Universidade Federal da Grande Dourados
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais

UNIVERSIDADE FEDERAL
DA GRANDE DOURADOS

Selecdo de leveduras com potencial para producéo de

enzimas de interesse industrial

Marilia Volpato Vieira

Dourados
Mato Grosso do Sul - Brasil
2012



UF Universidade Federal da Grande Dourados
GD Faculdade de Ciéncias Biol6gicas e Ambientais

UNIVERSIDADE FEDERAL
DA GRANDE DOURADOS

Selecédo de leveduras com potencial para producéo de

enzimas de interesse industrial

Marilia Volpato Vieira

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
curso de Biotecnologia — Faculdade de Ciéncias
Biologicas e Ambientais — Universidade Federal
da Grande Dourados, sob orientagdo do Prof°. Dr.

Rodrigo Simdes Ribeiro Leite.

Dourados
Mato Grosso do Sul — Brasil
2012



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central - UFGD

662.1
V658s

Vieira, Marilia Volpato.

Selecdo de leveduras com potencial para producéo
de enzimas de interesse industrial : Marilia Volpato
Vieira — Dourados-MS : UFGD, 2012.

21f.

Orientador: Rodrigo Simdes Ribeiro Leite.
Monografia (Graduacéo em Biotecnologia)
Universidade Federal da Grande Dourados.

1. Leveduras. 2. Enzimas microbianas. 3. Etanol
combustivel. I. Titulo.




Dedico esta monografia a minha mae, Sueli, por
ter sido o maior exemplo de determinagio, forga,
amor e coragem em minha vida. Hoje realizo um
de seus sonhos e mesmo que ela nido esteja mais
presente, sei que deve estar muito feliz e orgulhosa

por me ver vencer mais uma etapa.



“Se tu vens, por exemplo, as quatro da tarde, desde
as trés eu comegarei a ser feliz. Quanto mais a hora
for chegando, mais eu me sentirei feliz. As quatro
horas, entéo, estarei inquieta e agitada: descobrirei
o preco da felicidade! Mas se tu vens a qualquer
momento, nunca saberei a hora de preparar o

- M . ”»
coragdo... E preciso ritos.

O Pequeno Principe — Antoine de Saint Exupéry



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pois sem ele nada seria possivel.

Agradeco aos meus pais, Odilon e Sueli, e a minha irmd, Flavia, por sempre estarem ao
meu lado e por me apoiarem em todas as minhas decisoes.

Agradeco ao Prof°. Dr. Rodrigo Simd@es Ribeiro Leite, por ter me orientado em meu
Trabalho de Conclusdo de Curso e em minha iniciagdo cientifica, por sua
disponibilidade e por ter ensinado a importancia do trabalho cientifico durante a
graduacéo.

Agradeco ao Prof°. Dr. Marcelo Fossa da Paz e ao Prof. Dr. Gustavo Graciano Fonseca,
por aceitarem participar da banca examinadora do meu Trabalho de Conclusédo de
Curso.

Agradeco a futura mestre em Bioprospecc¢do, Ana Paula Aguero de Oliveira, por tudo
que me ensinou sobre as técnicas laboratoriais, e principalmente, por sua amizade.
Agradeco a todo o Grupo de Enzimologia e Processos Fermentativos: Maria Alice,
Nayara, Flavia, Vinicius, Taisa, Gabriela, Andrea, Ana Carolina, Rodrigo e Marta pelo
companheirismo durante a rotina de pesquisa.

Agradeco aos técnicos dos laboratérios da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e
Ambientais, por sua disponibilidade.

Agradeco aos professores do Curso de Biotecnologia e Ciéncias Bioldgicas que
ajudaram a construir o conhecimento que hoje possuo.

Agradeco aos académicos da primeira turma de Biotecnologia e futuros colegas de
profissdo, por terem feito parte ndo s6 desses quatro anos de estudo, mas também pelos
lacos de amizade criados.

Agradeco a todos 0s meus amigos por sempre me apoiarem e estarem junto de mim nos
momentos de cansaco, fazendo-me seguir em frente, tenho por todos vocés um carinho
especial.

Muito obrigada a todos vocés!



INDICE

LISTADE TABELAS. ... ..ottt e sttt ere et sae e e ereas I

RESUMO ..ottt sttt sttt b st e et et et b e saess e s e e ne st e s s 0
INTRODUGAO ... sees e ses s as s s s sses s sensssseessn s 1
REVISAO DE LITERATURA ...ttt ettt 3
L1 O ETANOL NO BRASIL ..ccvviiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e aaanaeeaenes 3
A Y= o T P 4
S ENZIM A ettt 5
4 CULTIVO DE MICRO-ORGANISMOS PARA PRODUCAO DE ENZIMAS...........oeeeiiiinnnne.. 7
OBUIETIVOS ..ottt et et et et et et et e e et e nnenas 7
MATERIAL E METODOS ...ttt 7
1 MICRO-ORGANISMOS AVALIADOS ...uuuiititiieeetetinsaetsstinseesssinsesssssnaessessaesersnnaessennn 7
2 OBTENGAO DO INOCULD .11 .iitt ettt eeii st e et e st e st e et e e et e st n e et e s et e e s ab e e eba e eerans 8
3 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO PARA PRODUCAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS.......... 8
4 OBTENGAOQO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS .uuviiitiiiiiiiiiiiieiieee e s s s et e s e saas 8
5 CULTIVO SUBMERSO PARA PRODUGAQ DE INVERTASES.....uvviiiiieiiiiieriinieiiinesaieesnnnes 8
6 OBTENGAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS EXTRACEULAR E INTRACELULAR ............. 9
7 DETERMINAGAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS ..vuueeiiiieeeeeeieeeevsineeeaaiaeeeannnnee e 9
8 ANALISE DOS RESULTADOS ....uvvieeetiteieeestnteeesassnesteesssssessas sssseesassssseesssssssesansssssensanssessanses 9
RESULTADOS E DISCUSSAO ...ttt ettt 9
CONCLUSAOD ..ottt 13
REFERENCIAS ..ottt ettt 14

ANEXOS e e e 18



LISTADE TABELAS

TABELA 1- ATIVIDADES EM U/ML E DESVIO PADRAO DOS RESULTADOS DE AMILASE,
CMCASE, B-GLICOSIDASE E XILANASE OBTIDAS ATRAVES DE FERMENTACAO EM ESTADO

Yo I 1510 TP TR REPUPRT

TABELA 2- ATIVIDADES EM U/ML E DESVIO PADRAO DOS RESULTADOS DE INVERTASE
EXTRACELULAR E INTRACELULAR OBTIDAS ATRAVES DE FERMENTAGCAO SUBMERSA .... 11



RESUMO

A utilizacdo de enzimas produzidas por micro-organismos em processos
industriais é mais vantajosa em relacdo as de origem animal e vegetal, uma vez que ndo
sofrem influéncia de fatores climaticos, apresentam reduzido tempo de producéo e baixo
custo. A presente proposta teve como principal objetivo selecionar leveduras isoladas da
Regido Centro-Oeste para producdo de enzimas de interesse industrial, tais como:
amilases, celulases, hemicelulases e invertases. As linhagens foram cultivadas em farelo
de trigo por Fermentacdo em Estado Sélido visando a producdo de enzimas que
degradam polissacarideos vegetais. Para producdo de invertases as leveduras foram
cultivadas em meio liquido contendo sacarose como principal fonte de carbono. As
linhagens que apresentaram maior producdo de amilase foram os isolados 29 (14,68
U/mL), 30 (25 U/mL), 37 (14,10 U/mL) e 43 (25,39 U/mL). As linhagens que
apresentaram potencial para a producao de celulase foram os isolados 1, 7, 28, 30, 39,
41 e 44, sendo a maior producdo de 1,67 U/mL (isolado 7). As linhagens que
apresentaram maior producdo de xilanase foram os Isolados 1, 28, 30, 41, 43 e 44,
sendo que a maior producgdo foi 2,56 U/mL (isolado 1). Nas condic¢bes de cultivo
utilizadas no presente trabalho nenhuma linhagem apresentou producdes significativas
de B-glicosidase. A linhagem comercial “Cat” (Saccharomyces cerevisiae) foi utilizada
como padrdo para producdo de invertases, o isolado 46 (12,87 U/mL) apresentou maior
producdo de invertase extracelular que a linhagem comercial; os isolados 23 (24,49
U/mL), 32 (20,28 U/mL), 35 (47,40 U/mL) e 46 (34,65 U/mL) produziram
concentracdes de invertase intracelular igual ou maior que a linhagem controle (Cat),
que produziu 24,80 U/mL. Os resultados obtidos permitem inferir que as linhagens
isoladas apresentam potencial para producdo de diferentes enzimas industriais, 0 que
serd explorado em trabalhos futuros, visionando a identificacdo das leveduras
selecionadas e a otimizagdo da produgdo enzimatica, contribuindo assim para o
desenvolvimento de novos processos biotecnologicos.

Palavras-chave: Etanol, Enzimas Microbianas, Bioprospeccédo de leveduras.

INTRODUCAO

Os combustiveis fosseis s&o muito utilizados no Brasil, colocando o pais em um
importante lugar no cenario econdémico, entretanto, é crescente a busca por fontes
energéticas alternativas de menor impacto ambiental. Além disso, o aumento

populacional resulta em uma inevitdvel necessidade de criarmos novas fontes de
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alimentos e energia, 0 que s6 sera possivel com melhor aproveitamento dos recursos
naturais (VILLAS-BOAS; ESPOSITO, 2000). Neste contexto, no ano de 1975, foi
criado no Brasil o Programa Nacional do Alcool (Proalcool), que teve como objetivo
aumentar a producdo e o uso de etanol combustivel no pais, visando reduzir
significativamente a emissdo de CO,. Atualmente o Brasil destaca-se no cenario
mundial na producéo de etanol combustivel.

Nesse sentido, o aperfeicoamento dos processos ja existentes para a obtencdo de
etanol, assim como, o desenvolvimento de novas tecnologias para a utilizagdo de
polissacarideo de origem vegetal como o amido e a celulose, sdo de fundamental
importancia para a economia brasileira (VILLAS-BOAS; ESPOSITO, 2000).

O etanol é produzido principalmente pela levedura Saccharomyces cerevisiae
que utiliza monossacarideos provenientes da quebra da sacarose (dissacarideo
abundante no caldo da cana de acucar). Estima-se que em 2013 a demanda desse
combustivel no Brasil serd de aproximadamente 32 bilhdes de litros por ano, dessa
forma, para suprir as necessidades nacionais sera inevitavel aumentar o cultivo da cana
de acucar ou utilizar outras fontes energéticas para a producdo de etanol. Uma
alternativa seria a producdo de etanol a partir de polissacarideos de origem vegetal,
como amido e celulose. Nesse tipo de processo enzimas sdo utilizadas para quebrar
esses polissacarideos e liberar acucares fermentesciveis (monossacarideos), que por sua
vez serdo convertidos em etanol pela S. cerevisiae através da fermentacdo alcodlica,
processo convencionalmente utilizado pelas usinas sucroenergéeticas (BON et al., 2008).

A conversdo dos polissacarideos vegetais em acucares fermentesciveis pode ser
realizada por via acida ou enzimatica. A hidrolise acida apresenta uma série de
desvantagens, dentre elas: requerimento adicional de calor, necessidade de
equipamentos resistentes a corrosdo e formacgdo de subprodutos toxicos indesejaveis
(PALMA-FERNANDEZ, 2002). O emprego do método enzimatico seria uma
alternativa, no entanto, a utilizacdo industrial de algumas enzimas ainda apresenta
entraves a serem superados, como: elevado custo de producdo, baixa estabilidade
estrutural das enzimas e inibi¢do pelo produto de reacdo (ZANOELO et al., 2004).

A hidrdlise enzimatica dos polissacarideos vegetais depende de complexos
multienziméticos que atuam simultaneamente sobre essas macromoléculas. Geralmente,
a acdo de uma enzima depende da atividade prévia de outras enzimas do complexo
catalitico e em sua grande maioria sdo inibidas pelo proprio produto de reacdo. Neste

contexto, a prospeccao de novas fontes microbianas produtoras de enzimas associada ao
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estudo de suas propriedades cataliticas, tem despertado grande interesse no cenario

energético mundial.

REVISAO DE LITERATURA

1 O etanol no Brasil
O crescimento populacional e o desenvolvimento industrial trouxeram

problemas ao Brasil no que diz respeito a quantidade de alimento, & necessidade
energética, ao aumento da poluicdo e desastres ambientais causados pelo acimulo de
residuos na atmosfera (NITSCH, 1991).

Sabe-se que o0s combustiveis fosseis podem ser total ou parcialmente
substituidos por biocombustiveis, esses apresentam vantagem, uma vez que Sao
renovaveis com pequenos ciclos de tempo, ao contrario dos fosseis que levam periodos
geologicos para se degradar (MENEZES, 1980). Ademais, estudos demonstram que 0S
combustiveis fosseis se esgotardo em breve, requerendo fontes alternativas. Nesse
cenario surgiu o etanol, produzido pela fermentacdo da cana-de-acucar realizada pela
levedura Saccharomyces cerevisiae. No Brasil, esse combustivel ganhou grande
destaque com o Programa Nacional do Alcool (Proalcool) (BASTOS, 2007).

O referido programa foi instalado em 1975 em razdo da crise energética que
ocorreu no pais e visava substituir totalmente os combustiveis derivados do petréleo
(BASTOS, 2007), o etanol produzido através da cana-de-agUcar é vantajoso visto que
ndo utilizaria fontes minerais esgotaveis, além disso, o Brasil possui vastas regides para
plantacdo e clima tropical adequado ao seu cultivo. O programa também trouxe varias
outras vantagens como desenvolvimento do setor agroindustrial, abertura de industrias
sucroalcooleiras, gerando empregos (NITSCH, 1991).

Como forma de aumentar ainda mais a producdo do etanol, estudos comegaram
a ser realizados com o intuito de encontrar novas culturas, tais como o milho e a
beterraba, que pudessem produzir o combustivel. Para isso, € necessario que a cultura
seja adaptada ao mesmo clima, ndo tenha um preco elevado e possua acglcares
fermentesciveis. Do ponto de vista agrondémico, essa variacdo promove rotacdo de
culturas, conservando os nutrientes do solo e proporcionando maior garantia contra o
surgimento de pragas (MENEZES, 1980).

Além de novas culturas para producdo de etanol, busca-se também a producao
de biocombustiveis a partir de biomassa vegetal (SANTOS et al., 2010), uma vez que

sdo encontrados em grande quantidade e sdo renovaveis (REYES et al., 1998).



Os materiais lignoceluldsicos mais utilizados no Brasil sdo o bagaco de cana, a
palha de cana, a palha de soja, a palha de arroz e o sabugo de milho, apesar de
representarem uma alternativa viavel para a producdo de etanol, alguns problemas séo
encontrados: tais materiais sdo formados por trés polimeros, lignina, hemicelulose e
celulose, unidos por ligacGes covalentes, que resulta em expressiva estabilidade
estrutural e dificulta sua degradacdo para a obtencdo de aclcares fermentesciveis
(CASTRO; JUNIOR, 2010).

A celulose é um polissacarideo formado por moléculas de glicose, essas fibras
celulésicas sdo recobertas por hemiceluloses que sdo polissacarideos ramificados e
lignina, redes poliméricas tridimensionais constituidas por anéis aromaticos de dificil
degradacdo (OGEDA; PETRI, 2010).

Infelizmente, 0 uso de matérias lignoceluldsicas é ainda um processo caro
devido a dificuldade de acesso a celulose. Para facilitar esse acesso € necessario pre
tratamento para remover a lignina, a hemicelulose, reduzir a cristanilidade da celulose e
aumentar a porosidade desta macromolécula (SUN; CHENG, 2002). Como forma de
facilitar a hidrolise enzimatica, tratamentos fisicos e quimicos podem ser utilizados para
a desestruturacdo da parede celular vegetal, anteriormente a adicdo das enzimas
(DWIVEDI, 2009; OGEDA,; PETRI, 2010).

Na hidrélise enzimatica sdo utilizadas celulases e hemicelulases, enzimas
responsaveis em transformar polissacarideos em monossacarideos e assim, liberar
moléculas de glicose que sdo entdo fermentadas para a producdo de etanol (DWIVEDI
et al., 2009). A hidrdlise acida apresenta algumas desvantagens em relacdo a outra, uma
vez que h& possibilidade de ocorréncia de substancias toxicas para as células
microbianas que prejudicam o processo de fermentacdo alcoolica (CASTRO; JUNIOR,
2010).

2 Leveduras
As leveduras sdo fungos unicelulares. Apresentam formas ovais, esféricas ou

elipticas e sdo imoveis devido a auséncia de flagelos. Sua reproducgdo pode ser sexuada,
ocorrendo por esporos, ou assexuada, ocorrendo por fissdo ou brotamento. As leveduras
apresentam de 63% a 83% de &gua, além de uma alta quantidade de proteinas, lipidios e
macronutrientes (AIDOO et al., 2005). Para que seu crescimento e reproducdo sejam
possiveis é necessario agua, nitrogénio, oxigénio e minerais (TORTORA et al., 2002),

sendo que a fonte de carbono é extremamente importante, podendo ser fornecida por
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acucar, aldeido, acidos organicos, glicerol ou etanol. Quando o acUcar é a fonte de
carbono principal, a levedura pode assimilar ou fermentar esse agucar. Nesse contexto,
dependendo das condic¢des de cultivo, podem ser classificadas como fermentadoras as
que sdo capazes de fermentar os compostos de carbono e como ndo fermentadoras, as
que apenas assimilam tais compostos (OLIVEIRA, 2009).

Esses micro-organismos tém a capacidade de se adaptar a diferentes substratos,
dessa forma, sdo capazes de secretar enzimas que hidrolisam macromoléculas que serdo
utilizadas na sua alimentacdo (SILVA, 2011); possuem grande importancia industrial,
uma vez que sdo utilizadas na elaboragdo de diversos produtos fermentados, dentre eles,
biocombustiveis, alimentos, produtos lacteos, bebidas, enzimas e farmacos. A levedura
mais utilizada industrialmente é a Saccharomyces cerevisiae, principalmente no que diz
respeito a fermentacdo de diferentes fontes de acUcar para a producdo de etanol
(GUIMARAES, 2005; OLIVEIRA, 2009).

3 Enzimas
As enzimas sdo macromoléculas capazes de catalisar reacdes quimicas,

possuindo grande importancia na industria farmacéutica, quimica, de alimentos e
agricultura. Com o passar dos anos substituiu-se os catalisadores quimicos por enzimas,
uma vez que estas reduzem o tempo e a energia gasta no sistema (DE-PAULA, 2007).
Dentre as enzimas utilizadas na industria é possivel destacar as celulases, hemicelulases,
amilases e invertases.

A hemicelulose é o polissacarideo ndo celulésico mais encontrado na natureza,
localizado na parede celular vegetal. Para que este composto seja quebrado é necessario
um complexo de enzimas, entre as mais conhecidas estdo as xilanases (RUEGGER,;
TAUK-TORNISIELO, 2002), que sdo responsaveis por quebrar cadeias de xilana
dispostas ao longo da fibra da celulose, liberando oligossacarideos, que podem ou nédo
ser continuamente quebrados liberando moléculas menores de acucar. Dessa forma a
celulose fica livre para ser degradada pelas celulases (FERREIRA, 2010).

As xilanases sdo principalmente utilizadas para o branqueamento de polpas de
papel e celulose, porém outras aplicacGes sdo descritas: extracdo de aromas e pigmentos
vegetais, aumento da eficiéncia das ensilagens agricola, panificacdo e producdo de
xilitol (HECK, 2005).

As enzimas celuloliticas sdo um complexo enzimatico formado por

endoglucanase, responsavel por clivar regides internas da fibra celulésica;



exoglucanase, responsavel por clivar regides externas da fibra celuldsica e f-glicosidase
que hidrolisa celobiose e oligossacarideos provenientes da hidrélise da celulose. As
exoglucanases ainda podem ser classificadas como celobio-hidrolase e glucano-
hidrolase. As endoglucanases quebram cadeias de celulose e fornecem novos sitios de
atuacdo para as celobio-hidrolases (OGEDA; PETRI, 2010).

As B-glicosidases hidrolisam ligagdes [-glicosidicas de dissacarideos,
oligossacarideos e glicosideos, a afinidade dessas enzimas por um substrato depende de
sua origem e localizacdo. Suas funcdes sdo diversas dependendo do organismo em que
atuam, nas plantas hidrolisam os precursores de horménios, degradam a parede celular e
sd0 responsaveis pelo amadurecimento de frutos, em humanos elas sdo responsaveis
pela hidrolise de glicosilceramidas e em micro-organismos pela hidrélise de
oligossacarideos de cadeia curta e celobiose (DAROIT, 2007).

O amido ¢ formado por amilose, composta por cadeias lineares helicoidais de
glicose com ligagdes a-1,4 e amilopectina que é altamente ramificada, formada por
cadeias de glicose com ligagdes a-1,4, das quais partem ramificacbes de cadeias de
glicose com ligagdes a-1,6. Para producdo de etanol a partir de amido é necessario
hidrolisa-lo até acucares fermentesciveis, tal hidrolise pode ser realizada por enzimas
amiloliticas (PUGLIA, 2006).

As amilases podem ser divididas em endoamilases e exoamilases; as
endoamilases sdo responsaveis por quebrar ligac6es glicosidicas ao longo das cadeias de
amilose e amilopectina, enquanto que as exoamilases quebram ligagdes glicosidicas a
partir da extremidade ndo redutora (PUGLIA, 2006). Essas enzimas representam 25%
do mercado de enzimas e possuem variadas aplicagdes biotecnoldgicas na industria
quimica, de alimentos, de bebidas e farmacéutica (COSTA et al., 2011).

As invertases ou sacarases hidrolisam a sacarose transformando-a em glicose e
frutose. Em Saccharomyces cerevisiae essa enzima pode ser encontrada em duas
formas, a invertase extracelular que fica localizada na parede celular e a invertase
interna que se encontra no citoplasma (PARAZZI-JUNIOR, 2006).

Suas principais aplicacbes sdo na inddstria alimenticia para producdo de
xaropes, doces, leite condensado e bebidas; também é utilizada na producdo de mel
artificial, agentes plastificantes usados em cosméticos, industria farmacéutica, de papel

e principalmente para a producdo do etanol (QURESHI et al., 2012).



4 Cultivo de micro-organismos para producao de enzimas

A produgdo de enzimas microbianas é dada pelo cultivo dos micro-organismos
em meio sélido ou submerso.

O Cultivo em Estado Sélido é bastante interessante, visto que se aproxima das
condi¢bes naturais de crescimento de micro-organismos e requer pouca energia e
equipamentos ndo sofisticados, o que reduz o custo do processo. Nesse cultivo, o
produto é recuperado totalmente por ndo existir presenca de agua livre. Além disso,
utiliza subprodutos agroindustriais que seriam descartados no meio ambiente, como o
farelo de trigo, o bagaco de cana, a palha da cana, palha do arroz, sabugo de milho,
entre outros (NOVAKI et al., 2010).

O cultivo submerso é o mais utilizado em escalas industriais, consiste em um
processo no qual os micro-organismos desenvolvem-se em meio liquido sob agitagao.
Este tipo de processo apresenta diversas vantagens, entre elas, a facilidade no controle
dos parametros de cultivo, facil recuperacdo de nutrientes e metabolitos e reducdo da
possibilidade de degradagédo do produto (FAHEINA-JUNIOR, 2012).

OBJETIVOS

1) Este trabalho teve como objetivo selecionar leveduras isoladas da Regido Centro-
Oeste, visando a producdo de enzimas que possuam interesse industrial, tais como:
amilases, hemicelulases, celulases e invertases.

2) Contribuir para a manutencdo das leveduras isoladas e depositadas na Rede Centro-
Oeste de Leveduras (RECOL).

MATERIAL E METODOS

1 Micro-organismos avaliados

No total foram avaliadas 54 linhagens de leveduras, dentre elas, 47 linhagens foram
obtidas da Rede Centro-Oeste de Leveduras (RECOL) e as demais isoladas de
diferentes ambientes: as Ave | e Ave Il foram isoladas de cama de frango; os isolados
Guavira, Gabiroba, Pequi e Marmelo foram isolados destes respectivos frutos do
cerrado e a linhagem denominada Cat foi utilizada como padréo, pois é uma linhagem
de Saccharomyces cerevisiae utilizada para a producgdo industrial de etanol. Esta
linhagem foi cedida pela Usina Sdo Fernando, Dourados — MS. As linhagens isoladas

pelo nosso grupo foram depositadas na RECOL.



2 Obtencdo do indculo
As leveduras foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio 4gar YEPD

inclinado, mantido por 48 horas a 28°C.

3 Cultivo em Estado Solido para producdo dos extratos enzimaticos

As linhagens foram cultivadas em estado solido utilizando residuo agroindustrial (farelo
de trigo) como meio de cultura complexo. Os extratos obtidos destes cultivos foram
utilizados para a determinacdo das atividades de amilases, CMCases, xilanases e [-
glicosidases. A suspensdo do micro-organismo ja cultivado foi obtida pela raspagem
suave da superficie do meio de cultura empregando 3 mL de solucdo nutriente (0,5% de
sulfato de amonio, 0,5% sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,5% nitrato de amdnia)
diretamente em cada tubo. A inoculagdo das leveduras se deu pela transferéncia dessa
suspensdo microbiana para os frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de farelo de
trigo, previamente umedecido com 8,7 mL de solugdo nutriente e mantidos por 120
horas a 28°C.

4 Obtencéo dos extratos enzimaticos

Para a extracdo da enzima foi adicionado 50 mL de dgua destilada nos meios cultivados
e mantidos em agitacdo por 1 hora. Posteriormente, o material foi filtrado e centrifugado
a 1060 x g por 5 minutos a fim de separar a massa celular do sobrenadante, sendo o
altimo denominado de extrato enzimatico, que foi utilizado para os ensaios de

determinacdo de atividade enzimatica.

5 Cultivo Submerso para producdo de invertases

O cultivo submerso foi utilizado para avaliar o potencial de produgdo de invertases
pelas linhagens de leveduras. A suspensdo do micro-organismo ja cultivado foi obtida
pela raspagem suave da superficie do meio de cultura empregando 3 mL do proprio
meio usado para o cultivo (2% de peptona, 2% de sacarose e 1% de extrato de levedura)
diretamente em cada tubo. A inoculacdo das leveduras se deu pela transferéncia dessa
suspensdo microbiana para os frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL do meio

ja descrito. Esses foram mantidos em agitacdo de 150 rpm por 72 horas a 28°C.



6 Obtencdo dos extratos enzimaticos extracelular e intracelular

Os meios cultivados foram centrifugados a 1060 x g por 5 minutos a fim de separar a
massa celular do sobrenadante, sendo o ultimo denominado extrato enzimatico
extracelular. A massa celular foi ressuspendida com 5 mL de tampdo acetato e
centrifugada a fim de eliminar as impurezas. O procedimento foi repetido e apds a
altima centrifugacgdo, a massa celular foi ressuspendida com 10 mL de tampéo acetato,
sendo denominado de extrato enzimatico intracelular. Os extratos extracelular e

intracelular foram utilizados para os ensaios de determinacdo de invertase.

7 Determinacdo das atividades enzimaticas

A presenca de amilases, CMCases, xilanases e invertases nos extratos enzimaticos foi
determinada pela quantificagdo de acucares redutores liberados pelo método de DNS
(3,5-acido dinitrosalisilico), descrito por Miller em 1959. Os substratos utilizados para a
quantificagdo das respectivas enzimas foram: amido, carboximetilcelulose (CMC),
xilana e sacarose. A presenca de -glicosidase nos extratos cultivados foi determinada
utilizando o substrato sintético p-NP-B-D-glicopiranosideo (PNPG) (LEITE et al.,
2008). Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima

capaz de liberar 1 umol dos respectivos produtos por minuto de reacéo.

8 Andlise dos resultados
Todas as leveduras foram cultivadas em duplicata e apds a determinacdo das atividades

enzimaticas foi feito o desvio padrdo dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 representa o potencial de producdo de amilase, CMCase, xilanase e
B-glicosidase, por cultivo em estado solido nas condi¢Oes utilizadas no presente
trabalho.

TABELA 1 - Atividades em U/mL e desvio padrdo dos resultados de Amilase,
CMCase, B-glicosidase e Xilanase obtidas através de Fermentacdo em Estado Solido.

Linhagem | Local de coleta do isolado Amilase CMCase Xilanase

Isolado 1 Cereja do Rio Grande 5,07 (*/-0,08) | 1,05 (*/-0,11) | 2,56 (*/-0,06)
(Eugenia involucrata DC)

Isolado 7 Cereja do Rio Grande 0 1,67 (/- 0,02) 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 10 Cereja do Rio Grande 1,01 (/- 0,04) 0 0




(Eugenia involucrata DC)
Isolado 12 Cereja do Rio Grande 1,08 (*/-0,01) 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 18 Jatoba (Hymenaea 1,07 (*/-0,01) 0 0
courbaril)
Isolado 20 Jatoba (Hymenaea 1,63 (*/-0,19) 0 0
courbaril)
Isolado 28 Uvaia (Eugenia 0 1,04 (*/-0,06) | 1,15 (*/-0,11)
pyriformis)
Isolado 29 Uvaia (Eugenia 14,68 (*/-0,5) 0 0
pyriformis)
Isolado 30 Uvaia (Eugenia 25,00 (*/-0,16) | 1,34 (*/-0,3) | 1,03 (/-0,05)
pyriformis)
Isolado 31 Uvaia (Eugenia 2,43 (*/-0,11) 0 0
pyriformis)
Isolado 36 | Umbu (Spondias tuberosa | 1,15 (*/-0,18) 0 0
Arruda)
Isolado 37 Péssego do Mato 14,10 (/- 0,44) 0 0
(Hexachlamys edulis)
Isolado 39 | Acerola (Malpighia glabra | 5,39 (*/-0,19) | 1,18 (*/-0,1) 0
L.)
Isolado 41 | Acerola (Malpighia glabra | 11,22 (*/-0,27) | 1,18 (*/-0,08) | 1,09 (*/- 0,09)
L.)
Isolado 43 Pequi (Caryocar 25,39 (/- 0,23) 0 1,08 (*/-0,05)
brasiliense)
Isolado 44 Pequi (Caryocar 10,17 (*/-0,27) | 1,07 (*/-0,01) | 1,13 (*/-0,01)
brasiliense)
Isolado 45 Uvaia (Eugenia 1,18 (/- 0,01) 0 0
pyriformis)
Isolado 46 Uvaia (Eugenia 5,54 (*/-0,18) 0 0
pyriformis)
Isolado Mosto da Usina 10,30 (*/- 1,25) 0 0
BB1
Isolado Mosto da Usina 11,77 (/- 0,2) 0 0
BB2

As linhagens que apresentaram maior producdo de amilase foram: Isolado 29
(14,68 U/mL), Isolado 30 (25 U/mL), Isolado 37 (14,10 U/mL), Isolado 43 (25,39
U/mL). Os resultados descritos no presente trabalho s@o bastante promissores quando

comparados com a literatura cientifica; CARVALHO et al. (2011) obteve a producdo
maxima de 18,22 U/mL pelo do fungo Aspergillus niger. BARBIERI et al. (2002)

obteve uma producédo de 5,04 U/mL de amilase pelo fungo Sphaceloma ampelinum.

As linhagens que apresentaram produgdo de CMCase foram: Isolado 1, Isolado

7, Isolado 28, Isolado 30, Isolado 39, Isolado 41, Isolado 44; sendo que a maior

producdo foi 1,67 U/mL (isolado 7). As linhagens que apresentaram producdo de
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xilanase foram: Isolado 1, Isolado 28, Isolado 30, Isolado 41, Isolado 43, Isolado 44;
sendo que a maior producéo foi 2,56 U/mL (isolado 1).

A producdo de CMCase e Xilanase por leveduras é relativamente baixa quando
comparada com as obtidas por fungos filamentosos. LEITE et al. (2007) relata a
producdo de 1,1 U/mL de CMCase e 5,0 U/mL de Xilanase, obtidas pelo cultivo em
estado solido da levedura Aureobasidium pulluans. DA-SILVA et al. (2005) obteve 30
U/mL de CMCase e 64 U/mL de Xilanase utilizando o fungo Thermoascus aurantiacus
e 0 como substrato o farelo de trigo; SALES et al. (2010), obteve 30,05 U/mL de
xilanase utilizando o fungo Aspergillus phoenicis.

Nas condi¢des de cultivo nenhuma das linhagens apresentaram resultados
significativos para a produc¢do de B-glicosidase. No entanto, as condi¢des de cultivo
podem influenciar a producdo enzimatica dos micro-organismos. Dessa forma,
acreditamos que alteracdes no processo fermentativo possam induzir a producao de -
glicosidase, que serdo avaliadas em etapas futuras do trabalho.

A Tabela 2 apresenta a producdo de invertase obtida a partir do cultivo

submerso.

TABELA 2 - Atividades em U/mL e desvio padrdo dos resultados de Invertase
Extracelular e Intracelular obtidas através de Fermentacdo Submersa.

Linhagem Local de coleta do isolado Invertase Invertase
Extracelular Intracelular

Isolado 6 Cereja do Rio Grande 2,58 (*/-0,04) 14,70 (*/- 0,8)
(Eugenia involucrata DC)

Isolado 8 Cereja do Rio Grande 0 3,03 (*/- 0,26)
(Eugenia involucrata DC)

Isolado 9 Cereja do Rio Grande 0 2,42 (*/-0,01)
(Eugenia involucrata DC)

Isolado 15 Cereja do Rio Grande 1,44 (*/-0,02) 15,57 (*/- 1,87)
(Eugenia involucrata DC)

Isolado 23 Jatoba (Hymenaea 5,59 (*/-0,15) 24,49 (*/- 1,36)

courbaril)

Isolado 28 Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 16,71 (*/- 5,15)

Isolado 30 Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 3,62 (/- 0,48)

Isolado 32 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 20,28 (*/- 0,63)

Isolado 35 Umbu (Spondias tuberosa 1,45 (*/-0,35) 47,40 (*/- 6,70)

Arruda)
Isolado 40 | Acerola (Malpighia glabra 0 6,15 (/- 0,75)
L.)
Isolado 42 Pequi (Caryocar 0 1,19 (*/- 0,05)
brasiliense)
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Isolado 44 Pequi (Caryocar 1,65 (*/-0,04) 7,67 (*/-0,62)
brasiliense)
Isolado 46 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 12,87 (/- 0,12) 34,65 (/- 4,45)
Isolado BB2 Mosto da Usina 1,16 (/- 0,14) 0
Cat (S. Linhagem comercial 4,92 (*/-0,52) 24,80 (*/- 0,50)
cerevisiae)

Dentre as linhagens avaliadas, o isolado 23 (5,59 U/mL) e o isolado 46 (12,87
U/mL) apresentaram maior producdo de invertase extracelular, quando comparados com
a linhagem de S. cerevisiae (Cat) utilizada como controle neste trabalho, cerca de 4,92
U/mL.

As linhagens que apresentaram melhores resultados para a producdo de Invertase
intracelular foram: Isolado 6, Isolado 23, Isolado 28, Isolado 32, Isolado 35 e o Isolado
46. No entanto, as linhagens que produziram concentrac¢des de invertases igual ou maior
do que a linhagem controle (Cat) foram o isolado 23 (24,49 U/mL), o isolado 32 (20,28
U/mL), isolado 35 (47,40 U/mL) e o isolado 46 (34,65 U/mL).

Considerando que as invertases utilizadas na industria geralmente sdo
produzidas por linhagens comerciais de S. cerevisiae (VITOLO, 2004), é possivel
afirmar que os resultados do presente trabalho sdo bastante promissores, até mesmo
quando comparados com a producao de outras linhagens microbianas.

Segundo SANGALETTI et al. (2003) a invertase do fungo Alternaria sp. obteve
como producdo méxima de 20 U/mL de invertase; QURESHI et al. (2012) obteve uma
producdo de 35,89 U/mL de invertase do fungo Mucor geophillus, portanto, os
resultados obtidos foram satisfatorios quando comparados com os dados obtidos da
literatura.

Segundo DARIO et al. (2008), a levedura Saccharomyces cerevisiae pode
utilizar a sacarose por duas vias: pela hidrélise extracelular através da invertase
periplasmatica e pelo transporte ativo da sacarose com posterior hidrélise intracelular. A
primeira via ndo é desejavel para a producdo de etanol, uma vez que a liberacdo de
acucar no meio extracelular pode favorecer o desenvolvimento de bactérias lacticas
contaminantes, prejudicando o processo. Dessa forma os isolados 28, 32 e 35 tornam-se
interessantes para essa aplicacdo, uma vez que possuem grande atividade de invertase

intracelular e atividade nula ou quase nula para invertase extracelular.
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CONCLUSAO

Os objetivos deste trabalho foram alcancados, uma vez que foram selecionadas
as melhores linhagens para a producdo das enzimas citadas. Os resultados mais
promissores foram os de Amilase e Invertase, estas apresentaram 4 e 6 linhagens de
leveduras com altas produc6es para as respectivas enzimas.

A partir dos resultados apresentados visamos identificar taxonomicamente as
linhagens selecionadas, otimizar o processo fermentativo para a producao das enzimas e
caracterizar fisico-quimicamente as enzimas produzidas, contribuindo para a reduc¢édo do

custo de producdo de diferentes enzimas microbianas.
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ANEXOS

TABELA 1- Atividades em U/mL de Amilase, CMCase, B-glicosidase e Xilanase
obtidas através de Fermentacdo em Estado Solido.

Linhagem Local de coleta do isolado | Amilase | CMCase | B-glicosidase | Xilanase
Isolado 1 Cereja do Rio Grande 5,07 1,05 0 2,56
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 4 Cereja do Rio Grande 0 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 5 Cereja do Rio Grande 0 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 6 Cereja do Rio Grande 0 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 7 Cereja do Rio Grande 0 1,67 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 8 Cereja do Rio Grande 0 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 9 Cereja do Rio Grande 0 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 10 Cereja do Rio Grande 1,01 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 11 Cereja do Rio Grande 0 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 12 Cereja do Rio Grande 1,08 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 13 Cereja do Rio Grande 0 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 14 Cereja do Rio Grande 0 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 15 Cereja do Rio Grande 0 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 16 Cereja do Rio Grande 0 0 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 17 Jatoba (Hymenaea 0 0 0 0
courbaril)
Isolado 18 Jatoba (Hymenaea 1,07 0 0 0
courbaril)
Isolado 19 Jatoba (Hymenaea 0 0 0 0
courbaril)
Isolado 20 Jatoba (Hymenaea 1,63 0 0 0
courbaril)
Isolado 21 Jatoba (Hymenaea 0 0 0 0
courbaril)
Isolado 22 Jatoba (Hymenaea 0 0 0 0
courbaril)
Isolado 23 Jatoba (Hymenaea 0 0 0 0
courbaril)
Isolado 24 Jatoba (Hymenaea 0 0 0 0
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courbaril)

Isolado 25 Cama de Frango 0 0 0 0
Isolado 27 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 0 0 0
Isolado 28 Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 1,04 0 1,15
Isolado 29 Uvaia (Eugenia pyriformis) 14,68 0 0 0
Isolado 30 Uvaia (Eugenia pyriformis) 25,00 1,34 0 1,03
Isolado 31 Uvaia (Eugenia pyriformis) 2,43 0 0 0
Isolado 32 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 0 0 0
Isolado 33 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 0 0 0
Isolado 34 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 0 0 0
Isolado 35 Umbu (Spondias tuberosa 0 0 0 0
Arruda)
Isolado 36 Umbu (Spondias tuberosa 1,15 0 0 0
Arruda)
Isolado 37 Péssego do Mato 14,10 0 0 0
(Hexachlamys edulis)
Isolado 38 Péssego do Mato 0 0 0 0
(Hexachlamys edulis)
Isolado 39 Acerola (Malpighia glabra 5,39 1,18 0 0
L.)
Isolado 40 Acerola (Malpighia glabra 0 0 0 0
L.)
Isolado 41 Acerola (Malpighia glabra 11,22 1,18 0 1,09
L.)
Isolado 42 Pequi (Caryocar 0 0 0 0
brasiliense)
Isolado 43 Pequi (Caryocar 25,39 0 0 1,08
brasiliense)
Isolado 44 Pequi (Caryocar 10,17 1,07 0 1,13
brasiliense)
Isolado 45 Uvaia (Eugenia pyriformis) 1,18 0 0 0
Isolado 46 Uvaia (Eugenia pyriformis) 5,54 0 0 0
Isolado BB1 Mosto da Usina 10,30 0 0 0
Isolado BB2 Mosto da Usina 11,77 0 0 0
Isolado BB9 Mosto da Usina 0 0 0 0
Marmelo Marmelo (Cydonia oblonga) 0 0 0 0
Pequi Pequi (Caryocar 0 0 0 0
brasiliense)
Gabiroba Gabiroba (Campomanesia 0 0 0 0
xanthocarpa)
Guavira Guavira (Campomanesia 0 0 0 0
cambessedeana)
Ave | Cama de Frango 0 0 0 0
Ave Il Cama de Frango 0 0 0 0
Cat (S. Linhagem comercial 0 0 0 0
cerevisiae)
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TABELA 2.- Atividades em U/mL de Invertase Extracelular e Intracelular obtidas
através de Fermentacdo Submersa.
Linhagem Local de coleta do isolado Invertase Invertase
Extracelular Intracelular
Isolado 1 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 3 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 4 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 5 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 6 Cereja do Rio Grande 2,58 14,70
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 7 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 8 Cereja do Rio Grande 0 3,03
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 9 Cereja do Rio Grande 0 2,42
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 10 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 11 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 12 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 13 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 14 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 15 Cereja do Rio Grande 1,44 15,57
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 16 Cereja do Rio Grande 0 0
(Eugenia involucrata DC)
Isolado 17 Jatoba (Hymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 18 Jatoba (Hymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 19 Jatoba (Hymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 20 Jatoba (Hymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 21 Jatoba (Hymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 22 Jatoba (Hymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 23 Jatoba (Hymenaea 5,59 24,49
courbaril)
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Isolado 24 Jatoba (Hymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 25 Cama de Frango 0 0
Isolado 27 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 0
Isolado 28 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 16,71
Isolado 29 Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 0
Isolado 30 Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 3,62
Isolado 31 Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 0
Isolado 32 Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 20,28
Isolado 33 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 0
Isolado 34 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 0
Isolado 35 Umbu (Spondias tuberosa 1,45 47,40
Arruda)
Isolado 36 Umbu (Spondias tuberosa 0 0
Arruda)
Isolado 37 Péssego do Mato 0 0
(Hexachlamys edulis)
Isolado 38 Péssego do Mato 0 0
(Hexachlamys edulis)
Isolado 39 Acerola (Malpighia glabra 0 0
L.)
Isolado 40 Acerola (Malpighia glabra 0 6,15
L.)
Isolado 41 Acerola (Malpighia glabra 0 0
L.)
Isolado 42 Pequi (Caryocar 0 1,19
brasiliense)
Isolado 43 Pequi (Caryocar 0 0
brasiliense)
Isolado 44 Pequi (Caryocar 1,65 7,67
brasiliense)
Isolado 45 Uvaia (Eugenia pyriformis) 0 0
Isolado 46 | Uvaia (Eugenia pyriformis) 12,87 34,65
Isolado BB1 Mosto da Usina 0 0
Isolado BB2 Mosto da Usina 1,16 0
Isolado BB9 Mosto da Usina 0 0
Marmelo Marmelo (Cydonia oblonga) 0 0
Pequi Pequi (Caryocar 0 0
brasiliense)
Gabiroba Gabiroba (Campomanesia 0 0
xanthocarpa)
Guavira Guavira (Campomanesia 0 0
cambessedeana)
Ave | Cama de Frango 0 0
Ave Il Cama de Frango 0 0
Cat (S. Linhagem comercial 4,92 24,80
cerevisiae)
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