1).

O isolado L18 apresentou o maior IE demonstrando o potencial deste microrganismo
para a producdo de protease. Neves et al. (2006) em estudo com leveduras isoladas na Regido
Amazoénica reportam a capacidade destas linhagens em produzir protease sendo o género
Candida o mais frequente. Buzzini; Martini (2002) também relatam a producédo de protease
por leveduras dos géneros Candida, Geotrichum e Pichia isoladas de ambientes tropicais
corroborando com os dados obtidos no presente trabalho onde mais de 50,0% dos isolados

apresentaram atividade enzimatica proteolitica.
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5 CONCLUSAO

Entre as leveduras isoladas da compostagem existe variabilidade em relacdo as
caracteristicas morfoldgicas e producdo de enzimas hidroliticas. A maioria dos isolados
(85,71%) hidrolisa pelo menos um dos substratos utilizados na prospeccdo da atividade
enzimética, demonstrando o potencial biotecnoldgico destes microrganismos na sintese de
enzimas requeridas em diversos segmentos da industria, tais como amilase, pectinase e
protease. Os isolados L25 e L7 apresentam maior producdo de amilase, L12 e L4 de pectinase
e L18 de protease. O presente trabalho contribui com a busca por novas fontes de
microrganismos, contudo faz-se necessario a continuidade do referido trabalho para otimizar a
producdo das enzimas, e utilizar métodos complementares para diferenciar as espécies

encontradas.

REFERENCIAS

ADRIO, J.L.; DEMAIN, A.L. Microbial enzymes: tools for biotechnological processes.
Biomolecules. v. 4, p. 117-139, 2014.

AHMED, I.; ZIA, M.A.; HUSSAIN, M.A.; AKRAM, Z.; NAVEED, M.T.; NOWROUZI, A.
Bioprocessing of citrus waste peel for induced pectinase production by Aspergillus niger; its
purification and characterization. Journal of Radiation Research and Applied Sciences.
v.9. n.2. p.148-154, 2016.

ARAUJO, M. A. M. Isolamento e selecio de leveduras para producdo de enzimas de
interesse industrial a partir de frutos do cerrado. 68 p. Universidade Catdlica Dom Bosco,
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, 2015.

ARAUJO, R. S.; HUNGRIA, M. Microrganismos de importancia agricola. Brasilia:
Embrapa SPI, 1994.

BASTOS, C.M.S.; COSTA, S.T.C.; ABREU-LIMA, T.L.; ZUNIGA, A.D.G.; CARREIRO,
S.C. Efeito das condicdes de cultivo na producéo de amilase por duas linhagens de leveduras.
R. bras. Bioci., v. 13, n. 3, p. 123-129. 2015.

BLANDINO, A.; DRAVILLAS, K.; CANTERO, D.; PANDIELLA, S. S.; WEBB, C.
Utilization of whole wheat flour for the production of extracellular pectinases by some fungal
strains. Proc. Biochem. v. 37, p. 497-503, 2001.

BUZZINI, P.; MARTINI, A. Extracellular enzymatic activity profiles in yeast and yeast-like
strains isolated from tropical environments. Journal of Applied Microbiology. v. 23, p.
1020-1025, 2002.



15

CASPETA, L.; CASTILLO, T.; NIELSEN, J. Modifying Yeast Tolerance to Inhibitory
Conditions of Ethanol Production. Processes. Front. Bioeng. Biotechnol. v.3. 2015.

CHOI, J. M., HAN, S. S., & KIM, H. S. Industrial applications of enzyme biocatalysis:
Current status and future aspects. Biotechnology advances, v.33. n.7. p.1443-1454. 2015.

COON, H.J., JENNISON, M.W. & WEEK, O.B. Routine tests for the identification of
bacteria. In: Society of American Bacteriologists ed. Manual of Microbiological Methods.
New York. McGraw-Hal, p.239-262, 1957.

COSTA, S.T.C.; ABREU-LIMA, T.C.; CARREIRO, S.C. Atividade amilolitica de leveduras
isoladas de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam). Revista de Biociéncias da Universidade
de Taubaté, Vol.17, n 2, p. 15-24, 2011.

COUTO, F. M. M. Leveduras produtoras de p-glicosidade e pectinase. 66 p. Universidade
Federal do Pernambuco, Recife, 2008.

DIAS, D.R.; SCHWAN, R.F. Isolamento e identificacdo de leveduras. In: MOREIRA,
F.M.S.; HUISING, E.J.; BIGNELL, D.E. (Ed.). Manual de biologia dos solos tropicais:
amostragem e caracterizacéo da biodiversidade. Lavras: UFLA, 2010. p.145-148.

ELSHANI et al. Beer fermentation with different yeast concentration. J. Pharm. Sci. & Res.
Vol. 10(9), 2018, 2380-2382.

FERREIRA, D.F. SISVAR - Sistema de andlise de variancia. Versdo 5.3. DEX. Lavras-
MG: UFLA, 2010.

GARRIDO, J.V.M.L.; BISPO, D.F.; SILVA C.F. Isolamento e selecdo de microrganismos
produtores de lipase e otimizacdo da produgdo enzimética. Scientia Plena. v.14. n.6. 2018.

GONCALVES, L.A. Producéo e caracterizacdo de amilase secretada por Rhizoctonia
solani AG-1 IA. 2019. Faculdade de Engenharia, Universidade Estadual de Sao Paulo, Ilha
Solteira, 2019.

GRIEBELER, N. E.; DE BORTOLI, V.; ASTOLFI, A. L.; DARONCH, N. A;
SCHUMANN, A. C.; SALAZAR, L. N.. Selecdo de fungos filamentosos produtores de
amilases, proteases, celulases e pectinases. Revista Académica: Ciéncia Animal v.13. 2015.

GUIMARAES, M. Diversidade e afiliagdo filogenética de leveduras associadas & plantas
de sorgo sacarino [sorghum bicolor (I.) moench] cultivadas no cerrado. 61p. Universidade
Federal de S&o Jodo Del Rei, Minas Gerais, 2016.

KAMARUDDIN, M.A., IBRAHIM, M.H., THUNG, L.M. et al. Sustainable synthesis of
pectinolytic enzymes from citrus and Musa acuminata peels for biochemical oxygen demand
and grease removal by batch protocol. Appl Water Sci. v.9. n.68. 20109.

KIM, H.; YOO, S.J.; KANG, H.A. Yeast synthetic biology for the production of recombinant
therapeutic proteins. FEMS Yeast Research, v. 15. n. 1. 2015.

LANDELL, M. F. et al. Cryptococcus bromeliarum sp. nov., an orange-coloured
basidiomycetous yeast isolated from bromeliads in Brazil. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 59, p. 910-913, 2009.



16

LIU, X.; KOKARE, C. Microbial enzymes of use in industry. In: Biotechnology of Microbial
Enzymes. Academic Press. p. 267-298. 2017.

MELO, A.L.S.; SILVA, J.M.; NETO, A.M.; SANTOS, T.M.C. Prospeccao e isolamento de
actinomicetos com potencial para promocdo de crescimento em rdcula (Eruca sativa L.).
Green Journal of Agroecology and Sustainable Development. v.10. n.3. 2015.

MERIN, M. G.; MENDOZA, L. M.; FARIAS, M. E.; DE AMBROSINI, V. I. M. Isolation
and selection of yeasts from wine grape ecosystem secreting cold-active pectinolytic
activity. International journal of food microbiology. v.147. n.2. p.144-148. 2011.

MOYO, S.; GASHE, B. A.; COLLISON, E. K.; MPUCHANE, S. Optimising growth
conditions for the pectinolytic activity of Kluyveromyces wickerhamii by using response
surface methodology. International journal of food microbiology. v.85. n.1 p87-100. 2003.

NOVELLI, P.K.; BARROS, M.M.; FLEURI, L.F. Novel inexpensive fungi proteases:
Production by solid state fermentation and characterization. Food Chemistry. v.198. p.119-
124. 2016.

NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de Bioquimica de Lehninger 7%d. Artmed
Editora. 2018.

NEVES, K. C.; PORTO, A. L. F.; TEIXEIRA, M. F. S. Selecdo de leveduras da Regido
Amazonica para producgédo de protease extracelular. Acta Amazonica. v. 36, n. 3, p. 299 —
306, 2006.

OGAWA, M., BISSON, L.F., et al. New insights on yeast and filamentous fungus adhesion in
a natural co-immobilization system: proposed advances and applications in wine industry.
Appl Microbiol Biotechnol. v. 103. p.4723. 2019.

ORLANDELLI, R.C.; ALMEIDA, T.T.; AZEVEDO, J.L.; PAMPHILE, J.A. Produgéo da
enzima protease por fungos endofiticos isolados da planta medicinal Piper hispidum Sw.
In: Anais Eletronico VII EPCC — Encontro Internacional de Producdo Cientifica do Centro
Universitario de Maringd (CESUMAR), Editora CESUMAR: Maringa, 2011.

PASCON, R. C.; BERGAMO, R. F.; SPINELLI, R. X.; DE SOUZA, E. D.; ASSIS, D. M,;
JULIANO, L.; VALLIM, M. A. Amylolytic microorganism from Sao Paulo zoo composting:
isolation, identification, and amylase production. Enzyme research, 2011.

PATEL, A. K.; SINGHANIA, R. R.; PANDEY, A. (2016). Novel enzymatic processes
applied to the food industry. Current Opinion in Food Science. v.7. p.64-72. 2016.

POONDLA, V.; BANDIKARI, R.; SUBRAMANYAM, R.; OBULAM, V. S. R. Low
temperature active pectinases production by Saccharomyces cerevisiae isolate and their
characterization. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology. v.4. n.1. p.70-76. 2015.

RADJEO, K.; et al. Immobilization of pectinase on reusable polymer support for clarification
of apple juice. Food and Bioproducts Processing. v.99. p.12-19. 2016.

RAMOS, R.F.; SOBUCKI, L.; ROHRIG, B.; LUDWIG, J.; DAIROT, D.J.; Diversidade
funcional de bactérias isoladas de solos rizosférico e ndo rizosférico em cultura de milho.
Journal of Agroveterinary Sciences. v.17. n.3. 2018.



17

RODRIGUES, A. N. & SANT’ANNA, E. S. Efeito do cloreto de sddio na producdo de
proteinas (Saccharomyces cervisiae) em fermentagcdo semi-solida. Ciénc. Tecnol. Aliment.,
v.21,n. 1, p. 63-66, 2001.

SALYERS, A.A.; REEVES, A.; D’ELIA, J. Solving the problem of how to eat something as
big as yourself: Diverse bacterial strategies for degrading polysaccharides. Journal of
Industrial Microbiology, v. 17, p.470-476, 1996.

SANTOS, A. P. A.; BATISTA, S. B. Isolamento e caracterizacdo fenotipica de
microrganismos isolados de solo poluido por residuos sélidos do bairro carrapicho municipio
de Vérzea Grande — Mato Grosso. Connection Line. v.12. 2015.

SILVA, C. F. Isolamento e selecdo de microrganismos produtores de enzimas de interesse
comercial. Scientia Plena. v.14. n.2. 2018.

SILVA, M.B.; et al. Isolamento de microrganismos e estudo da producdo de lipase utilizando
residuos agroindustriais. Scientia Plena. v. 12. n. 5. 2016.

SILVA, V. M. A.; BRITO, F. A. E.; RAMOS, K. A.;: SILVA, R. M.; MARTINS, C. M.;
MARTINS, S. C. S. Atividade Enzimatica de Actinobactérias do Semiarido. Revista
Brasileira de Geografia Fisica, v. 8, p. 560-572, 2015.

SINGH, R., KUMAR, M.; MITTAL, A.; MEHTA, P. K. Microbial enzymes: industrial
progress in 21st century. Biotech. v.6 .n.2. p174. 2016

SOARES, V. F.; FERREIRA, V. S.; BON, E. P. S. Produgdo de Proteases de Bacillus
subtilis usando 6leo de soja como fonte de carbono. In: 4° Seminario Brasileiro de
Tecnologia Enziméatica. Resumos. Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro.
98pp. 1999.

SOUZA, P.M.; et al. A biotechnology perspective of fungal proteases. Braz. J. Microbiol. v.
46.n.2.p.337-346.2015.

STAMFORD, T. L. M.; STAMFORD, N. P.; ARAUJO, J. M. Atividade enzimatica de
microrganismos isolados do jacatupé (Pachyrhizus erosus L.Urban). Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v. 18, p. 382-385, 1998.

STOLL, L.; FLORES, S.H.; THYS, R.C.S. Fibra de casca de laranja como substituto de
gordura em pdo de forma. Cienc. Rural. v.45. n.3. p.567-573. 2015.

THERON, L. W.; BELY, M.; DIVOL, B. Characterisation of the enzymatic properties of
MpAPr1, an aspartic protease secreted by the wine yeast Metschnikowia pulcherrima. J. Sci.
Food Agric, v. 97. p.3584-3593. 2017.

UENOQOJO, M; PASTORE, G. M. Pectinases: aplica¢fes industriais e perspectivas. Quimica
Nova, v. 30, n. 2, p. 388-394, 2007.

VILELA, A.F.L. Co-imobilizagdo das enzimas acetilcolinesterase e B-secretasel: estudo
de condicdes para triagem de ligantes. 2018. Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

WALSH, G. Industrial Enzymes: Proteases and Carbrohydrases. Proteins: biochemistry and
biotechnology. p.327-369. 2015.



18

WEI, P.; et al. Production of poly(malic acid) from sugarcane juice in fermentation by
Aureobasidium pullulans: Kinetics and process economics. Bioresource Technology. v. 224.
p. 581-589. 2017.

YARROW, D. Methods for the isolation, maintenance and identification of yeasts.
In: KURTZMAN, C.P.;FELL, JW. (Ed.).The yeasts, a taxonomic study. 4thed.
Amsterdam: Elsevier, 1998. p.77-100.



