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Eixo 02: Ciências Biológicas

RESUMO
O Brasil é o terceiro maior produtor global de frutos, especialmente laranjas. O descarte inadequado
desses resíduos polui o ambiente e prejudica o comércio. Este estudo foca em usar leveduras isoladas
de laranja decompostas para avaliar seu crescimento e atividade pectinolítica. Esses microrganismos
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foram coletados, cultivados e testados em meios de cultura contendo, alternadamente, pectina bruta e
purificada, casca de laranja desidratada e triturada, glicose ou galactose. Os resultados mostraram que
as leveduras foram capazes de crescer metabolizando as diferentes fontes de carbono utilizadas. Foi
observado leveduras com capacidade pectinolíticas, sugerindo potencial para aplicações na indústria
alimentícia e farmacêutica. 
Palavras-chave: Casca de laranja. Galactose. Glicose. Pectina. Resíduo.

INTRODUÇÃO

O Brasil é o terceiro maior produtor global de frutos frescos e transformados, atrás

apenas da China e Índia (SILVA et al., 2014). A produção e processamento da laranja doce

(Citrus sinensis) representam um mercado robusto, liderado pelo Brasil, principal produtor e

exportador global (KANASHIRO et al., 2020; SHARMA et al., 2017). Dentre os principais

componentes da casca da laranja a pectina tem lugar de destaque (AYALA et al., 2021).

No  entanto,  o  descarte  inadequado  desses  resíduos  agroindustriais  gera  poluição

ambiental  e  déficit  comercial.  Esses  resíduos  poderiam  ser  aproveitados  em  processos

biotecnológicos, que utilizam esses descartes como substratos para leveduras na produção de

biomoléculas  para  diversas  aplicações,  resultando  em  produtos  valiosos  para  indústrias

farmacêuticas e alimentícias (FLEURI et al., 2014; GOULA; LAZARIDES, 2015). 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de leveduras selvagens,

isoladas de laranjas, em meios com carboidratos encontrados nos resíduos de frutas.

MATERIAIS E MÉTODOS

As leveduras utilizadas foram isoladas de laranjas em decomposição. Uma amostra de

1g dos frutos foi coletada e usada para a inoculação em um meio líquido YNB (0,67% de base

nitrogenada de levedura) com 0,02% de cloranfenicol e 1% de xilose. Subsequentemente, foi

realizado  um  processo  de  esgotamento  por  estriamento  utilizando  os  mesmos  reagentes

mencionados anteriormente, porém com a adição de 2% de ágar em placas de Petri. Após o

esgotamento, as placas foram incubadas a 30ºC por 48h e 38 colônias com morfologia de

levedura foram isoladas e reservadas como culturas puras em criotubos a -80°C.

Depois do isolamento, foram analisados os perfis de crescimento celular de cinco das

linhagens isoladas: CHAP-059, CHAP-063, CHAP-067, CHAP-076 e CHAP-082. As células

foram cultivadas em meios YP (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, pH 7,0) contendo,

alternadamente, 1% de pectina bruta, 1% de pectina purificada (Sigma-Aldrich), 1% de casca

de laranja desidratada e triturada, 1% de galactose ou 1% de glicose. As leveduras também

foram testadas em meios com pectina ou casca juntamente com 50mg/L da enzima pectinase
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de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich), conforme descrito por  (MA et al., 2016). Os cultivos

foram conduzidos a 30ºC e 145rpm por 90h. Dentro desse período, foram realizadas coletas a

cada  12h  para  acompanhar  o  crescimento  celular  das  leveduras  por  espectrofotometria

(densidade óptica – DO) a 570nm. Ao fim das 90h de cultivo em pectina purificada, 1mL de

cada meio foi centrifugado (3min, 9000rpm) e seu sobrenadante foi reservado em microtubo

no  gelo.  Na  sequência,  10µL do  sobrenadante  foram  misturados  a  15µL de  tampão  de

succinato-tris  (0,15M,  pH  5)  contendo  1%  de  pectina.  Como  controle  negativo,  foram

utilizados os respectivos meios de cultura não inoculados. As reações foram conduzidas em

microplacas de 96 poços incubadas por 1h a 30ºC e a 50ºC. Depois dessa incubação, o ácido

galacturônico oriundo da hidrólise da pectina foi determinado por DNS conforme descrito por

Albarello et al., (2023).

Os meios confeccionados com casca de laranja e pectina bruta foram preparados a

partir de resíduos de laranjas de um restaurante de Chapecó/SC. As cascas foram secas em

estufa e, posteriormente, trituradas em moinho de facas. O material foi peneiramento até a

granulometria desejada (< 60mm). Para a extração de pectina, 15g de cascas trituradas foram

adicionados em 200mL de HCl 0,5M, pH 2. A extração foi realizada em agitador mecânico a

650rpm e 80ºC por 2h. A fração rica em pectina foi precipitada com etanol 95% na proporção

de 1:2 por 1h e 4ºC. A pectina foi então filtrada, lavada com etanol e seca em estufa a vácuo a

60ºC até atingir peso constante. A pureza da pectina foi determinada com base no teor de

proteína (pureza (%) = 100 – teor de proteína) pelo método Kjeldahl, empregando fator de

correção de 6,25 para nitrogênio total. O método de extração ácida obteve 11,75% de pectina

(18,88g/L) com grau de pureza de 92,83%.

RESULTADOS E DISCUSSÕES

Todas a cepas testadas foram capazes de crescer nos meios de cultura contendo as

diferentes  fontes  de  carbonos  fornecidas  (Figura  1).  Os meios  de  culturas  com glicose  e

galactose foram os que proporcionaram maior crescimento, devido ao fato de serem fontes de

carbonos menos complexas do que as moléculas de pectina e outras moléculas encontradas

nas cascas de laranjas (AYALA et al., 2021). 

Figura 1 – Crescimento celular das leveduras em meios com pectina bruta (PB), pectina
purificada da Sigma-Aldrich (PS), casca de laranja triturada (CT), galactose (GAL), glicose

(GLI) e acrescidos de enzima (EL) — pectinase de A. niger. 
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A  pectina  é  uma  classe  de  heteropolissacarídeos  complexos  contendo  ácido

galacturônico, galactose e glicose (MA et al., 2016). Nos meios acrescidos de pectinase de A.

niger, as leveduras tiveram desempenho ligeiramente superior ao observado nos meios sem

adição de enzima.

Os resultados dos ensaios de atividade enzimática estão discriminados na figura 2,

onde  se  pode  notar  que  em  todas  as  cepas  testadas  foram  identificadas  atividades

pectinolíticas nos meios contendo a pectina purificada da Sigma-Aldrich (nesses meios, não

houve adição prévia da pectinase de A. niger). Os dados estão apresentados como U/mL, onde

uma unidade (U) corresponde a 1nmol de ácido galacturônico liberado por minuto a 30ºC e

50ºC. A CHAP-067 apresentou o maior desempenho a 30ºC dentre as cepas testadas. Já em

50ºC, a CHAP-076 apresentou o melhor desempenho.

Figura 2 – Atividade pectinolítica nos meios após cultivo das leveduras.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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As aplicações de preparação enzimática são limitadas pelo elevado custo das enzimas

de  pectinase  (MA  et  al.,  2016). Desse  modo,  obter  linhagens  de  leveduras  capazes  de

promoverem essa quebra em frações menores é extremamente desejável, o que demonstra o

potencial biotecnológicos desses microrganismos. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os resultados obtidos através dos experimentos de crescimentos celular e atividade

enzimática sugerem que as diferentes cepas de leveduras utilizadas são capazes de crescer em

diferentes  meios  de  cultura.  Os  dados  indicam  também  que  essas  leveduras  secretam

pectinases que podem ter aplicações nas indústrias alimentícias e farmacêuticas.
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