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RESUMO

A utilizacdo de enzimas produzidas por micro-organsnem processos
industriais € mais vantajosa em relagédo as de orggemal e vegetal, uma vez que nao
sofrem influéncia de fatores climaticos, apresentagizido tempo de producéo e baixo
custo. A presente proposta teve como principal olgetelecionar leveduras isoladies
Regido Centro-Oeste para producdo de enzimas de ssgeredustrial, tais como:
amilases, celulases, hemicelulases e invertasdmhsgiens foram cultivadas em farelo
de trigo por Fermentacdo em Estado Sdlido visandaodupdo de enzimas que
degradam polissacarideos vegetais. Para producaoveddaises as leveduras foram
cultivadas em meio liquido contendo sacarose cormxipal fonte de carbonoAs
linhagens que apresentaram maior producdo de amilem® fos isolados 29 (14,68
U/mL), 30 (25 U/mL), 37 (14,10 U/mL) &3 (25,39 U/mL). As linhagens que
apresentaram potencial para a producao de celulase éwrasolados 1, 7, 28, 30, 39,
41 e 44, sendo a maior producdo de 1,67 U/mL (isol@doAs linhagens que
apresentaram maior producdo de xilanase foram os Isolad®8, 30, 41, 43 e 44,
sendo que a maior producao foi 2,56 U/mL (isoladoNgs condi¢cdes de cultivo
utilizadas no presente trabalho nenhuma linhagemsaptou produgdes significativas
de B-glicosidase. A linhagem comercial “Cat” (Saccharomyces cerevisiae) foi utilizada
como padréao para producéo de invertases, o isola@®24&7 U/mL) apresentou maior
producdo de invertase extracelular que a linhagem rctaheos isolados 23 (24,49
U/mL), 32 (20,28 U/mL), 35 (47,40 U/mL) e 46 (34,65 U/mlproduziram
concentracdes de invertase intracelular igual ou maieraylinhagem controle (Cat),
gue produziu 24,80 U/mL. Os resultados obtidos gemm inferir que as linhagens
isoladas apresentam potencial para producédo de mi#srenzimas industriais, o que
serd explorado em trabalhos futuros, visionando a ifibagfio das leveduras
selecionadas e a otimizagdo da producdo enzimatimatribuindo assim para o
desenvolvimento de novos processos biotecnologicos.

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

INTRODUCAO

Os combustiveis fésseis sdo muito utilizados no Bresibcando o pais em um
importante lugar no cenario econdmico, entretantoreécente a busca por fontes
energéticas alternativas de menor impacto ambierdddm disso, 0 aumento

populacional resulta em uma inevitvel necessiddeecriarmos novas fontes de
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alimentos e energia, 0 que sO sera possivel com mafitoveitamento dos recursos
naturais (VILLAS-BOAS; ESPOSITO, 2000). Neste contexto, ano de 1975, foi
criado no Brasil o Programa Nacional do Alcool (Prodicague teve como objetivo
aumentar a producdo e o0 uso de etanol combustivepais, visando reduzir
significativamente a emissao de £QAtualmente o Brasil destaca-se no cenario
mundial na producédo de etanol combustivel.

Nesse sentido, 0 aperfeicoamento dos processossjardérs para a obtencéo de
etanol, assim como, o desenvolvimento de novasokegias para a utilizacdo de
polissacarideo de origem vegetal como o amido el@ose, sdo de fundamental
importancia para a economia brasileira (VILLAS-BOAS; ESPID, 2000).

O etanol € produzido principalmente pela leved8aacharomyces cerevisiae
gue utiliza monossacarideos provenientes da quebrasadarose (dissacarideo
abundante no caldo da cana de acucar). Estima-seequ#013 a demanda desse
combustivel no Brasil serd de aproximadamente 32 dslhde litros por ano, dessa
forma, para suprir as necessidades nacionais serdavelvitumentar o cultivo da cana
de acucar ou utilizar outras fontes energéticas pag@oducdo de etanol. Uma
alternativa seria a producdo de etanol a partir desgacarideos de origem vegetal,
como amido e celulose. Nesse tipo de processo aszg@io utilizadas para quebrar
esses polissacarideos e liberar acucares fermeniegocimossacarideos), que por sua
vez serdo convertidos em etanol p8lacerevisiae através da fermentacdo alcodlica,
processo convencionalmente utilizado pelas usinagasnergéticas (BON et al., 2008).

A conversao dos polissacarideos vegetais em acUieginesntesciveipode ser
realizada por via acida ou enzimatica. A hidréliséd@capresenta uma série de
desvantagens, dentre elas: requerimento adicional caler, necessidade de
equipamentos resistentes a corrosdo e formacdo deodubys téxicos indesejaveis
(PALMA-FERNANDEZ, 2002). O emprego do método enzimatiseria uma
alternativa, no entanto, a utilizacdo industrial algumas enzimas ainda apresenta
entraves a serem superados, como: elevado custo daec@m baixa estabilidade
estrutural das enzimas e inibicao pelo produto déiceGCANOELO et al., 2004).

A hidrolise enzimatica as polissacarideos vegetais depende de complexos
multienzimaticos que atuam simultaneamente sols@sewacromoléculas. Geralmente,
a acdo de uma enzima depende da atividade prévautdes enzimas do complexo
catalitico e em sua grande maioria séo inibidas pegprio produto de reacdo. Neste

contexto, a prospeccao de novas fontes microbiaasijfmras de enzimas associada ao
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estudo de suas propriedades cataliticas, tem dedpegtande interesse no cenario

energético mundial

REVISAO DE LITERATURA

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

problemas ao Brasil no que diz respeito a quantidadelisnento, a necessidade
energeética, ao aumento da poluicdo e desastresatailsi causados pelo acumulo de
residuos na atmosfera (NITSCH, 1991).

Sabe-se que o0s combustiveis fésseis podem ser totalpascialmente
substituidos por biocombustiveis, esses apresentamagem, uma vez que Sao
renovaveis com pequenos ciclos de tempo, ao conttasddsseis que levam periodos
geologicos para se degradar (MENEZES, 1980). Ademdigjassdemonstram que o0s
combustiveis fosseis se esgotardo em breve, requerentes alternativas. Nesse
cenario surgiu o etanol, produzido pela fermentacaoat@ee-acucar realizada pela
levedura Saccharomyces cerevisiae. No Brasil, esse combustivel ganhou grande
destaque com o Programa Nacional do Alcool (Prodl¢B&{STOS, 2007).

O referido programa foi instalado em 1975 em razdo de engrgética que
ocorreu no pais e visava substituir totalmente osbaostiveis derivados do petréleo
(BASTOS, 2007), o etanol produzido através da @acicar é vantajoso visto que
nao utilizaria fontes minerais esgotaveis, além dis®rasil possui vastas regides para
plantacdo e clima tropical adequado ao seu cul@/programa também trouxe varias
outras vantagens como desenvolvimento do setor agisined, abertura de industrias
sucroalcooleiras, gerando empregos (NITSCH, 1991).

Como forma de aumentar ainda mais a producédo do e&stojos comecaram
a ser realizados com o intuito de encontrar novas resltuais como o milho e a
beterraba, que pudessem produzir o combustivel. Paaéisseecessario que a cultura
seja adaptada ao mesmo clima, ndo tenha um preyadel e possua acUcares
fermentesciveis. Do ponto de vista agrondmico, ess&|cao promove rotacdo de
culturas, conservando os nutrientes do solo e prop@ilm maior garantia contra o
surgimento de pragas (MENEZES, 1980).

Além de novas culturas para producao de etanol, lses¢ambém a producéo
de biocombustiveis a partir de biomassa vegetal (S28l€t al., 2010), uma vez que

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



Os materiais lignoceluldsicos mais utilizados no Brsé&d o bagaco de cana, a
palha de cana, a palha de soja, a palha de arrosabugo de milho, apesar de
representarem uma alternativa viavel para a produgdetashol, alguns problemas sao
encontrados: tais materiais sdo formados por trés @algnlignina, hemicelulose e
celulose, unidos por ligacdes covalentes, que eeseth expressiva estabilidad
estrutural e dificulta sua degradacdo para a obtenedacdcares fermentesciveis
(CASTRO; JUNIOR, 2010).

A celulose é um polissacarideo formado por molécudaglidose, essas fibras
celulésicas sdo recobertas por hemiceluloses quepaiissacarideos ramificados e
lignina, redes poliméricas tridimensionais condtifisi por anéis aromaticos de dificil
degradacao (OGEDA; PETRI, 2010).

Infelizmente, o0 uso de matérias lignocelulésicas ridaium processo caro
devido a dificuldade de acesso a celulose. Para tiacilisse acesso € necessario pré
tratamento para remover a lignina, a hemicelulogskjzie a cristanilidade da celulose e
aumentar a porosidade desta macromolécula (SUN; CHER@®). Como forma de
facilitar a hidrolise enziméatica, tratamentos fisicagignicos podem ser utilizados para
a desestruturacdo da parede celular vegetal, antentgnée adicio das enzimas
(DWIVEDI, 2009; OGEDA; PETRI, 2010).

Na hidrolise enzimatica séo utilizadas celulaseseeaitelulases, enzimas
responsaveis em transformar polissacarideos em monddsasae assim, liberar
moaéculas de glicose que sdo entdo fermentadas pan@dacao de etanol (DWIVEDI
et al., 2009). A hidrdlise acida apresenta algudesyantagens em relacao a outra, uma
vez que ha possibilidade de ocorréncia de substridigicas para as células
microbianas que prejudicam o processo de fermentalcadlica (CASTRO; JUNIOR,
2010).

2 Leveduras
As leveduras sdo fungos unicelulares. Apresentamaferovais, esféricas ou

elipticas e sdo imoveis devido a auséncia de fl@g&8ua reproducdo pode ser sexuada,
ocorrendo por esporos, ou assexuada, ocorrendo par fisddrotamento. As leveduras
apresentam de 63% a 83% de agua, além de uma attidgide de proteinas, lipidios e
macronutrientes (AIDOO et al., 2005). Para que seu ionesto e reproducdo sejam
possiveis € necessario agua, nitrogénio, oxigémmnerais (TORTORA et al., 2002),

sendo que a fonte de carbono é extremamente impgrfzodendo ser fornecida por

4



7

acucar, aldeido, acidos organicos, glicerol ou étaQoando o acucar é a fonte de
carbono principal, a levedura pode assimilar ou fermergse agucar. Nesse contexto,
dependendo das condi¢des de cultivo, podem selifdadas como fermentadoras as
gue sdo capazes de fermentar os compostos de calmmmo ndo fermentadoras, as
gue apenas assimilam tais compog€islVEIRA, 2009).

Esses micro-organismos tém a capacidade de se adagiferentes substratos,
dessa forma, sdo capazes de secretar enzimas quiessaidromacromoléculas que serdo
utilizadas na sua alimentacéao (SILVA, 2011); possgeamde importancia industrial,
uma vez que sao utilizadas na elaboracéo de divpredatos fermentadpdentre eles,
biocombustiveis, alimentos, produtos lacteos, babidazimas e farmacos. A levedura
mais utilizada industrialmente éSaccharomyces cerevisiae, principalmente no que diz
respeito a fermentacdo de diferentes fontes de acucar gpgproducdo de etanol
(GUIMARAES, 2005; OLIVEIRA, 2009).

3 Enzimas
As enzimas sdo macromoléculas capazes de cataksspdes quimicas,

possuindo grande importancia na industria farmacgutipiimica, de alimentos e
agricultura. Com o passar dos anos substituiu-setaksealores quimicos por enzimas,
uma vez que estas reduzem o tempo e a energiargastatema (DE-PAULA, 2007).
Dentre as enzimas utilizadas na industria é pdsdéstacaascelulases, hemicelulases,
amilases e invertases.

A hemicelulose € o polissacarideo ndo celul6siccs raacontrado na natureza
localizado na parede celular vegetal. Para que estpasto seja quebrado € necessario
um complexo de enzimas, entre as mais conhecidas ast xilanases (RUEGGER,;
TAUK-TORNISIELO, 2002), que sdo responsaveis por quelcemdeias de xilana
dispostas ao longo da fibra da celulose, liberan@dmsdacarideos, que podem ou nao
ser continuamente quebrados liberando moléculas eem# aclcar. Dessa forma a
celulose fica livre para ser degradada pelas celu(&8&RREIRA, 2010).

As xilanases sao principalmente utilizadas para aduweamento de polpas de
papel e celulosgorém outras aplicacdes sao descritas: extracdo dasampigmentos
vegetais, aumento da eficiéncia das ensilagensdgripanificacdo e producdo de
xilitol (HECK, 2005).

As enzimas celuloliticas sdao um complexo enzimatifosmado por

endoglucanase, responsavel por clivar regifes interdas fibra celuldsica;
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exoglucanase, responsavel por clivar regides externas da fibra celuldsica e f-glicosidase
gue hidrolisa celobiose e oligossacarideos provaseda hidrolise da celulose. As
exoglucanases ainda podem ser classificadas conubiadiidrolase e glucano-
hidrolase. As endoglucanases quebram cadeias desmlalfornecem novos sitios de
atuacao para as celobio-hidrolases (OGEDA; PETRI, 2010).

As pB-glicosidases hididisam ligagdes [-glicosidicas de dissacarideos,
oligossacarideos e glicosideos, a afinidade deszimas por um substrato depende de
sua origem e localizagéo. Suas fun¢des sao divdeggendendo do organismo em que
atuam, nas plantas hidrolisam os precursores dadmos, degradam a parede celular e
sdo responsaveis pelo amadurecimento de frutos, emanusnelas sdo responsaveis
pela hidrélise de glicosilceramidas e em micro-orgauois pela hidrélise de
oligossacarideos de cadeia curta e celobiose (DAROD7)20

O amido é formado por amilose, composta por cadeiaarkes helicoidais de
glicose com ligagdes a-1,4 e amilopectina que é altamente ramificada, fdempor
cadeias de glicose com ligagdes a-1,4, das quais partem ramificacdes de cadeias de
glicose com ligagdes o-1,6. Para producdo de etanol a partir de amido € s&t@s
hidrolisa-lo até aclucares fermentesciveis, tal hiskdbode ser realizada por enzimas
amiloliticas (PUGLIA, 2006).

As amilases podem ser divididas em endoamilases aanglases; as
endoamilases séo responsaveis por quebrar ligagéesidicas ao longo das cadeias de
amilose e amilopectina, enquanto que as exoamilgselsram ligacdes glicosidicas a
partir da extremidade n&o redutora (PUGLIA, 2006). Essasmas representam 25%
do mercado de enzimas e possuem variadas aplicagdesnblogicas na industria
guimica, de alimentos, de bebidas e farmacéutica {@Q%al., 2011).

As invertases ou sacarases hidrolisam a sacarosétraasdo-a em glicose e
frutose. Em Saccharomyces cerevisiae essa enzima pode ser encontrada em duas
formas, a invertase extracelular que fica localizadaparede celular e a invertase
interna que se encontra no citoplasma (PARAZZI-JUNIZIRE).

Suas principais aplicacbes sdo na industria alimiantpara producdo de
xaropes, doces, leite condensado e bebidas; tambdtiizada na producédo de mel
artificial, agentes plastificantes usados em cosm&tiindustria farmacéutica, de papel

e principalmente para a producao do etanol (QURESHIL,2012).



4 Cultivo de nmicro-organismos para producao de enzimas

A producédo de enzimas microbianas é dada peloseultds micro-organismos
em meio solido ou submerso.

O Cultivo em Estado Sdélido é bastante interessarg® que se aproxima das
condi¢cbes naturais de crescimento de micro-orgarismgequer pouca energia e
equipamentos ndo sofisticados, o que reduz o custpracesso. Nesse cultivo, 0
produto é recuperado totalmente por ndo existir prasdecagua livre. Além disso,
utiliza subprodutos agroindustriais que seriam desi@stao meio ambiente, conao
farelo de trigo, o bagaco de cana, a palha da qaiha do arroz, sabugo de milho,
entre outros (NOVAKI eal., 2010).

O cultivo submerso € o mais utilizado em escaldsstriais, consiste em um
processo no qual os micro-organismos desenvolvermsmao liquido sob agitagéo.
Este tipo de processo apresenta diversas vantagens,elas, a facilidade no controle
dos parametros de cultivo, facil recuperacdo de migrsee metabdlitos e reducéo da
possibilidade de degradacéo do produto (FAHEINA-JUNIZR2).

OBJETIVOS

1) Este trabalho teve como objetivo selecionar levedisaladas da Regido Centro-
Oeste, visando a producdo de enzimas que possuamesse industrial, tais como:

amilases, hemicelulases, celulases e invertases.

2) Contribuir para a manutencgéo das leveduras isoladap@sitadas na Rede Centro-
Oeste de Leveduras (RECOL).

MATERIAL E METODOS

1 Micro-organismos avaliados

No total foram avaliadas 54 linhagens de levedurasird elas, 47 linhagens foram
obtidas da Rede Centro-Oeste de Leveduras (RECOL) eemsigl isoladas de
diferentes ambientes: as Ave | e Ave Il foram isoladasaima de frango; os isolados
Guavira, Gabiroba, Pequi e Marmelo foram isoladosedesespectivos frutos do
cerrado e a linhagem denominada Cat foi utilizada cpauréo, pois € uma linhagem
de Saccharomyces cerevisiae utilizada para a producdo industrial de etanol. Esta
linhagem foi cedida pela Usina S&do Fernando, DowaddS. As linhagens isoladas

pelo nosso grupo foram depositadas na RECOL.



2 Obtencéao do inéculo
As leveduras foram cultivadas em tubos de ensaio moot®& mL de meio agar YEPD

inclinado, mantido por 48 horas a 28°C.

3 Cultivo em Estado Sdlido para producao dos extextagnaticos

As linhagens foram cultivadas em estado solidozatildo residuo agroindustrial (farelo
de trigo) como meio de cultura complexo. Os extratatsdos destes cultivos foram
utilizados para a determinacdo das atividades déasesi CMCaseilanases e f3-
glicosidases. A suspensdo do micro-organismo javadlt foi obtida pela raspagem
suave da superficie do meio de cultura empregandb 8ensolucdo nutriente (0,5% de
sulfato de amdnio, 0,5% sulfato de magnésio hejlatado e 0,5% nitrato de amdnia)
diretamente em cada tubo. A inoculacéo das levedigakeu pela transferéncia dessa
suspensao microbiana para os frascos Erlenmeyer de2s0ntendo 5 g de farelo de
trigo, previamente umedecido com 8,7 mL de solugdinieante e mantidos por 120
horas a 28°C.

4 Obtencéo dos extratos enzimaticos

Para a extracdo da enzima foi adicionado 50 mL de dgstdada nos meios cultivados
e mantidos em agitacao por 1 hora. Posteriormenteterieddoi filtrado e centrifugado
a 1060 x g por 5 minutos a fim de separar a masséacela sobrenadante, sendo o
ultimo denominado de extrato enzimatico, que foiizgdo para os ensaios de

determinacao de atividade enzimatica.

5 Cultivo Submerso para producao de invertases

O cultivo submerso foi utilizado para avaliar o potahde producéo de invertases
pelas linhagens de leveduras. A suspensao do migesiemo ja cultivado foi obtida
pela raspagem suave da superficie do meio de cutupmegando 3 mL do prépri
meio usado para o cultivo (2% de peptona, 2% de ssear@% de extrato de levedura)
diretamente em cada tubo. A inoculacdo das levedigakeu pela transferéncia dessa
suspensdo microbiana para os frascos Erlenmeyer dell2ontendo 20 mL do meio

ja descrito. Esses foram mantidos em agitacéo de 15@apii2 horas a 28°C.



6 Obtencéo dos extratos enzimaticos extracelularacelular

Os meios cultivados foram centrifugados a 1060 x gspminutos a fim de separar a
massa celular do sobrenadante, sendo o ultimo deadmirextrato enzimatico

extracelular. A massa celular foi ressuspendida comml5 de tamp&o acetato e
centrifugada a fim de eliminar as impurezas. O priocedto foi repetido e apés a
ultima centrifugacdo, a massa celular foi ressuspleanchm 10 mL de tamp&o acetato,
sendo denominado de extrato enzimatico intracelulas. e®tratos extracelular e

intracelular foram utilizados para os ensaios de detagép de invertase.

7 Determinacédo das atividades enzimaticas

A presenca de amilases, CMCases, xilanases e invertasesxtratos enzimaticos foi
determinada pela quantificacdo de acucares redutberados pelo método de DNS
(3,5-acido dinitrosalisilico), descrito por Miller er839. Os substratos utilizados para a
guantificacdo das respectivas enzimas foram: amiddyogimetilcelulose (CMGQG)
xilana e sacaroseA presenca de B-glicosidase nos extratos cultivados foi determinada
utilizando o substrato sintético NP-B-D-glicopiranosideo (PNPG) (LEITE et al.,
2008). Uma unidade de atividade enzimatica foi dediidmo a quantidade de enzima

capaz de liberar ftmol dos respectivos produtos por minuto de reacgéo.

8 Analise dos resultados
Todas as leveduras foram cultivadas em duplicata & api@terminacao das atividades

enzimaticas foi feito o desvio padrao dos resultados.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela 1 representa o potencial de producédo deaseilCMCase, xilanase e
B-glicosidase, por cultivo em estado solido nas agiel utilizadas no presente
trabalho.

TABELA 1 - Atividades em U/mL e desvio padrdao dos resultadesAmilase,
CMCase, B-glicosidase e Xilanase obtidas através de Ferm@&mtaq Estado Solido.

Linhagem | Local de coleta do isolad 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 ymenaea 1,07 (/- 0,01) 0 0
courbaril)
Isolado 20 Jatoba ymenaea 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 Spondiastuberosa | 1,15 (/- 0,18) 0 0
Arruda)
Isolado 37 Péssego do Mato 14,10 (/- 0,44) 0 0
(Hexachlamys edulis)
Isolado 39 | Acerola Malpighiaglabra | 5,39 (/-0,19) | 1,18 (/- 0,1) 0
L)
Isolado 41 | Acerola Malpighiaglabra | 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 samiteam: Isolado 29
(14,68 U/mL), Isolado 30 (25 U/mL), Isolado 37 (14,10mUj, Isolado 43 (25,39
U/mL). Os resultados descritos no presente trabalbdbaatante promissores quando

comparados com a literatura cientifica; CARVALHO et(2D11) obteve a producgédo
maxima de 18,22 U/mL pelo do fung&spergillus niger. BARBIERI et al. (2002)

obteve uma producéo de 5,04 U/mL de amilase pelgof@phaceloma ampelinum.

As linhagens que apresentaram producdo de CMCase: ftgalado 1, Isolado

7, Isolado 28, Isolado 30, Isolado 39, Isolado 4blado 44; sendo que a maior

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

A producgéo de CMCase e Xilanase por leveduras é raméate baixa quando
comparada com as obtidas por fungos filamentosos. LETERI. (2007) relata a
producédo de 1,1 U/mL de CMCase e 5,0 U/mL de Xilanakstdas pelo cultivo em
estado solido da levedurareobasidium pulluans. DA-SILVA et al. (2005) obteve 30
U/mL de CMCase e 64 U/mL de Xilanase utilizando iogioi Thermoascus aurantiacus
e 0 como substrato o farelo de trigo; SALES et al1(®@0obteve 30,05 U/mL de
xilanase utilizando o fungAspergillus phoenicis.

Nas condicbes de cultivo nenhuma das linhagenssami@am resultados
significativos para a produc¢do de B-glicosidase. No entanto, as condi¢cbes de cultivo
podem influenciar a producdo enzimatica dos microfosgaos. Dessa forma,
acreditamos que alteracdes no processo fermentativo possam induzir a producao de -
glicosidase, que serao avaliadas em etapas futurtaslzoho.

A Tabela 2 apresenta a producdo de invertase obtidarta go cultivo

submerso.

TABELA 2 - Atividades em U/mL e desvio padrdo dos resultadosindertase

Extracelular e Intracelular obtidas através de Fermaat&gbmersa.

Linhagem | Local de coleta do isoladg 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 ymenaea 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 Gpondias 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 (5,59L)J€ o isolado 46 (12,87
U/mL) apresentaram maior producao de invertase extracetplando comparados com
a linhagem de&. cerevisiae (Cat) utilizada como controle neste trabalho, cerc4, g2
U/mL.

As linhagens que apresentaram melhores resultadaapgaoducdo de Invertase
intracelular foram: Isolado 6, Isolado 23, Isolado88lado 32, Isolado 35 e o Isolado
46. No entanto, as linhagens que produziram congg@sade invertases igual ou maior
do que a linhagem controle (Cat) foram o isolado 2%@W/mL), o isolado 32 (20,28
U/mL), isolado 35 (47,40 U/mL) e o isolado 46 (34,6U).

Considerando que as invertases utilizadas na indugtei@lmente sao
produzidas por linhagens comerciais 8ecerevisiae (VITOLO, 2004), € possivel
afirmar que os resultados do presente trabalho sétartta promissores, até mesmo
guando comparados com a producdo de outras linhagensbianas.

Segundo SANGALETTI et al. (2003) a invertase do fuAffernaria sp. obteve
como producdo maxima de 20 U/mL de invertase; QURESHI. (2012) obteve uma
producdo de 35,89 U/mL de invertase do fungacor geophillus, portanto, os
resultados obtidos foram satisfatérios quando comparedos os dados obtidos da
literatura.

Segundo DARIO et al. (2008), a leveduBaccharomyces cerevisiae pode
utilizar a sacarose por duas vias: pela hidrélise esfuitar através da invertase
periplasmatica e pelo transporte ativo da sacaroseguostarior hidrolise intracelular. A
primeira via ndo € desejavel para a producdo de etama,vez que a liberacdo de
acucar no meio extracelular pode favorecer o desemehto de bactérias lacticas
contaminantes, prejudicando o processo. Dessa fosnslados 28, 32 e 35 tornam-se
interessantes para essa aplicagdo, uma vez queepogsande atividade de invertase

intracelular e atividade nula ou quase nula para iaseréxtracelular.
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CONCLUSAO

Os objetivos deste trabalho foram alcancados, umajweZoram selecionadas
as melhores linhagens para a producdo das enzimgdaxitOs resultados mais
promissores foram os de Amilase e Invertase, estaseapressm 4 e 6 linhagens de
leveduras com altas producdes para as respectiviasasnz

A partir dos resultados apresentados visamos ideattitaxonomicamente as
linhagens selecionadas, otimizar o processo fernmemgadéra a producdo das enzimas e
caracterizar fisico-quimicamente as enzimas prodszwantribuindo para a reducao do

custo de producéo 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 Sdlido.

Linhagem Local de coleta do isoladg 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 iHymenaea 0 0 0 0
courbaril)
Isolado 18 Jatoba flymenaea 1,07 0 0 0
courbaril)
Isolado 19 Jatoba flymenaea 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 iHymenaea 0 0 0 0
courbaril)
Isolado 23 Jatoba idymenaea 0 0 0 0
courbaril)
Isolado 24 Jatoba idymenaea 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
xanthocar pa)
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 Intrdeelobtidas
através de Fermentacdo Submersa.
Linhagem Local de coleta do isoladg 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 iHymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 18 Jatoba flymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 19 Jatoba flymenaea 0 0
cour baril)
Isolado 20 Jatoba Hymenaea 0 0
cour baril)
Isolado 21 Jatoba iHymenaea 0 0
cour baril)
Isolado 22 Jatoba Hymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 23 Jatoba Hymenaea 5,59 24,49
courbaril)
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Isolado 24 Jatoba fymenaea 0 0
courbaril)
Isolado 25 Cama de Frango 0 0
Isolado27 | 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 ondias tuberosa 0 0
Arruda)
Isolado 37 Péssego do Mato 0 0
(Hexachlamys edulis)
Isolado38 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
xanthocar pa)
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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