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RESUMO - A prospeccao de novos microrganismos vem sendo uma das areas de
maior enfoque da biotecnologia, com o objetivo de utilizd-los em industrias de
alimento, na area da satide e do meio ambiente. O objetivo do trabalho foi avaliar
a capacidade de assimilacdo e fermentacdo de diferentes fontes de carbono, como
frutose, maltose, amido soluvel e celobiose, por seis linhagens de microrganismos
isolados de laticinio, através de cultivos independentes em Meio Mineral
Suplementado (MMS). Os testes foram conduzidos a 30 °C por um periodo de 264
h, com intervalo de inspe¢do de 24 h. Observou-se que apoOs as primeiras 24 h de
cultivo, os substratos foram assimilados pelas linhagens estudadas. A linhagem P1
apresentou fermentagdo vigorosa com todos os substratos. Além disso, para os
substratos frutose, maltose e celobiose os resultados obtidos foram melhores
quando comparados com o amido. Conclui-se que as linhagens estudadas sdo
alternativas para serem empregadas em processos fermentativos nos quais os
substratos testados estdo biodisponiveis.

1. INTRODUCAO

Leveduras s3o microrganismos pertencentes ao reino fungi, podendo ser prospectadas
partindo de diferentes substratos e habitats. Elas podem apresentar caracteristicas especificas
e diversidade metabdlica, além de conseguirem assimilar diversos compostos organicos
(Santos et al., 2012).

Diferente de quando se usa fungos filamentosos, ao utilizar leveduras em grande
escala sdo obtidas algumas vantagens como a grande concentra¢cdo de enzimas, curtos ciclos
de fermentacao, uso de meios de fermentacdo de baixo custo e baixa patogenicidade
(Farias; Vital, 2008). Ademais, com o aumento da disponibilidade de substrato em residuos
industriais, novas pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de converter esses
substratos em produtos de valor agregado.

A industria alimenticia tem mostrado importante papel na economia do pais, dando
destaque ao setor de laticinios, que se encontra entre os quatro principais setores da industria
de alimentos, perdendo apenas para derivados de carne, setor de beneficiamento de café, cha e
cereais e o setor agucareiro (Carvalho, 2010).
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A bioprospec¢do ¢ uma das atividades mais antigas do homem, sendo definida em
1993 como "a exploracdo da biodiversidade para a descoberta de recursos genéticos e
substancias bioquimicas comercialmente uteis" (Laird, S. A., 2002), porém essa defini¢ao ¢
incompleta. Hoje, esse termo também ¢ muito utilizado para descrever a coleta e triagem de
novos seres vivos para fins comerciais, tanto na area da satide, quanto na de alimentacao e de
problemas ambientais (Artuso, 2002). Sabe-se que existe mais de 700 espécies de leveduras
prospectadas, obtidas tanto no meio ambiente, quanto em animais e seres humanos (Santos et
al.,2012).

O objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de assimilacdo e fermentacdo de
frutose, maltose, amido solivel e celobiose por diferentes microrganismos isolados de
laticinio, através de cultivos em meio mineral suplementado.

2. MATERIAL E METODOS

Seis linhagens isoladas em trabalhos prévios (Honma, 2018) de um laticinio localizado
na cidade de Guaragai, Sdo Paulo, Brasil, foram mantidas em meio YEPL solido (em g.L™:
extrato de levedura, 20,0; peptona bacterioldgica, 20,0; agar-agar, 15,0; lactose, 20,0) a 4 °C.
Para denominar essas linhagens foram utilizados os cddigos P1, PI1, PI3 (isolados do queijo
parmesao), 1TE (primeiro tanque de efluente), SR (soro residual da produgao de queijo ricota)
e STFB (tanque de soro destinado a produtores rurais).

Para testar se estas seis linhagens bioprospectados de um ambiente industrial
conseguiam assimilar e fermentar, em cultivos independentes, substratos como frutose,
maltose, amido soltvel e celobiose como fontes unicas de carbono, conduziu-se o0s
experimentos em tubos de ensaio contendo 10 mL de Meio Mineral Suplementado — MMS
composicdo (g.L™): (NH,):SOs, 5,0; KH,PO,, 3,0; MgSO,.7H20, 0.5 (Verduyn et al., 1992);
extrato de levedura, 4,5; peptona bacterioldgica, 7,5; substrato, 20,0. O pH foi ajustado para
6,0 usando NaOH. Em seguida, adicionou-se um tubo de Durham invertido em cada um dos
tubos com a solucdo e esterilizou-os em autoclave (121°C, 15 min.). Nao foi adicionados
solugdo de vitaminas e elementos traco, porém colocou-se uma solucdo indicadora de azul de
bromotimol (0,6 g.L"') esterilizada por filtragdo (0,45 um). De acordo com Kutzman et al.
(2011), quando os acucares sdo consumidos, o MMS contendo a solugdo indicadora reage
alterando a cor do meio de verde para amarelo. Mas, se os agucares nao forem consumidos e
os aminoacidos presentes forem utilizados como fonte de carbono, o meio torna-se azul.

Antes de realizar o in6culo das linhagens estudadas nos tubos contendo MMS, as
mesmas foram expandidas sem meio YEPL (g.L': extrato de levedura, 20,0; peptona
bacteriologica, 20,0; substrato, 20,0). Os microrganismos foram inoculados na concentracao
de 1:10. Um tubo de ensaio sem substrato foi usado como controle negativo (Honma et al.,
2018). Os tubos foram incubados a 30 2C durante 11 dias (264h) ¢ analisados em intervalos
de 24h.

No teste de assimilagdo (indicado por “A” nas tabelas 1, 2 e 3), foram consideradas
positivas as amostras que o meio se tornou turvo apds ser incubado. Ja para fermentacio
(indicado por F nas tabelas), considerou-se positivos aqueles que tiveram o tubo de Durham
preenchido com gas. Os resultados foram expressos da seguinte maneira: - (negativo, nao
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assimilou ou ndo fermentou); +° (tubo de Durham preenchido com uma pequena bolha de
gas); +'” (1/3 do tubo de Durham preenchido com gas); +"* (metade do tubo de Durham
preenchido com gas); + (positivo, com tubo de Durham totalmente, ou mais da metade,
preenchido com gas).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em termos da capacidade das seis linhagens (P1, PI1, PI3, 1TE, SR e STFB) em
fermentar mono- (frutose) e dissacarideos (maltose, celobiose), observou-se que a maioria das
linhagens avaliadas apresentaram inicio de fermentacdo (tubo de Durham preenchido com
uma pequena bolha de gas) nas primeiras 24 h do teste, exceto a linhagem STFB que nesse
intervalo de tempo ainda nao havia comegado a fermentar com celobiose. Ainda em relagdo a
fermentagdo, notou-se que apos 24h de cultivo com amido ndo foi observado produgdo de gas
por nenhuma das linhagens.

Tabela 1 — Resultado do teste de assimilagdo e fermentacdo em MMS das seis linhagens
de leveduras, apos 24 h de cultivo

Ap0Os 24 h
Linhagens Frutose Maltose Amido Celobiose

A F A F A F A F

P1 + +° + +° + - + +°
PI1 + +° + +° + - + +°
P13 + +° + +° +* - + +°
1TE + +° + +° + - + +°
SR + +° + +° +* - + -
STFB + +° + +° + - + -

Onde, A: assimilagdo; F: fermentago; - : negativo, ndo assimilou ou fermentou; +° : tubo de Durham preenchido com uma pequena
bolha de gas; +'* : 1/3 do tubo de Durham preenchido com gis; +"? : metade do tubo de Durham preenchido com gas; + : tubo de
Durham totalmente (ou mais de 1/2) preenchido com gés; +" : tragos de cor azul no meio.

A partir da analise dos dados de cultivo apresentados na Tabela 1 notou-se que nas
primeiras 24 horas de cultivo houve a assimilagdo de todos os substratos por todas as
linhagens.

Na analise de 168 h de cultivo, as leveduras apresentaram melhoras significativas em
relacdo a fermentagdo, como por exemplo, a P1 e PI3, que alcangaram uma fermentacao
vigorosa com frutose e celobiose, preenchendo por completo os tubos de Durham. Além
disso, nesse tempo, houve o inicio da fermenta¢do em amido e o aumento da bolha de gis em
todos os cultivos.
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Tabela 2— Resultado do teste de assimilagdo e fermentacdo em MMS das seis linhagens de
leveduras ap6s 168 h de cultivo

Apds 168 h

Linhagens Frutose Maltose Amido Celobiose

A F A F A F A F

P1 + + + +172 + +° + +
PI1 + +12 + +17 + +° + +12

PI3 + + + +17 + +° + +

ITE + +13 + +12 + +° + +
SR + + + +° + + +13
STFB + +l/3 + +1/2 + 4o + +]/2

Onde, A: assimilagdo; F: fermentagdo; - : negativo, ndo assimilou ou fermentou; +° : tubo de Durham preenchido com uma
pequena bolha de gés; +' : 1/3 do tubo de Durham preenchido com gas; +'"? : metade do tubo de Durham preenchido com
gés; + : tubo de Durham totalmente (ou mais de 1/2) preenchido com gas; +" : tragos de cor azul no meio.

Ao analisar as amostras no tempo final estabelecido para os cultivos, ou seja, apds
onze dias (264 h), encontraram-se os resultados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3—Resultado do teste de assimilagdo e fermentagdo das seis linhagens isoladas, apos

264 h de cultivo
Apbs 264 h

Linhagens Frutose Maltose Amido Celobiose

A F A F A F A F

P1 + + + +12 + + |+ +
P11 + +12 + +5 + + |+ +172

PI3 + + + +5 + + |+ +

ITE + +12 + +2 ]+ + |+ +
SR + + + +5 4 + |+ +17
STFB + +12 + +2 ]+ + |+ +172

Onde, A: assimilagdo; F: fermentagio; - : negativo, ndo assimilou ou fermentou; +° : tubo de Durham preenchido com uma
pequena bolha de gas; +' : 1/3 do tubo de Durham preenchido com gas; +'"? : metade do tubo de Durham preenchido com
gés; + : tubo de Durham totalmente (ou mais de 1/2) preenchido com gés; +" : tragos de cor azul no meio.

No final do teste, foi possivel observar que para os substratos frutose, maltose e
celobiose os resultados obtidos foram melhores quando comparados com o amido. As seis
linhagens conseguiram assimilar o amido nas primeiras 24 horas, porém, quanto a
fermentagdo, mesmo apds as 264 horas, nenhuma apresentou resultados vigorosos, uma vez
que estavam apenas com uma pequena bolha, ou seja, havia apenas iniciado o processo de
fermentagdo. Ainda sobre o amido, observou-se que as linhagens PI3 e SR apresentaram um
halo azulado sobre a superficie do MMS, como apresentado na Figura 1. Essa colora¢do
sugere que os microrganismos cresceram utilizando inicialmente aminoacidos presente no
meio para depois utilizar o substrato principal. (Kutzmanet al., 2011).

Figura 1 — Linhagens cultivaas em M\MS com amido soluvel, apos 24 h de incubago.
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O amido ¢ presente em inumeras matérias-primas agricolas e ¢ reportado como um
substrato conveniente para producdo de etanol (Bastos ef al., 2015; Castro et al., 2011), mas
embora muitos agucares possam ser fermentados e assimilados pelas leveduras, a capacidade
para degradar amido ndo ¢ uma caracteristica comum entre elas. Nesse sentido, Bastos et al.
(2015) apontaram que as leveduras capazes de degradar o amido tém sido consideradas
microrganismos promissores.

E conhecido que as enzimas glicosidases (B-glicosidases) convertem moléculas de
celobiose em duas moléculas de glicose (Corazza et al., 2005; Zhang et al., 2006; Zhang e
LYND, 2004). Logo, leveduras que possuam enzimas capazes de hidrolisar celobiose sao
promissoras para aplicacdes na fermentacdo de materiais lignocelulosicos, eliminando a etapa
de hidrolise prévia a fermentacao, pois o microrganismo mais frequentemente utilizado para a
fermentagdo de etanol em processos industriais € a Saccharomycescerevisiae, que fermenta
materiais lignocelulésicos desde que estes sejam previamente hidrolisados.

Em referéncia aos processos fermentativos de maltose por leveduras, estes tém sido
objeto de muitas pesquisas. Pois, pelo fato da maltose possuir uma taxa de fermentacao
abaixo da glicose, existem esfor¢os para melhorar essa eficiéncia, sendo o transporte da
maltose para o interior das células o principal fator de controle sobre a taxa de fermentacao
(Ganatsios et al., 2014). As linhagens de leveduras avaliadas no presente trabalho mostraram-
se capazes de fermentar maltose, mas também em taxas menores quando comparado a glicose.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que, as seis linhagens cultivadas em Meio Mineral Suplementado,
mostraram-se aptas a assimilarem os substratos amido, maltose, frutose e celobiose no
periodo de 24 horas. Durante esse periodo também houve o inicio da fermenta¢do para os
substratos testados, com excec¢ao do amido. Além disso, foi observado um halo azul sobre a
superficie do MMS com amido e as linhagens PI3 e SR, indicando que os microrganismos
cresceram utilizando inicialmente aminoacidos presentes no meio para depois utilizar o
substrato principal. No final da andlise, 264 horas, notou-se uma melhora significativa com
relacdo a fermentagdo, dando destaque as linhagens P1 e PI3. Nesse sentido, conclui-se que as
linhagens estudadas possuem potencial para utilizacdo em processos de fermentagdo de
residuos de origem agroindustrial que contenham em sua composi¢do os substratos testados,
demonstrando assim o potencial da prospec¢ao de novas linhagens em ambientes industriais.
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