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APRESENTACAO

Temos o prazer de apresentar o segundo volume da obra “Pesquisa cientifica
e tecnolégica em microbiologia”, contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em
diversos locais do pais que apresentam analises de processos bioldgicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Conforme destacamos no primeiro volume, a microbiologia € um vasto campo
que inclui o estudo dos seres vivos microscoOpicos nos seus mais vaiados aspectos
como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagcdo com
outros organismos e com o ambiente além de aplicagbes biotecnolégicas. Como uma
ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos
fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a linha de frente
de avancos importantes na medicina, agricultura e na industria. Os microrganismos
sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e hoje possuimos ferramentas
cada vez mais eficientes e acuradas que nos permitem investigar e inferir as possiveis
enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

O potencial desta obra é enorme para futuras novas discussoes, haja vista que
enfrentamos a questdo da resisténcia dos microrganismos a drogas, identificagcdo de
viroses emergentes, ou reemergentes, desenvolvimento de vacinas e principalmente
a potencializagcdo do desenvolvimento tecnoldégico no estudo e aplicagdes de
microrganismos de interesse.

Portanto apresentamos aqui temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana
sdo com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiolégicos. Parabenizamos a todos os envolvidos que de alguma forma
contribuiram em cada capitulo e cada discussdao, com destaque principal a Atena
Editora que tem valorizado a disseminacdao do conhecimento obtido nas pesquisas
microbiolégicas.

Assim desejo a todos uma étima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 4

AVALIACAO DA ATIVIDADE AMILOLITICA EM CEPAS
DE LEVEDURAS ISOLADAS DE FRUTAS E BATATAS

Data de aceite: 10/12/2019

Rosimeire Oenning da Silva

Universidade do Estado de Mato Grosso Campus
Deputado Estadual René Barbour Faculdade de
Arquitetura e Engenharia Barra do Bugres MT

Karolay Améncia de Jesus

Universidade do Estado de Mato Grosso Campus
Deputado Estadual René Barbour Faculdade de
Arquitetura e Engenharia Barra do Bugres MT

Nadia Maria de Souza

Universidade do Estado de Mato Grosso Campus
Deputado Estadual René Barbour Faculdade de
Arquitetura e Engenharia Barra do Bugres MT

Fabio Cristiano Angonesi Brod
Universidade do Estado de Mato Grosso Campus

Deputado Estadual René Barbour Faculdade de
Arquitetura e Engenharia Barra do Bugres MT

RESUMO: Enzimas produzidas industrialmente,
como por exemplo as amilases estdao entre
as mais importantes na biotecnologia atual.
A grande diversidade genética e metabdlica
de leveduras existentes na natureza nos
da a possibilidade de encontrar cepas com
capacidade de secretar enzimas extracelulares
com caracteristicas interessantes. Diante disso,
0 objetivo desta pesquisa foi isolar e selecionar
cepas de leveduras produtoras de enzimas
extracelulares amiloliticas obtidas através
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da microbiota presente em frutas e batatas
adquiridas em supermercados do municipio
de Barra do Bugres-MT. Para verificar a
capacidade amilolitica das leveduras, as cepas
foram inoculadas, em placas de Petri contendo
meio YEPA (extrato de levedura, peptona e
amido). As placas foram incubadas a 30 °C
durante 5 dias. Apds esse periodo foi realizado
a sublimacéo do iodo para arevelacdo dos halos
de degradacao do amido. Aquelas leveduras que
apresentaram indice enzimatico (IE) maiores
que 2,1mm foram selecionadas para posterior
teste de fermentacéo submersa. Os resultados
mostraram que dentre as leveduras avaliadas,
15 apresentaram atividade amilolitica em placa.
Desses isolados, 8 apresentaram IE > 2,0 com
destaque para cepas BBAO1, BBA16, BBA18
e BB206 que atingiram IE de 4,8; 4,1; 2,8 e
2,7 respetivamente. Conclui-se, portanto, que
existe grande potencial amilolitico em leveduras
selvagens isoladas de batatas.

PALAVRAS-CHAVE: Amilases.
Degradacéo. indice Enzimatico.

Halos de

EVALUATION OF AMILOLITIC ACTIVITY
IN YEAST ISOLATED OF FRUIT AND
POTATOES

ABSTRACT: Industrially produced enzymes
such as amylases are among the most important
in today’s biotechnology. The great genetic and
metabolic diversity of yeasts in nature gives

Capitulo 4




us the possibility of finding strains capable of secreting extracellular enzymes with
interesting characteristics. Therefore, the objective of this research was to isolate
and select strains of yeast producing amylolytic extracellular enzymes obtained from
the microbiota present in fruits and potatoes purchased in supermarkets in Barra do
Bugres-MT. To verify the yeast amylolytic capacity, the strains were inoculated in Petri
dishes containing YEPA medium (yeast extract, peptone and starch). The plates were
incubated at 30 ° C for 5 days. After this period, iodine sublimation was performed
to reveal starch degradation halos. Those yeasts with enzymatic index (IE) greater
than 2.1mm were selected for subsequent submerged fermentation test. The results
showed that among the evaluated yeasts, 15 presented plaque amylolytic activity. Of
these isolates, 8 presented IE> 2.0, with strains BBAO1, BBA16, BBA18 and BB206
striking IE 4.8; 4.1; 2.8 and 2.7 respectively. It is concluded, therefore, that there is
great amylolytic potential in wild potato yeast isolates.

KEYWORDS: Amylases. Halos of Degradation. Enzyme Index.

11 INTRODUCAO

As amilases sdo moléculas capazes de acelerar 0s processos quimicos com
grandes vantagens frente aos catalisadores quimicos, principalmente por serem
ecologicamente viaveis. A cada dia presenciamos mais processos industriais que
utilizam enzimas como catalisadores, dentre as quais se destacam as enzimas nas
areas de alimentos, saude humana e animal e bens como papel e celulose e industria
téxtil (Monteiro and Silva 2009). Enzimas produzidas através de organismos vivos
sdo muito Uteis e apresentam uma diversificada aplicacdo. Essas enzimas podem
ser divididas em trés classes: (a) enzimas técnicas (inclui enzimas para industria
de detergentes, industrias de amidos, téxtil, etanol combustivel e farmacéutica), (b)
enzimas alimentares (enzimas para industria da panificacdo, cervejeira, bebidas
alcodlicas, laticinios e 0leos) e (c) e enzimas para industria de ragdo animal (Kumar et
al. 2014).

As amilases estdo entre as classes de enzimas alimentares de maior importancia
para a biotecnologia, pois apresentam grande versatilidade na industria. Como por
exemplo, na industria de panificacdo, melhorando a cor e a maciez do produto final, e
na producao de cervejas claras. Elas podem ser obtidas de diferentes fontes, incluindo
plantas, animais e micro-organismos, sendo os fungos filamentosos e as bactérias os
principais produtores (Selvan et al. 2016).

A demanda por alimentos de qualidade, atualmente & requerida pelos
consumidores. Isso faz com que a industria alimenticia busque desenvolver alimentos
com ingredientes naturais usando a aplicacdo de enzimas industriais. Por este fato as
enzimas (amilases, pectinases, xilanases, entre outras) sdo essenciais nas industrias
de aditivos alimentares (Keerti et al. 2014).

A bioprospeccéo de agentes produtores de enzimas &€ um dos campos mais
promissores dentro da biotecnologia, pois agrega alto valor a produgcdo em niveis
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industriais de produtos de consumo humano, como também por representar a
possibilidade de uso mais eficiente dos infinitos recursos naturais renovaveis de todo o
planeta. Devido ao potencial de gerar produtos e processos biotecnoldgicos e também
por apresentarem tempo reduzido e menor custo na producéo, diversidade genética
e metabdlica dos micro-organismos vem sendo explorada a milhares de anos (Farias
2008).

Diante do exposto, 0 presente trabalho de pesquisa teve como objetivo isolar
e selecionar leveduras produtoras de enzimas extracelulares amiloliticas, obtidas a
partir da microbiota presente em frutas e batatas coletadas em supermercados do
municipio de Barra do Bugres - MT.

2 | MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi realizada no Laborat6rio de Microbiologia da Universidade
do Estado de Mato Grosso, Campus universitario Deputado Estadual René Barbour da
cidade de Barra do Bugres, localizada no Estado de Mato Grosso, Brasil, (15°04°21”
de latitude sul e a 57°10°52” de longitude oeste).

2.1 Isolamento, selecao e preservacao das cepas

Para o isolamento das cepas, foram coletadas amostras das seguintes frutas:
morgote (Citrus aurantium X Reticulata var. murcote), nectarina (Prunus persica, var.
nucipersica), uva rubi (Vitis vinifera), uva niagara (Vitis labrusca), ameixa (Prunus
domestica), manga (Mangifera indica), péssego (Prunus pérsica), goiaba (Psidium
guajava), péra (Pyrus comunis), laranja-péra (Citrus sinensis L. Osbeck). E de
tubérculos como a batata inglesa (Solanum tuberosum) e batata doce (lpomoea
batatas). As frutas e tubérculos foram adquiridos em comércios locais do municipio
de Barra do Bugres-MT. Para a obtencao de colbnias isoladas, as amostras foram
devidamente higienizadas e cortadas sendo pesados 10g de cada amostra e por fim,
maceradas em liquidificador estéril contendo 90 mL de solucéo salina (NaCl) a 0,90 %
p/v, com subsequentes diluicdes em série. Em seguida, 100 yL de cada diluicao foram
semeados superficialmente em placas de Petri contendo meio de cultura YEPX (extrato
de levedura (Oxoid - Thermo Scientific) 1%, peptona (Vetec) 2%, xilose (Dinédmica) 2%
e agar (Merck) com pH corrigido para 4,0, adicionado de ampicilina na concentragao
de 500 mg L. As placas foram incubadas a 30°C por 48 horas

Apos o periodo de incubacgao, a selecéao de cepas de leveduras obtidas das frutas
se deu através de colbnias estriadas em placas de Petri que continham YEPD (extrato
de levedura 1%, peptona 2%, glicose ( Merck) 2% e agar 2%) com pH 4,0. Em seguida,
em torno de quatro a seis colénias por amostra foram selecionadas aleatoriamente
sendo entdo, novamente repicadas para obtencao de culturas puras. Estas culturas
puras foram preservadas para posterior avaliacéo de produg¢ao de amilase.

Para selecédo das cepas a partir de batatas, o procedimento adotado foi de
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forma direta. Apés incubacdo em meio YEPA (extrato de levedura 1%, peptona
2%, agar 2% e amido soluvel (Synth) 2%, com pH 6,0 as placas contendo a cultura
mista, apresentando assim colénias mais separadas sendo tratadas com vapor de
iodo e somente as colbnias que apresentaram halo de degradac¢dao do amido foram
selecionadas e purificadas.

As culturas puras foram preservadas em glicerol 15% em temperatura de -20°C.
As mesmas cepas também foram mantidas a 4°C, em tubos inclinados contendo o
meio YEPD com pH 4,0 de acordo com a técnica de Castellani (CASTELLANI, 1939).

2.2 Determinacéao do indice enzimatico

Para verificar a capacidade amilolitica das cepas isoladas, as linhagens foram
inoculadas com o auxilio de alga tipo agulha, em placas de Petri contendo meio YEPA
composto por: extrato de levedura 1%, peptona 2%, agar 2% e amido soluvel 2% com
pH 6,0.

Placas contendo cinco linhagens foram incubadas a 30 °C por 5 dias. Apds esse
periodo as superficies das placas foram tratadas com vapor de iodo para a revelagcéo
dos halos de hidrolise. As linhagens que apresentaram o halo de hidrélise foram
utilizadas para determinacéo do indice enzimatico de acordo a razdo entre o didametro
halo degradativo e o diametro da col6nia (Souza et al., 2011).

As anadlises foram realizadas em duplicatas e apenas com aquelas que
apresentaram halo de degradacao repetiu-se quatro vezes o experimento.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento das leveduras

A metodologia utilizada para o isolamento permitiu a obtencéo de 68 cepas de
leveduras, conforme disposto na Tabela 1.

Os resultados foram avaliados de acordo com a producédo das enzimas pela
presenca (+) ou auséncia (-) de atividade a partir de halos formados no meio de cultivo,
ao redor da col6nia. Além disso, foi mensurado o nivel de degradacao do substrato
especifico considerando, em milimetros, o didametro dos halos de degradacéo, sendo
os resultados expressos através de indice enzimatico (IE) que, por sua vez, expressa
a relacéo entre o didametro médio do halo de atividade e o didmetro médio da colonia
correspondente (STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD, 1998).

Das 55 (cinquenta e cinco) cepas de leveduras isoladas de frutas e testadas
para atividade amilolitica, 3.6% apresentaram resultados positivos para producéo
de amilase. Existem diversos fatores que podem ter contribuido para que a maioria
das leveduras isoladas de frutas ndo terem apresentado atividade amilolitica, dentre
eles: 0 meio de cultura, a temperatura que podem né&o ter sido o ideal para aquela
determinada levedura, ou até mesmo a sua incapacidade de expresséo e secrec¢ao de
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amilases (VASCONCELOS et al., 2003).

Morgote 05 BB.145 a BB.149

Ameixa 05 BB.150 a BB.154

Frutas
Péssego 04 BB.155 a BB.159

Nectarina 05 BB.160 a BB.164

Goiaba Vermelha 06 BB.165 a BB.170

Uva rubi 05 BB.171 a BB.175

Uva Niagara 03 BB.176 a BB.177

Pera importada 05 BB.178 a BB.182

Manga 09 BB.183 a BB.191

Laranja Pera 05 BB.192 a BB.196

Nectarina 03 BB.197
BB.204
BB.206

BBA.O1
BBA.02
BBA.03
BBA.04
12 BBA.0O5
Batata doce BBA.12
Tubérculos BBA.15
BBA.16
BBA.17
BBA.18
BBA.19
BBA.21

BBA.06
BBA. 24
8 BBA.06
Batata inglesa BBA. 24
BBA.25
BBA. 26
BBA. 27
BBA. 28

Tabela 1: Designacgéo das leveduras isoladas de frutas e tubérculos.
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3.2 Determinacao do indice enzimatico das cepas isoladas de frutas e batatas

O baixo percentual de leveduras produtoras de amilases é demonstrado também
em alguns trabalhos cientificos: Landell et al., (2009) analisaram o perfil enzimatico
de linhagens de leveduras isoladas de bromélias e constatou que 13% apresentaram
resultados positivos para amilase. Mautone (2008), ao isolar 175 leveduras de figueiras,
obteve 30% de linhagens amiloliticas. Farias (2008), testaram 333 leveduras isoladas
de solo de areas preservadas no estado de Roraima e obtiveram somente 5% de
linhagens com producéo de amilase apresentando IE entre 0,98 a 3,4

Das 20 (vinte) leveduras isoladas de tuberculos 100% das provenientes de batata
doce, e 25% das provenientes de batata inglesa apresentaram atividade amilolitica em
placa. Do total de isoladas, oito apresentaram IE = 2,0 com destaque as leveduras BBA
01, BBA16, BBA18 e BB 206 que atingiram |IE de 4,8 =4,1 = 2,8 e 2,7 respectivamente.

2.7

iNDICE ENZIMATICO {cm)

BeA 17 | 4
Be.204 I -
se.206 P

Figura 1: indice enzimatico de leveduras de frutas e batatas verificados pela observagao e
medicéo de halos de degradacé&o do amido em placas utilizando iodo sublimado.

Segundo Lealem and Gashe (1994), para considerar um micro-organismo produtor
de enzima ele deve apresentar um indice Enzimatico maior que 2,0. Os resultados da
presente pesquisa corroboram com os encontrados por Silva e colaboradores (2009),
gue ao isolarem bactérias do feijao caupi obtiveram um indice enzimético =2,0. Costa e
colaboradores (2011) apresentaram dados semelhantes aos encontrados na presente
pesquisa que ao isolar leveduras de batata-doce, obtiveram cepas com IE =2,1. Alves
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(2017) avaliou trinta e oito linhagens de micro-organismos sendo 15 bactérias e 23
leveduras. 12 isolados apresentaram atividade em meio com 0,2% de amido. Destes 4
séo linhagens bacterianas e oito s&o linhagens de leveduras. Os isolados A5, B7, B10
e E4 se destacaram por apresentarem indices enzimaticos de 3,60, 2,78, 2,97 e 2,01
respectivamente.

Ao utilizar um meio de cultura contendo apenas amido como fonte de carbono
exige que o micro-organismo inoculado produza enzimas extracelulares, uma vez que
0 amido n&o penetra na célula devido ao seu tamanho molecular. Para alguns micro-
organismos, algumas enzimas nao se dispersam no meio de cultura, permanecendo
aderidas a parede celular e, consequentemente, ndo formam o halo de hidrélise
(Giongo 2006; Gongalves 2007).

A visualizacdo do halo de degradacao (Figura 2) também pode depender da
presenca de substancias que interagem com o corante (resultando em falsos positivos
e falsos negativos) ou com a enzima, inibindo sua ligagéo com o substrato (Neirotti and
Azevedo 1988; Colen 2006). Outro fator relevante é que a atividade enzimatica, pode
sofrer interferéncia dos fatores fisico-quimicos como temperatura e pH (Sanomiya and
Nahas 2003; Maccheroni et al. 2004).

BB.18

E 3~ -

Figura 2: Halos de Atividade Amilolitica

41 CONCLUSAO

Os resultados indicaram que a batata doce é uma excelente fonte para o
isolamento de leveduras com atividade amilolitica esse fato pode ser explicado pela
batata ser uma fonte rica em amido, o que contribui para o desenvolvimento de uma
microbiota adaptada na utilizagéo deste substrato como fonte de carbono. Ja as frutas
por terem uma baixa quantidade de amido na sua composic¢éo limita o desenvolvimento
de uma microbiota com atividade amilolitica.
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