20a 22
de outubro

GoICh “Integridade Cientificae oA

pA PE _ icrch
%dq Clﬂnn
CNOL

ETE \__ Combate & desinformacdo _/ FRONTEIRA SUL
£ uffs.edu.br/jic

ANALISE DAS ATIVIDADES AMILOLITICAS DE LEVEDURAS DE
MICROAMBIENTES DO SUL DO BRASIL

TRICIANE TORNAI PEREIRA 2*, ANDERSON GIEHL??, SERGIO LUIZ ALVES
JR23™,

1 Introducio

O amido ¢ um dos polissacarideos mais abundantes na natureza, constituindo a
principal reserva energética de diversas plantas e um recurso renovéavel de grande relevancia
para a industria alimenticia, farmacéutica e de biocombustiveis. Sua estrutura confere-lhe
propriedades fisico-quimicas especificas, que exigem a acao de enzimas hidroliticas, como as
amilases, para a liberacdo de agticares fermentesciveis (Junejo, 2022).

Leveduras com capacidade amilolitica possuem importancia biotecnoldgica
significativa, pois sdo capazes de converter diretamente o amido em acgucares simples,
reduzindo etapas e custos em processos fermentativos. Essa caracteristica ¢ desejavel em
setores como a producdo de etanol, a fabricagdo de bebidas fermentadas e a obtencdo de
xaropes agucarados. Além disso, o estudo da diversidade microbiana em diferentes
microambientes possibilita a identificacdo de cepas com alto potencial enzimatico, ampliando
o leque de microrganismos aplicaveis em biorrefinarias (Carreiro, 2011).

A diversidade de ecossistemas e a variedade de residuos vegetais ricos em amido
oferecem um cendrio propicio para a prospec¢do de novas leveduras amiloliticas. Entre as
fontes potenciais de microrganismos de interesse estdo graos e sementes em decomposicao,
como o milho e o pinhdo, que podem abrigar cepas adaptadas a utilizagdo de carboidratos
complexos. Nesse contexto, a avaliagdo do crescimento de leveduras em diferentes substratos,
como glicose, maltose e maltotriose, também ¢ importante, pois permite compreender sua
versatilidade metabolica e direcionar aplicagdes industriais especificas (Silva; Lopes; Alves,

2017).

2 Objetivos
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Este trabalho visou identificar e caracterizar leveduras selvagens (provenientes de

microambientes do Sul do Brasil) capazes de secretar amilases ¢ de metabolizar acucares
presentes em hidrolisados de amido (glicose, maltose e maltotriose). Com isso, tinhamos
também o intuito de avaliar o potencial de aplicacdo dessas leveduras em processos

biotecnoldgicos que utilizam substratos amildceos como matéria-prima.

3 Metodologia
3.1 Prospecgdo de leveduras amiloliticas

Preparou-se um meio de cultura sélido contendo 6,7 g/L. de Yeast Nitrogen Base
(YNB), 20 g/L. de amido soluvel e 20 g/L de agar. Para isso, pesaram-se 6,7 g de YNB, 20 g
de amido soluvel e 20 g de agar, os quais foram adicionados a aproximadamente 800 mL de
agua destilada em um Becker de 1 L. A mistura foi agitada até a dissolu¢do dos componentes.
Em seguida, a solucdo foi transferida para uma proveta e o volume foi completado até¢ 1 L
com agua destilada. O meio foi entdo distribuido em frascos de vidro e esterilizado em
autoclave. Apos a esterilizacao, sob condi¢des assépticas, o meio ainda liquido foi vertido em
placas de Petri estéreis, utilizando-se cerca de 20 mL por placa. As placas foram mantidas
abertas até a completa solidificagdo do meio e, posteriormente, armazenadas em posicao
invertida, até o momento da utilizagdo. Foram entdo inoculadas 156 linhagens de levedura.
Apos o periodo de incubacao (96 h a 30 °C), fez-se a revelagcdo dos halos de hidrélise através
da coloragdao do meio com solugdo de lugol. Por fim, as placas foram fotografadas e as
imagens processadas no software ImagelJ para a mensuragdo do didmetro do halo de

degradagdo e da colonia.

3.2 Cultivo em microescala em meios com glicose, maltose e maltotriose

As cepas de leveduras isoladas foram inicialmente pré-cultivadas em tubos contendo
meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose). Para a avaliacdo do
crescimento em diferentes fontes de carbono, as cepas foram inoculadas, em triplicata, em
microplacas de 96 pocos contendo 100 pL dos seguintes meios: YPD (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona e 2% de glicose), YPM (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e
2% de maltose) e YPMt (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de maltotriose). Em
microtubos contendo 1 mL de 4gua destilada estéril, adicionou-se 1 pL de células com auxilio
de uma al¢ga de inoculagdo calibrada. Posteriormente, transferiu-se 1 pL do volume de

suspensdo de células dos microtubos para os pogos da placa. A placa foi selada utilizando
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filme selante de microplaca, para impedir contamina¢do dos pogos durante a incubagdo. A

placa foi cultivada por 48 h, sob agitagdo de 180 rpm a 30 °C no leitor de microplacas
Varioskan Lux. Foram feitas leituras de absorbéancia a cada 1 h para o acompanhamento do
crescimento celular.
4 Resultados e Discussiao
4.1 Prospecg¢do de leveduras amiloliticas

A prospeccdo de leveduras amiloliticas revelou que, dentre as 156 cepas avaliadas,
apenas 9 linhagens apresentaram atividade positiva para degradacdo de amido, demonstrada
pela formagdo de halos de hidrélise no meio contendo amido solivel. O célculo do indice
Enzimatico (IE) permitiu comparar a eficiéncia hidrolitica das cepas positivas em relagdo ao
controle (Saitozyma flava, CHAP Y7219), previamente descrito na literatura por apresentar

elevada atividade amilolitica (Santos, 2022).

indice Enzimatico (IE)
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Figura 1. Determinagio do Indice Enzimatico (IE), em cm, das cepas que testaram positivo no
teste de crescimento em amido, usando a relagdo IE = didametro halo/didametro colonia, tendo
como Controle + a cepa CHAP Y7219 (Saitozyma flava) com referida atividade amilolitica.

A deteccdo dessa atividade indica a presenca de enzimas extracelulares, como a-

amilases e glicoamilases, capazes de romper ligacdes a-1,4 glicosidicas, liberando agucares
redutores a partir da matriz de amido. Essas enzimas sdo de interesse industrial por
possibilitarem a conversao direta de substratos amilaceos em carboidratos fermentesciveis,
reduzindo custos e etapas em processos como a produ¢do de etanol, xaropes e bebidas
fermentadas.

As cepas CHAP 209, CHAP 211, CHAP 213, CHAP 214, CHAP 215, CHAP 219,
CHAP 220 e CHAP 221 pertencem ao género Aureobasidium, que ja possui atividade
amilolitica documentada (Liu, 2018), apresentando enzimas como a-amilase e glucoamilase,
capazes de degradar amido durante a fermentag¢do. Essa atividade natural estd relacionada a
reducdo do peso molecular do pululano, que é um polisacarideo exopolimérico (EPS) linear e

nao ramificado produzido por algumas espécies do fungo, ao longo do cultivo, especialmente
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na fase final de crescimento, quando a secrecdo dessas enzimas ¢ mais intensa. Assim, essas
cepas apresentam um potencial intrinseco para estudos sobre a relagdo a atividade amilolitica.
O fato de a maioria das cepas ndo apresentar halos de degradacdo sugere que, apesar da
diversidade microbiana explorada, a capacidade amilolitica ndo ¢ uma caracteristica
amplamente distribuida entre leveduras de microambientes do Sul do Brasil. Essa baixa

frequéncia ressalta a importancia de triagens amplas para prospec¢ao microbiana.

4.2 Cultivo em microescala em glicose, maltose e maltotriose

As mesmas 156 linhagens de levedura foram também avaliadas, em triplicata, quanto a
capacidade de crescimento em meios com glicose, maltose ¢ maltotriose. Isso gerou 468
curvas de crescimento. Para resumir esses resultados, consideramos na Figura 2 apenas a
capacidade de crescimento das cepas. A glicose foi mais amplamente utilizada pelas
leveduras. Este resultado ¢ esperado, uma vez que a glicose ¢ um monossacarideo
prontamente assimildvel, que entra diretamente na via glicolitica sem a necessidade de
hidrdlise prévia. O crescimento em maltose (dissacarideo) e maltotriose (trissacarideo), por
sua vez, exige que a levedura sintetize enzimas especificas (o-glicosidases) para quebrar as
ligagdes glicosidicas o-1,4 e liberar as unidades de glicose. A maltotriose, sendo um
maltooligossacarideo (MOS) com um grau de polimerizagdo (DP) de 3, ¢ um componente
fundamental do amido e um substrato direto para muitas enzimas amiloliticas. Portanto, a
habilidade de uma levedura em crescer eficientemente em maltotriose, pode ser um indicativo

de seu potencial amilolitico.

Cultivo em microescala
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Figura 2. Determinacdo da quantidade de cepas que cresceram em cada tipo de agucar, sendo
representado por “+” as que apresentaram crescimento de acordo com a Curva de
Crescimento Microbiano de Monod e “—" as que ndo seguiram o padrdo. Foram testadas 156
cepas.

No entanto, apesar de 128 cepas terem apresentado crescimento em maltotriose,

apenas 9 testaram positivo para amilase, evidenciando a necessidade de melhorar a acuracia
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do método enzimatico. Em contrapartida, esses resultados demonstram, dentre as leveduras

isoladas, alto potencial de emprego em setores industriais que empreguem hidrolisados de

amido como substrato para fermentagao.
5 Conclusao

Este estudo prospectou leveduras do Sul do Brasil, avaliando 156 cepas em meios com
amido, glicose, maltose e maltotriose. Embora apenas 9 cepas tenham demonstrado atividade
de amilolitica, com destaque para o género Aureobasidium, 128 cepas cresceram em
maltotriose, demonstrando capacidade de emprego em setores da industria que utilizam
hidrolisados parciais de amido como substrato.
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