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RESUMO

Enzimas sdo biomoléculas amplamente utilizadas na produg¢do de alimentos, farmacos,
biocombustiveis e outros setores. Em vista disso, existem microrganismos com significativo
potencial biotecnologico para sintetizar diversas enzimas. Entre esses microrganismos,
destacam-se as leveduras, microrganismos eucariontes unicelulares que atuam como fontes
promissoras de enzimas devido a diversidade metabolica, facilidade de cultivo e producao em
larga escala. Este estudo avaliou 52 linhagens de leveduras isoladas de solo do semidrido
baiano quanto a producdo das enzimas lipase, amilase, protease e pectinase. Sendo assim,
propde-se (1) reativar linhagens de leveduras provenientes de coletas de solo no semiarido
baiano; (2) avaliar a capacidade de leveduras do solo quanto a producdo de enzimas
hidroliticas; (3) analisar o indice enzimatico obtidos quanto a producdo de lipase, amilase,
protease e pectinase em meios especificos; e (4) classificar as culturas mais promissoras para
aplicagdes biotecnoldgicas, conforme os testes realizados. As colonias foram reativadas e
cultivadas em meio yeast malt agar, e posteriormente submetidas a triagem qualitativa em
meios so6lidos especificos a cada enzima, incubadas a 28 °C por 21 dias, com determinagao do
ndice Enzimatico Médio (IEM). Os resultados apresentaram destaque para lipases (51,9%
das cepas), seguidas por pectinases (15,38%), amilases (13,46%) e proteases (13,46%). Das
linhagens avaliadas, 48,63% apresentaram alta atividade (IEM > 2) para pelo menos uma das
enzimas testadas. Além disso, destacam-se também linhagens com atividade enzimatica
multifuncional, incluindo cepas capazes de produzir duas ou trés enzimas simultaneamente,
como P1A23 (lipase, protease e pectinase) e P2B5 (lipase, amilase e pectinase). A ocorréncia
dessas linhagens sugere vantagem adaptativa no ambiente semiarido e potencial econdmico,
devido reduzir etapas e custos em processos. A diversidade de perfis enzimaticos revela o
potencial da bioprospeccdo de leveduras do solo para processos biotecnologicos.

Palavras-chave: Solo. Microrganismo. Hidrolases. Fungos. Bioprospecgdo. Atividade
enzimatica.



ABSTRACT

Enzymes are biomolecules widely used in the production of food, pharmaceuticals, biofuels
and other sectors. Therefore, microorganisms have significant biotechnological potential for
synthesizing various enzymes. Among these microorganisms, yeasts stand out, unicellular
eukaryotic microorganisms that act as promising enzyme sources due to their metabolic
diversity, ease of cultivation, and large-scale production. This study evaluated 52 yeast strains
isolated from soil in the semiarid region of Bahia for the production of lipase, amylase,
protease, and pectinase. Therefore, we propose (1) to reactivate yeast strains from soil
samples collected in the semiarid region of Bahia; (2) to evaluate the capacity of soil yeasts to
produce hydrolytic enzymes; (3) to analyze the enzyme indices obtained for the production of
lipase, amylase, protease, and pectinase in specific media; and (4) classify the most promising
cultures for biotechnological applications, based on the tests performed. The colonies were
reactivated and grown on yeast malt agar medium, and subsequently subjected to qualitative
screening on solid media specific for each enzyme, incubated at 28°C for 21 days, with
determination of the Mean Enzymatic Index (MEI). The results highlighted lipases (51,9% of
the strains), followed by pectinases (15.38%), amylases (13.46%), and proteases (13.46%). Of
the strains evaluated, 48,63% showed high activity (MEI > 2) for at least one of the enzymes
tested. Furthermore, strains with multifunctional enzymatic activity also stood out, including
strains capable of producing two or three enzymes simultaneously, such as P1A23 (lipase,
protease, and pectinase) and P2BS5 (lipase, amylase, and pectinase). The occurrence of these
strains suggests an adaptive advantage in the semiarid environment and economic potential,
due to the reduction in process steps and costs. The diversity of enzyme profiles reveals the
potential of bioprospecting soil yeasts for biotechnological processes.

Keywords: Soil. Microorganism. Hydrolases. Fungi. Bioprospecting. Enzymatic activity.



LISTA DE ILUSTRACOES

QUADROS

Quadro 1 - Enzimas hidroliticas, suas fontes microbianas e aplica¢des biotecnoldgicas......... 15
Quadro 3 - Critérios de valores de IE em triagens qualitativas em meio sélido...................... 27
FIGURAS

Figura 1 - Cultivo de leveduras do solo em fluxo laminar..............coceoeeviniininnininenncnene 21
Figura 2 - Método de medigao do halo de degradacao..........c.cccveeiieriieeciienieeiieieeieeeees 24

Figura 3 - Linhagens da Parcela 1 de solo com atividade lipolitica alta (IEM > 2,0) de

leveduras do s0lo do Semiarido Daiano...........cueveerueeierieniiiieeieeee et 31
Figura 4 - Linhagens da Parcela 2 de solo com atividade lipolitica alta (IEM > 2,0) de

leveduras do solo do semiArido DalaNn0...........eevuieiiieiiiiiieeie e 32
Figura 5 - Linhagens da Parcela 1 de solo com atividade proteolitica alta (IEM > 2,0) de
leveduras do s0lo do SemiArido Daan0.........cccuevueeruirierieniiierieieee e 34
Figura 6 - Linhagens da Parcela 2 de solo com atividade proteolitica alta (IEM > 2,0) de
leveduras do solo do semiArido DalaAn0...........ceeuieiiieiiiiiieiie e 35
Figura 7 - Linhagens da Parcela 1 de solo com atividade amilolitica alta (IEM > 2,0) de
leveduras do 010 dO SEMIATIAO. ........ccueiiiiiiiiieiieie ettt 36
Figura 8 - Linhagens da Parcela 2 de solo com atividade amilolitica alta (IEM > 2,0) de
leveduras do s0lo do Semiarido Daiano..........cc.eveerueeierieriiiiecieieee e 36
Figura 9 - Linhagens da Parcela 1 de solo com atividade pectinolitica alta (IEM > 2,0) de
leveduras do solo do semiArido Dalan0.........c.cevuieriieriiiiiieiie e 38
Figura 10 - Linhagens da Parcela 2 de solo com atividade pectinolitica alta (IEM > 2,0) de

leveduras do SO10 dO SEMIATIAO DAIAINIO. .......eueeeeeeeeeee e 38

GRAFICOS

Grafico 1 - Distribui¢do de atividade por enzima de leveduras do solo do semiarido baiano 28
Grafico 2 - Distribuigcdo de atividade alta (IEM > 2) por enzima de leveduras do solo do
SEMIATIAO DATANO. ....eeuiiieiieieee et ettt et sttt et s s ettt e sae et e entesaeebeeneenneenee 29
Grafico 3 - Distribui¢do de linhagens multifuncionais com IEM > 2 por enzima de leveduras

dO SOLO O SEMIATIAO DAIANIO. ... et e e e e e e e e e e e eeaaeeeeeeeeeearaaaeeeeeennaens 42



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Indice Enzimatico Médio (IEM) com resultados > 2 para lipase de leveduras do
5010 dO SEMIATIAO DATANO. .....c..eieiiiiiiieiie ettt ettt et st 30
Tabela 2 - indice Enzimatico Médio (IEM) com resultados > 2 para protease de leveduras do
5010 d0 SEMIATIAO DAIANO........eiuiiiiiiiiitieiieie ettt 34
Tabela 3 - Indice Enzimético Médio (IEM) com resultados > 2 para amilase de leveduras do
5010 dO SEMIATIAO DATANO......c..eiiiiiiiiiiiie et ettt et e e e 36
Tabela 4 - Indice Enzimatico Médio (IEM) com resultados > 2 para pectinase de leveduras do
5010 d0 SEMIATIAO DAIANO........eiuiiiiiiiiiiieiiete ettt 38
Tabela 5 - Linhagens multifuncionais de leveduras do solo do semiarido baiano, com

TESUILAAOS AE IEMM 2 2.t e e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeeeeeaaaaanaeas 41



SUMARIO

I INTRODUGAQ: -+ttt 13
2 REVISAO DE LITERATIUR A v eereeereeenttmuttttanttmttett ettt 15
2. 1 ENZIMAS HIDROLITIC AS + -« v eerrereereeneentmutmttnatetatatataaeaeneanen 15

2. 1L L LAPASE -+ s s e e ee e e s e e 16

D 1. D PLOLEASE - -+ -+ -+ -+ r e eeremsmsae et e e e e e 17

D 1. 3 AIMLASE: “+ v v v v v eeeeree e et et e e 17

D] 4 PECtINASE « -+« v v+ v et e e e e et e 18

2.2 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ENZIMAS -« cerreeerereeneeeeeeee. 19

D 3 LEVEDURAS: e e terstettntuattttttttt ittt ettt ettt 19

3 METODOLOGIA: -+ +# v v ertnrarsesatt ettt et ettt 71
3. 1 ORIGEM DO MATERIAL BIOLOGICO -« v ceveereemseenuemmeentaientaneaanaan. 21
3.2 REATIVACAO E CULTIVO DE LEVEDURAS -+ treteetreerreii. 21
3.3 TRIAGEM DA PRODUC AO ENZIMATICA - c+veeneeeeeemneanneaeaneaneaanean. 22
3.3. 1 Atividade Lipolticar -« «xxwrereesssssmmmsmmmitttitiniiiiiiii o)

3. 3.2 Atividade ProteolitiCar -« - - - - rrrsrrrrrrrmrmrnenarerttte et 23

3.3 3 Atividade AMILOTICA: -« -« v rrrrrrrrerrernrerneente et 23

3.3 4 Atividade PectinolitiCa: -« -« -« rr-rrrrrremrremneaneenneat e 23

3.4 ANALISE QUALITATIV A -« eseeeresssssssesssin ettt sttt 24

3.5 ANALISE ESTATISTICA E INDICE ENZIMATICO:+++--vvvveveeeeeessseseeeeeeen. 25

4 RESULTADOS E DISCUSS A -+ e eeeeremeetesatttte ittt 26
4.1 ATIVIDADE ENZIMATIC A« v eceeeneeeneeneenutantetattatatattaaneaneaean. 26

4. 1.1 Atividade LIpOHtica: -+ «wxrrrreressssssmmmmsiiitttitntiiiiiiiiit 30

4. 1.2 Atividade ProteOlitica: -« -« -« -+« rrrrrrererrererareneneetat ettt 34

4. 1.3 Atividade AmMIIOLItICa: -« e v rrrrrrrremreennemneamtt ettt 35

4. 1. 4 Atividade PectinolitiCar -« ««-rxx rrerrrrrremmeemnemtent ettt 37

4.2 CULTURAS PROMISSORAS PARA APLICACOES BIOTECNOLOGICAS: -+ 39

B 2. 1 LAPASES - +wv v ereee e eeee et 39

B. D D PrOLEASES -+ -+ -+ =+ r e rrrnmnmaes ettt et 40

B D 3 ATHIASES -+ -+ -+ v v e ememmnma et 40

B. D 4 PoCtIASES -+ -+ -+ -+ -r v e e rmmnmnea et e 40

4. 2' 5 Athldade Enzlmétlca Interrnedlérla .................................................. 41



4. 2. 6 Linhagens multifunci()nais ............................................................. 41

4.3 LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVA FUTURAS: -+ ---oreeeeeeeeneen 43
5 CONCLUS AO ........................................................................................... 45
REFEREINCIAS -+ v ee e eeetnetenttenttattt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt aaenens 46
APENDICE A - Andlise do Indice Enzimatico (IE)-«+++++++++++sssrrrerrssssssnmmiiiiiiiii 49

APENDICE B - Analise do indice Enzimatico Médio (IEM)evereremmerreseeeeeeeeeeeeee 65



13

1 INTRODUCAO

Enzimas sdo biomoléculas orgéanicas que atuam como catalisadores de reagdes
quimicas e biologicas, encontrando-se presentes em animais, plantas e microrganismos
(ALLETTO, GARCIA & MARCHESAN, 2023; CARVALHO et al., 2021; FAROOQ et al.,
2021; MAGHRABY et al.,, 2023), desempenhando papel importante em processos
metabolicos e industriais.

Os processos mediados por enzimas destacam-se devido sua alta eficiéncia e
rendimento, baixo custo de refino, menor gasto energético, além de proporcionarem maior
seguranga nos processos produtivos, sendo amplamente aplicadas em industrias alimenticias,
de detergentes, farmacéuticas e de papeis (PRABHU et al., 2022; RAVEENDRAN et al.,
2018).

Enzimas produzidas por vias biotecnoldgicas sdo consideradas de alto valor
aquisitivo, sendo as enzimas hidroliticas as principais utilizadas no setor industrial,
correspondentes a lipases, proteases e glicosilases, devido a capacidade de realizar reacdes de
clivagem hidrolitica das ligagdes (LAMILLA et al., 2017; SINGH et al., 2016).

Entre as diferentes fontes enzimadticas, as enzimas microbianas destacam-se pela
eficiéncia de produgdo e amplas possibilidades de aplicagdo, especialmente no setor
alimenticio (RAVEENDRAN et al., 2018). Além disso, enzimas provenientes de células
microbianas cultivadas por processo de fermentagcdo apresentam vantagens em comparagao
com as enzimas obtidas de origem animal e vegetal, como alta produtividade, menor custo,
producao de diferentes classes de enzimas e controle das condigdes de cultivo (GONCALVES
& FONSECA, 2018).

Os fungos mantém associa¢des com a fauna e a flora, constituindo um vasto universo
bioldgico, dentre eles, as leveduras sdo microrganismos que tém se destacado em estudos,
especialmente na biotecnologia, devido a sua elevada eficiéncia produtiva. A bioprospeccao
de leveduras ¢ uma estratégia promissora para agregar valor a materiais destinados ao
consumo humano, além de representar um uso mais sustentavel e eficiente dos recursos
renovaveis do planeta (VIEIRA ef al., 2025).

Nesse contexto, a bioprospeccdo de microrganismos presentes no solo € promissora,
pois trata-se de um ambiente que oferece grande biodiversidade naturalmente presente
(ALVES, 2018), sendo de interesse industrial a realizacdo de estudos utilizando

microrganismos do solo com potencial para a producdo enzimatica.
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O Brasil ¢ um pais megadiverso localizado na América do Sul, apresentando um
vasto territorio de mais de 851 Mha que abrange seis biomas ricos em biodiversidade:
Amazodnia, Cerrado, Caatinga, Pampa, Pantanal e Mata Atlantica, estes apresentam
caracteristicas diferentes de vegetagdo, solo, disponibilidade hidrica, biodiversidade endémica
e condigdes climaticas (SOUZA et al., 2020), conduzindo um enorme potencial para a
exploragdo biotecnoldgica de microorganismos adaptados a ambientes especificos. Nesse
contexto, a Caatinga ¢ um bioma exclusivamente brasileiro caracterizado por condig¢des
climaticas semiaridas que estabelece um reservatdrio promissor para a prospecgdo de
leveduras com potencial na producao de enzimas hidroliticas de interesse industrial.

Embora as condi¢des ambientais do semidrido favorecam microrganismos com
caracteristicas unicas, poucos estudos investigam o potencial biotecnologico de leveduras de
solo do semidrido na producdo de enzimas hidroliticas. Portanto, o presente trabalho tem
como objetivo avaliar a capacidade de leveduras provenientes do semiarido baiano para a
sintese de enzimas hidroliticas requeridas em diversos processos industriais.

Neste estudo, linhagens de leveduras provenientes de coletas de solo no semiarido
baiano serdo reativadas para avaliar a capacidade dessas leveduras do solo quanto a producao
de enzimas hidroliticas em meios especificos para a produgdo de lipase, amilase, protease e
pectinase, e classificar as culturas mais promissoras para aplicacdes biotecnologicas.
Considerando que esse ambiente abriga uma microbiota Unica, adaptada a condigdes extremas,

espera-se que tais microrganismos possam sintetizar enzimas de interesse industrial.
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2.1 ENZIMAS HIDROLITICAS
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As enzimas constituem um grupo altamente diverso de biocatalisadores em processos

bioquimicos, geralmente apresentando origem protéica de estrutura tridimensional complexa,

com excecao de ribozimas, que sdo acidos ribonucleicos cataliticos (ALLETTO, GARCIA &

MARCHESAN, 2023; SINGH et al., 2016). Nesse cendrio, o mercado global de enzimas

apresenta alta demanda em diferentes setores industriais, como demonstrado no Quadro 1.

Quadro 1 - Enzimas hidroliticas, suas fontes microbianas e aplicagdes biotecnologicas

Enzimas Fontes microbianas mais comuns Principais aplicacdes biotecnolégicas/industriais
Yarrowia  lipolytica, Candida | Detergentes (remogdo de gorduras);
rugosa, Rhizopus spp., Aspergillus | Sintese de biocombustiveis (biodiesel);
spp. (RAVEENDRAN et al., 2018), | Transformagdes organicas finas
Lipases Geotrichum candidum (KAMILARI | (esterificagdo/transesterificagdo) (MAGHRABY et al.,
et al., 2023), bactérias como | 2023);
Bacillus spp. e Pseudomonas spp. | Industria alimenticia (queijos, aromas, bebidas) (ALI
(SOPALUN & IAMTHAM, 2020) | etal., 2023; RAVEENDRAN et al., 2018).
Aspergillus spp., Penicillium spp., ..
Bacillus spp. (MAGHRABY et al., Detergentes (quebra de proteinas);
Amaciamento e processamento de couro;
2023), leveduras como Lo L .. . . N
Proteases Khivveromuces marcianus B Industria alimenticia (queijos, bebidas, panificagdo)
yveromy (RAVEENDRAN et al., 2018);
Candida spp. (MAGHRABY et al., Triagens com gelatina (VERMELHO et al., 1996);
2023; VIEIRA et al., 2025) ° ’
Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis, | Industria de alimentos (panificagdo, cervejaria,
Bacillus licheniformis, | produgdo de xaropes de glicose/maltose);
Kluyveromyces spp., | Industria de etanol e biocombustiveis;
Amilases Wickerhamomyces anomalus | Papel e téxtil;
(GOPINATH et al., 2017), | Tratamento de residuos ricos em amido;
Saccharomyces cerevisiae (algumas | Processos de sacarificagdo e pré-tratamento de
cepas) biomassa (RAVEENDRAN et al., 2018).
Fungos ﬁ lc.m.zentosos (Aspergillus Clarificagao de sucos e vinhos (LONGHI et al., 2022);
spp., Penicillium spp.) (KC et al., -
Maceragao de frutas;
2020), leveduras como Meyerozyma ~ . o
. o .. . Extragdo de 6leos essenciais;
Pectinases guilliermondii,  Wickerhamomyces , . . e
/ Khvver Pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica;
Znaor’:;;l;; (BILIAL ;y \;e} on;)(/);ezs' Industria téxtil e de fibras vegetais (BILIAL et al.,
KC et al., 2020) 2022; KC et al., 2020; RAVEENDRAN et al., 2018).
Fonte: Autoria propria (2025).
As enzimas apresentam alta eficiéncia, especificidade e versatilidade em reagdes

enzimaticas atoxicas que atuam em um substrato especifico e ocorrem em condigdes baixas de
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pH e temperatura, podendo ser aplicadas em diversos setores industriais para a produgao de
detergentes, alimentos, fermentados, téxteis, farmacéuticos, processos como panificacao,
fabricacdo de cerveja, biocombustiveis, processamento de couro, gerenciamento de residuos e
na medicina (MAGHRABY et al., 2023; RIGOLDI, et al., 2017; SINGH et al., 2016).
A diversidade enzimdtica t€m movimentado estudos dedicados ao desenvolvimento
de sistemas internacionais padronizados de classificagdo ¢ nomenclatura. O sistema mais
utilizado ¢ da Comissdo de Enzimas (CE), introduzido pela Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular, no qual o sistema EC ¢ composto por quatro nimeros que
descrevem a reagdo catalisada, por exemplo, as hidrolases sdo identificadas pelo cédigo
inicial EC 3, designando reacdes hidroliticas (ALLETTO, GARCIA & MARCHESAN, 2023).
As enzimas hidroliticas representam aproximadamente 90% dos catalisadores
bioldgicos utilizados comercialmente, atuando em reacdes de hidrolise pela clivagem de
moléculas especificas do substrato na presenca de agua (ALLETTO, GARCIA &
MARCHESAN, 2023; LIU & KOKARE, 2017). Entre as enzimas hidroliticas, as lipases,
proteases, glicosilhidrolases (GHs) como amilase, celulase e xilanase, polimerases e nucleases
apresentam ampla gama em aplicagdes industriais (ALLETTO, GARCIA & MARCHESAN,
2023; ALVES et al., 2018; EL-GENDI et al., 2022; LIU & KOKARE, 2017).

2.1.1 Lipase

As lipases sdo enzimas hidroliticas responsaveis pela degradacdo de triacilglicerois
de cadeia longa em &cidos graxos e glicerol, sendo produzidas por diferentes fontes, mas
especialmente exploradas em microrganismos devido o facil cultivo, baixo custo, robustez,
resisténcia a solventes organicos e capacidade de suportar variagdes de pH e temperatura
(ALLETTO, GARCIA & MARCHESAN, 2023; MAGHRABY et al., 2023; RAVEENDRAN
etal., 2018).

Lipases microbianas apresentam grande variedade de substratos, incluindo lipidios,
fosfolipidios, lipidios de éter e lisofosfolipidios, e sdo valorizados em aplica¢des industriais,
incluindo setores de alimentos e bebidas, detergentes, biocombustiveis, cosméticos, couro,
papel, téxteis e ragdo animal (ALI et al., 2023; RAVEENDRAN et al., 2018). Essas enzimas
destacam-se pela catalisacdo versatil e ampla variacao de aplicagdes industriais, tornando-se

biocatalisadores de interesse biotecnologico.
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2. 1.2 Protease

As proteases sao amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em animais,
plantas, virus e microrganismos, constituem uma classe de enzimas responsaveis pela catalise
da hidrdlise de ligacdes peptidicas em aminoacidos e pequenos polipeptideos, desempenhando
papel fundamental na degradagdo e reaproveitamento de compostos nitrogenados
(MAGHRABY et al., 2023; RAVEENDRAN et al., 2018; VIEIRA et al., 2025).

As proteases sdo encontradas em fungdes bioldgicas fundamentais, como digestao de
proteinas ingeridas, catabolismo proteico e sinalizacdo celular, apresentando aplicacdes em
diversos setores industriais, sendo utilizados na produgdo de detergentes, farmacéuticos e
alimentos (ALLETTO, GARCIA & MARCHESAN, 2023; RAVEENDRAN et al., 2018).
Destacam-se no setor de panificacdo, contribuindo para a qualidade de paes, bolachas ou
walffles, e na produgdo de queijos, influenciando no sabor (RAVEENDRAN et al., 2018).

A triagem da atividade proteolitica em microrganismos pode ser conduzida a partir
de diferentes substratos proteicos. Entre eles, a gelatina tem se mostrado um dos mais eficazes,
uma proteina de elevado peso molecular que permite um ensaio qualitativo simples, rapido e
de baixo custo (VERMELHO et al., 1996), tornando-se um recurso metodologico

amplamente empregado em estudos de prospecgao enzimatica.

2.1.3 Amilase

As amilases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise do amido, desempenhando
papel central em processos biologicos e industriais voltados para a conversdo de
polissacarideos em acgucares mais simples. A producao de amilases pode ser realizada por
diferentes processos fermentativos, incluindo a fermentagdo em estado sélido ou submerso,
cuja eficiéncia depende de fatores fisico-quimicos especificos (MAGHRABY et al., 2023),
como pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes.

As amilases sdo classificadas em trés principais subtipos, denominados a-amilase
(EC 3.2.1.1), B-amilase (EC 3.2.1.2) e glucoamilase (EC 3.2.1.3) (FAROOQ et al., 2021;
GOPINATH et al., 2017). As a-amilases atuam como endoenzimas na clivagem aleatéria de
ligagdes a-1,4-glicosidicas do amido, enquanto as glucoamilases atuam como exoenzimas na
catalizacdo da hidrdlise do amido, liberando B-glicose a partir de extremidades nao redutoras
(ASHOK et al., 2023; RAVEENDRAN et al., 2018). Industrialmente, as a-amilases sao mais
exploradas por sua eficiéncia catalitica e ampla aplicabilidade (RAVEENDRAN et al., 2018).
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As amilases produzidas por microrganismos destacam-se por sua eficiéncia e
versatilidade. As amilases microbianas podem ter origem bacteriana, fungica e leveduriforme,
apresentando ampla aplicabilidade industrial, destacando-se ensaios em meio solido
utilizando amido como substrato (GOPINATH et al., 2017). Além disso, as amilases
microbianas podem ser usadas para hidrolizar o amido em agucares antes da fermentacao e
minimizar ou remover a turbidez em bebidas alcodlicas, sintetizar polimeros biodegradaveis e

em industrias de papel de celulose (SINGH et al., 2016).

2. 1.4 Pectinase

As pectinases constituiem um grupo de enzimas responsaveis pela hidrdlise de
ligacdes glicosidicas presentes em polimeros pécticos, atuando na degradacdo de
componentes estruturais de frutos e vegetais, como laranja, abacaxi, maca e tomate (HAILE
& AVELE, 2022; RAVEENDRAN et al., 2018). Podem ser acidas ou alcalinas, dependendo
do pH, e sdo classificadas de acordo com o mecanismo de acdao € o substrato em que atuam,
incluindo poligalacturonases, pectina liases e pectina metilesterases (KC et al., 2020). Além
disso, endopectinases clivam as cadeias poliméricas aleatoriamente e exopectinases atuam nas
extremidades terminais (HAILE & AVELE, 2022).

A relevancia dessas enzimas associa-se a ampla utilizagdo industrial, especialmente
em setores que envolvem a degradacdo da pectina. O interesse industrial por pectinases
relaciona-se especialmente com a clarificagdo de sucos e vinhos, ja que a pectina aumenta a
viscosidade e turbidez, outra caracteristica ¢ a capacidade de aumentar a eficiéncia em relagao
a maceragao mecanica (LONGHI et al., 2022; RAVEENDRAN et al., 2018). Além disso,
fatores como pH, temperatura e concentracdo de substrato sdo essenciais para otimizar a
produgdo e estabilidade enzimatica (SOPALUN & LAMTHAM, 2020; KC et al., 2020).

As principais fontes microbianas de pectinases relatadas em estudos sdo os fungos
filamentosos, como Aspergillus spp. e Penicillium spp. (KC et al., 2020). Contudo, estudos
tétm demonstrado que as leveduras também destacam-se pela capacidade de sintetizar
diferentes tipos de enzimas pectinoliticas com aplicagdes potenciais em induastrias de
vinificagdo e processos fermentativos (BILIAL et al., 2022; LONGHI et al., 2022). Martin et
al. (2024) aponta que leveduras nao-Saccharomyces possuem alto potencial para a vinificagao
sustentavel, pois contribuem para a complexidade sensorial dos vinhos e sdo capazes de
produzir enzimas hidroliticas de interesse, como pectinases. Sendo assim, a bioprospec¢do de

leveduras como fontes inovadoras de enzimas ¢ promissora.
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2.2 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ENZIMAS

A biodiversidade brasileira, distribuida entre seis biomas (Amazonia, Cerrado,
Caatinga, Pampa, Pantanal e Mata Atlantica), constitui uma ampla fonte de microrganismos
com diferentes caracteristicas metabolicas (SOUZA et al., 2020). Essa biodiversidade
influencia a composicdo e a adaptagdo de microrganismos no ambiente, favorecendo o
reconhecimento de solos desses biomas como fonte de elevado interesse para a bioprospeccao
de microrganismos produtores de enzimas hidroliticas, especialmente do semiérido.

As enzimas produzidas por microrganismos tém se tornado essenciais em varios
setores industriais por permitirem produgdo em grande escala e de baixo custo, capacidade de
liberagdo extracelular, alta estabilidade e potencial para expressao recombinante (GOPINATH
et al., 2017). Os microrganismos produtores de enzimas oferecem fécil disponibilidade, rapida
taxa de crescimento, ciclo de vida curto e ampla manipulagdo genética, sendo mais eficazes
que fontes vegetais e animais, apresentando cultivo por fermentacdo em estado sélido ou
submersa (HAILE & AYELE, 2022; RAVEEDRAN et al., 2018; SINGH et al., 2016).

As enzimas microbianas sao utilizadas principalmente em industrias de panificacio
para melhorar a estabilidade da massa, maciez e estrutura do miolo, industrias de laticinios,
principalmente no processamento de queijos, industrias de bebidas, além da sintese de
polimeros biodegradaveis e industria de papel e celulose (SINGH et al., 2016).

Conforme Alves (2018), microrganismos com capacidade de produgdo enzimatica
podem ser isolados a partir de diversos ambientes, com destaque para o solo, um ambiente
que apresenta grande biodiversidade naturalmente presente, sendo um meio promissor a
bioprospeccao microbiana. Os microrganismos do solo s3o capazes de produzir mais de um
tipo de enzima como mecanismo adaptativo devido as diferentes condigdes presentes neste

habitat (ALVES, 2018).

2.3 LEVEDURAS

Existem muitas espécies de microrganismos na natureza, mas apenas uma pequena
fragdo dessa biodiversidade encontra-se descrita na literatura. Os fungos, embora nao
pertencam a fauna ou flora, apresentam forte conexao ecologica com ambos e constituem um

vasto universo bioldgico (VIEIRA et al., 2025). Entre a diversidade de fungos, as leveduras



20

destacam-se por sua alta eficiéncia produtiva, tornando-as valiosas para a biotecnologia
(MADIGAN et al., 2016; VIEIRA et al., 2025).

As leveduras sdo consideradas biocatalisadores com vantagens em relagdo as
enzimas de origem animal ou vegetal, pois sdo organismos de facil obtencdo, apresentam
exigéncias nutricionais simples, ciclos fermentativos curtos, maior estabilidade térmica e pode
ser manipulados geneticamente para obten¢do em larga escala (CARVALHO et al., 2021).

A bioprospeccao de leveduras em biomas tropicais pode unir valor agregado a
produtos de interesse humano e o uso mais sustentavel de recursos renovaveis, e a descoberta
de novas linhagens produtoras de enzimas ¢ relevante para os bioprocessos, visto que
leveduras e seus devirados apresentam aplicagdes em alimentos e bebidas fermentadas,
produtos farmacéuticos, enzimas industriais, vitaminas, carotenoides, lipidios, esterdides,
polissacarideos, B-glucanos, nucleotideos, aromas, biocombustiveis e diversos compostos
quimicos de plataforma (VIEIRA et al., 2025).

As leveduras sdo microrganismos de interesse para a utilizacdo em diversos
processos biotecnologicos, visto que apresentam caracteristicas favoraveis por causa do
elevado potencial na produgdo de enzimas hidroliticas extracelulares (SINGH et al., 2016),
podendo ser utilizadas como uma fonte alternativa para a produgcdo de enzimas em larga

escala, devido a sua diversidade metabolica e facilidade de cultivo.
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3 METODOLOGIA

3.1 ORIGEM DO MATERIAL BIOLOGICO

As leveduras foram provenientes de coletas de solo em duas parcelas de uma area no
municipio de Riachdo do Jacuipe, realizadas pela KBO Rios (2022) em 14 de fevereiro de
2020, na regido semidrida da Bahia. As coordenadas geograficas dos locais de coleta foram
11°45.534" — 39° 29.279" (Parcela 1) e 11° 45.533" — 39° 29.297" (Parcela 2), sob temperatura
do solo de 43 °C no dia da coleta. Esses microrganismos estdo armazenados em ultrafreezer
no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia da Universidade Estadual de Feira de Santana
(LAPEM/UEFS), localizado no prédio de Laboratorios de Biologia (LABIO/UEFS).

A atividade de pesquisa foi cadastrada na plataforma do SISGEN, sob registro
numero AA4F4F2.

3.2 REATIVACAO E CULTIVO DE LEVEDURAS

Os isolados de leveduras permanecem armazenados em tubos no ultra-freezer para
conservacdo. As culturas foram reativadas e cultivadas (Figura 1) em placas com meio yeast
malt agar (YMA), inoculados com ensaios em trés repeticdes, para garantir a fase
exponencial de crescimento das leveduras antes da inoculagdo nos ensaios enzimaticos,

otimizando a viabilidade celular e o potencial de produgao.

Figura 1 - Cultivo de leveduras do solo em fluxo laminar

Fonte: Autoria propria (2025).
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A reativacdo foi realizada ao coletar uma pequena fragdo da colonia desejada
utilizando a alga de platina esterilizada na chama da lamparina, depositadas em estrias simples
na superficie do meio em placas de Petri, e entdo incubadas na BOD a 28 °C por 48 horas.
Além disso, foram feitas triplicatas de culturas de estoque temporarias, armazenadas em tubos
a -20 °C, para utilizagdo durante o experimento. As leveduras foram cultivadas mensalmente

para a manuteng¢ao das culturas.

3.3 TRIAGEM DA PRODUCAO ENZIMATICA

A triagem de linhagens de leveduras potencialmente produtoras de enzimas com
atividade hidrolitica foi realizada em meios solidos especificos para cada enzima. Todos os
experimentos deste estudo foram realizados em triplicata.

O uso de meios solidos suplementados com substratos especificos ¢ uma
metodologia padrdo para detectar a producdo enzimatica microbiana, permitindo medir o
crescimento radial das colonias e os halos de hidrdlise, estabelecendo o indice enzimatico (IE)
(VIEIRA et al., 2025).

O periodo de 21 dias foi definido com base na observagdo de estudos anteriores,
como de Oliveira (2015) e Carvalho et al. (2021), pois periodos curtos de incubacdo
resultaram em halos pouco definidos, entretanto periodos maiores ndo aumentaram
significativamente a produc¢do, além de aumentar o risco de contaminagao.

Além disso, estudos indicam a incubagdo a temperatura de 30 °C (OLIVEIRA, 2015;
CARVALHO et al., 2021). Contudo, neste estudo a temperatura de 28 °C foi estabelecida
apos testes realizados previamente com incubacdo a 30 °C por 21 dias, resultando em

contaminag¢do das culturas apds 7 dias de experimento.

3.3.1 Atividade Lipolitica

A atividade lipolitica foi avaliada pelo método Sierra (1956) com modificacdes de
Oliveira (2015), utilizando Tween-20 (monolaurato de sorbitan) como substrato. O meio
utilizado 10 g.I'! de peptona, 5 g.I'! de NaCl, 0,1 g.I'' de CaCl,, 20 g.I'' de agar bacteriologico,
1000 mL de agua destilada, com o pH ajustado para 6,0 com solugdo de KOH. O Tween-20

foi autoclavado e adicionado ao meio especifico na concentragdo 10 g.I'' antes de verter nas
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placas. A atividade enzimatica foi analisada como um precipitado visivel por meio da

formacgao de cristais de sais de calcio ou um halo claro do precipitado ao redor das coldnias.

3. 3.2 Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi avaliada conforme Oliveira (2015), com modificacdes,
utilizando a gelatina como substrato. O meio utilizado foi composto por 10 g.I'! de glicose, 5
gl! de extrato de levedura, 10 gl! de gelatina comercial sem sabor, 20 g.l' de agar
bacteriologico e 1000 mL de dgua destilada, e o pH foi ajustado para 7,0 com a solucdo de
KOH. A atividade enzimatica foi avaliada com a presenga de halos de liquefagdo ao redor das

colonias (YARROW, 1998).

3.3.3 Atividade Amilolitica

A atividade amilolitica foi avaliada conforme Looder (1970) com modificagdes da
autora, utilizando amido como substrato. O meio utilizado continha 20 g.I"! de amido solavel,
5 g1t de (NH4)2SOs4, 10 g1t de KH2PO4, 20 g1 de agar bacteriologico e 1000 mL de agua
destilada. A verificacdo foi realizada por meio da formagdo de um halo claro ao redor das

colonias de leveduras.

3. 3.4 Atividade Pectinolitica

A atividade pectinolitica foi avaliada conforme Oliveira (2015), com modificacdes
da autora, utilizando pectina como substrato. O meio utilizado foi composto por 5 g.I'' de
extrato de levedura, 10 gl! de glicose, 10 g.l! de pectina citrica, 20 gl' de agar
bacteriologico e 1000 mL de tampao fosfato 50 mM, com pH ajustado para 5,5. A verificagao

foi realizada por meio da formagdo de um halo claro ao redor das colonias de leveduras.
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3.4 ANALISE QUALITATIVA

A atividade hidrolitica foi analisada qualitativamente pela formagao de halo ao redor
das colonias em meios especificos. Em todos os ensaios, os didmetros das coldnias (DC) e das
zonas de hidrélise foram medidos com auxilio de uma régua milimetrada, em dois eixos
perpendiculares (Figura 2), considerando-se a média dos valores obtidos. O didmetro da zona
de hidrélise (DH) foi definido como o didmetro total da 4rea de degradagdo observada,

incluindo a colonia e o halo ao seu redor (HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975).

Figura 2 - Método de medi¢do do halo de degradacao
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Fonte: Autoria propria (2025).

Como todos os experimentos deste estudo foram realizados em triplicata, as analises
foram feitas por triplicata independente (n = 3), calculando-se os valores do DC ¢ DH por
cada triplicata de cada linhagem para todas as atividades enzimaticas analisadas, sob as

mesmas condi¢des de incubagao.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA E INDICE ENZIMATICO

Para a analise de dados, realizou-se a analise estatistica descritiva de frequéncia
relativa através do Microsoft Office Excel 2019, obtendo tabelas contendo os valores de
fndice Enzimatico de cada replicata independente (n = 3) de cada linhagem por enzima, e
posteriormente o Indice Enzimatico Médio das linhagens por enzima pela média de trés
repetigoes.

Por meio dos valores de DC ¢ DH, calculou-se o Indice Enzimatico (IE) para cada
replicata de cada linhagem isolada, obtido pela razdo entre o didmetro médio da zona de

degradagdo (DH) e o didmetro médio da colonia (DC), 1é-se:

Foram considerados satisfatorios os resultados de IE > 2, conforme o critério
estabelecido por Lealem e Gashe (1994), com modificagdes de Stamford er al. (1998).
Posteriormente, para obter o Indice Enzimatico Médio (IEM) de cada linhagem, calculou-se a

média entre os valores de IE de cada replicata dos isolados, 1¢-se:

I+ 2+ 3
3
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados foram repicados em meio de cultura YMA com o tempo de
incubacdo na BOD de 48 horas a 28 °C para o crescimento colonial. As culturas foram
replicadas em triplicatas mensalmente para a manutencdo do material isolado. Os aspectos

morfologicos foram observados apos o crescimento das coldnias de leveduras.

4.1 ATIVIDADE ENZIMATICA

A capacidade de microrganismos para a producdo de enzimas hidroliticas
extracelulares ¢ diversamente registrada, mas especialmente em estudos com bactérias. Em
estudo similar, Lamilla et al. (2022) obtiveram 30 isolados de Actinobactérias, sendo 18 do
solo (60%), 10 de sedimentos marinhos (33%) e 2 da agua (7%), e relataram que todas as
cepas produziram pelo menos uma enzima extracelular a 4 °C, sendo 24 com atividade para
lipase, 20 para proteases e gelatinases, 13 para amilase e 7 para celulase. Enquanto Alves
(2018) isolou 376 coldonias bacterianas de trés amostras do solo no bioma Cerrado,
confirmando 85 como produtoras de enzimas extracelulares de interesse biotecnologico,
sendo 26 para producao de lipase, 25 amilase, 20 xilanase ¢ 14 celulase. Com destaque para
microrganismos do solo, esses estudos demonstram a diversidade e o potencial de
microrganismos em diferentes ambientes para a producdo enzimatica.

No presente estudo, cinquenta e duas linhagens de levedura foram coletadas e
isoladas provenientes de dois locais de solo na regido semiarida da Bahia. Destas, 24 foram
isoladas da Parcela 1 (P1) e 28 da Parcela 2 (P2). A triagem foi realizada para producao de
lipase, amilase, protease e pectinase por meio de testes qualitativos em meio solido e calculo
do Indice Enzimatico (IE = DH/DC) em triplicata (APENDICE A).

Os valores de Indice Enzimatico Médio (IEM) foram obtidos pela razdo do indice
Enzimatico (IE) das amostras em triplicata para cada linhagem e cada enzima. Assim, o valor
médio de IE foi considerado com alta atividade enzimatica quando a média dos valores de
indice Enzimatico das triplicatas resultou em valor maior ou igual a dois (IEM > 2).

Embora o ponto de corte IE > 2 seja referéncia para amilases (LEALEM & GASHE,
1994), outros grupos de enzimas apresentam comportamentos de difusdo distintos em agar, o
que exige critérios ajustados. Neste estudo, observa-se também critérios especificos por
enzima (Quadro 2), baseados na literatura, de modo a evitar vieses comparativos e refletir

melhor a atividade real de cada grupo enzimatico.
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Quadro 2 - Critérios de valores de IE em triagens qualitativas em meio s6lido

Enzimas Critérios Justificativas Referéncias
Lipases tém difusdo limitada em agar, apresentando )
) Sierra (1956); Alves
IE>1,0 halos menores mesmo em linhagens com boa producéo.
) B ) (2019); Sopalum e
Lipases IE>1,5 Desse modo, alguns pesquisadores ja consideram valores
] Tamtham (2020); Luz et
IE>2,0 de IE > 1,0 e IE = 1,5 relevantes. Mas, muitos estudos
al. (2021).
consideram apenas valores de IE > 2,0.
Ensaios utilizando gelatina como substrato demonstram
) o o ] Vermelho et al. (1996);
que IE > 1,0 ja representa atividade significativa,
IE>1,0 o Sopalum e Iamtham
Proteases enquanto valores de IE > 2 representam alta atividade. o
IE>2,0 ) ) (2020); Vieira et al.
Contudo, em proteases microbianas, o tamanho do halo (2025)
depende fortemente do substrato utilizado. .
Tradicionalmente, valores de IE > 2 ¢ adotado para
triagens em bactérias/actinomicetos, indicando linhagens | Lealem e Gashe (1994);
IE> 1,0 promissoras em degradacdio de amido, mas ndo | Alves(2019); Sopalume
Amilases IE>1,5 corresponde & todas os microrganismos. Estudos em | lamtham (2020); Santos
IE>2,0 fungos e leveduras revelam potencial enzimatico com | e De Faria Silva (2023);
valores de IE > 1,0 ou > 1,5, mas considerando IE > 2 Vieira et al. (2025).
como alta atividade de interesse.
A variabilidade dos halos depende do grau de| Oumere Abate (2018);
IE>1,0
metoxilagdo da pectina. Muitos trabalhos aceitam IE > Sopalum e lamtham
Pectinases IE>1,5 o ) o
1,0 ou IE = 1,5 como atividade intermediaria, (2020); Longhi et al.
IE>2,0

considerando IE > 2 como alta atividade.

(2022)

Fonte: Autoria propria (2025).

O IE observado por halo em agar constitui uma triagem qualitativa, que difere de

acordo com a atividade testada. Segundo Luz et al. (2021), a andlise dos halos para atividade

lipolitica ndo equivalem a atividade real da enzima e demandam validagdo via ensaio liquido.

No caso da pectinase, recomenda-se confirmar a atividade via métodos quantitativos apods

triagem em placa, como DNS (OUMER & ABATE, 2018). Portanto, neste estudo foram

adotados critérios especificos complementados por apresentacdo da distribuigdo completa dos

IEM, visando maior precisdo na sele¢do das linhagens promissoras.

Para melhor representar a distribuicdo dos indices enzimaticos por enzima, as

linhagens foram agrupadas em quatro classes: IE > 2 (atividade alta), 1 < IE < 2 (atividade

intermediaria), [E < 1 (atividade fraca) e S/C (sem crescimento, ou atividade negativa), como

pode-se analisar no Gréafico 1. Essa classificagdo permite observar a propor¢do de linhagens
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consideradas promissoras segundo o ponto de corte adotado, mas também visualizar aquelas

com atividades potenciais, que podem ser relevantes em condi¢des otimizadas de cultivo.

Grifico 1 - Distribuicdo de atividade por enzima de leveduras do solo do semiarido baiano

Distribuicdo de indices Enzimaticos

Lipases 27 (51,9%) 9 (17,3%) 13 (25,0%) 3 (5,8%)

Proteases 11 (21,2%) 34 (65,4%)

FYEECRE 7 (13,590 (0,0%) 38 (73,1)

Pectinases 8 (15,4%) 16 (30,8%) 27 (51,9%)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
B eEvm=z=2 | 15<Em<2 [l IEM<15 [ sic

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: IEM > 2 (atividade alta). 1,5 <IEM < 2 (atividade intermediaria). [EM < 1,5 (atividade fraca). S/C
(sem crescimento, ou atividade negativa).

O Grafico 1 demonstra que a maior parcela das culturas cresceram em todos os
meios solidos especificos utilizados, mesmo aqueles com indices enzimaticos baixos,
indicando que essas cepas degradam o substrato utilizado para o seu crescimento. No entanto,
trinta e oito culturas apresentaram atividade amilolitica fraca e nenhuma intermediaria, sendo
apenas sete com atividade alta para amilase. Além disso, percebe-se que sete leveduras nao
cresceram no meio enriquecido para atividade amilolitica, mesmo com repeticdo do
experimento para as leveduras que ndo cresceram, o que revela que essas culturas ndo foram
capazes de degradar o amido presente no meio.

Como demonstrado no Grafico 1, das 52 leveduras testadas para cada enzima, a
maior parcela das culturas ndo apresentaram atividade alta (IEM > 2) para as enzimas protease,
amilase e pectinase. Apenas 7 revelaram alta atividade enzimatica para protease, sendo 45
culturas com IE < 2. Similarmente, o0 mesmo acontece para a amilase. Para a pectinase,

apenas 8 demonstraram alta atividade, e 43 cepas com atividade intermedidria,
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baixa ou negativa. De modo diferente, para atividade lipolitica foram registrados dados de alta
atividade na maior parcela das culturas analisadas neste estudo, sendo 27 culturas com IEM >
2 e apenas 25 com [E < 2.

As maiores atividades podem ser observadas no APENDICE B, para lipase em
P2B24 (IEM=4,33), P2B20 ¢ P2B26 (IEM=3,66), seguidas por P12B16 (IEM=3,16), e P1A6,
P1A7, P1A12, P2B4 e P2B14, todas com IEM=3,00, e para amilase em P1A17 (IE Médio =
5,00), P1A18 (IE Médio = 4,33) e P1B5 (IE Médio = 4,16). Estas atividades altas podem estar
associadas a adaptagdes ecologicas da regido semiarida, como tolerancia a opg¢des hidricas e
disponibilidade limitada de residuo celular, caracteristicas que favorecem a producdo de
enzimas extracelulares.

Das 52 linhagens avaliadas neste estudo, 25 (48,63%) apresentaram atividade
enzimatica de interesse (IEM > 2, atividade alta) para pelo menos uma das hidrolases testadas.
Conforme o Grafico 2, dentre essas 25 cepas, 16 (64%) apresentaram alta atividade
exclusivamente para lipase, somente 2 (8,33%) apenas para protease, 5 (20,83%) apenas para

amilase e 2 (8,33%) exclusivas para pectinase.

Grifico 2 - Distribuicao de atividade alta (IEM > 2) por enzima de leveduras do solo do

semiarido baiano

Atividade enzimatica alta exclusiva

Pectinases
8,0%
2 (8,0%)
Amilases
Proteases _ 2(8,0%) kit Lipases

a No/
8.0%

64,0%

Fonte: Autoria propria (2025).
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De modo diferente, no estudo de Ruginescu et al. (2022), os pesquisadores
observaram a produgdo de enzimas extracelulares capazes de degradar proteinas, lipidios e
polissacarideos em 66 cepas bacterianas, analisando que 83% das cepas produziram pelo
menos uma atividade hidrolitica, com maior frequéncia para lipases, seguida de amilases ¢
proteases. Apesar da similaridade entre as frequéncias encontradas neste estudo, sendo as
mais altas para lipases e amilase, os valores encontrados por Ruginescu ef al. (2022) para a
producdo de pelo menos uma das enzimas testadas foram significativamente mais elevados.

Carvalho ef al. (2021), foram isoladas 75 leveduras em ambiente 16tico para teste de
atividade enzimatica, os autores destacam que fatores externos, como temperatura e tempo de
incubagdo, podem influenciar na variagdo do halo enzimatico observado, o que ¢ validado
visto que 83% das 75 leveduras isoladas apresentaram capacidade de produzir e secretar
amilase, celulase e protease, sendo 62% coletadas na Parcela 1 ¢ 38% na Parcela 2, além de
que 35% das leveduras foram capazes de produzir duas ou trés enzimas simultaneamente.

Além disso, microrganismos endofiticos tém se destacado como fontes relevantes de
enzimas. Em um estudo com orquideas tailandesas, Sopalum e Iamtham (2020) isolaram 52
fungos endofiticos de folhas, caules e raizes e avaliaram quanto a produ¢do de enzimas
extracelulares. Os resultados demonstraram elevada diversidade metabolica, com 67% dos
isolados apresentando atividade lipolitica, 56% celulolitica e 49% pectinolitica. Esses achados

ilustram o potencial de microrganismos endofiticos em aplica¢des biotecnoldgicas.

4.1.1 Atividade Lipolitica

No presente estudo, 27 dos isolados avaliados (51,9%) apresentaram atividade
lipolitica alta (Tabela 1), com Indice Enzimatico Médio (IEM) > 2, sendo 11 provenientes de
coleta do solo na Parcela 1 (Figura 3) e 16 da Parcela 2 (Figura 4), indicando um potencial

promissor para a bioprospec¢do de novas lipases microbianas.

Tabela 1 - indice Enzimatico Médio (IEM) com resultados > 2 para lipase de leveduras do

solo do semiarido baiano

Parcela 1 Parcela 2
Linhagem IE Médio | Linhagem IE Médio
P1A1 2,33 P2B3 2,16
P1A2 2,00 P2B4 3,00
P1A6 3,00 P2B5 2,00



Parcela 1 Parcela 2
Linhagem IE Médio | Linhagem IE Médio
P1A7 3,00 P2B9 2,00
P1A12 3,00 P2B12 2,66
P1A13 2,00 P2B14 3,00
P1A19 2,66 P2B16 3,16
P1A20 2,00 P2B17 2,50
P1A21 2,00 P2B19 2,16
P1A22 2,00 P2B20 3,66
P1A23 2,00 P2B21 2,00
P2B23 2,22
P2B24 4,33
P2B26 3,66
P2B27 2,50
P2B28 2,00

Fonte: Autoria propria (2025).

Figura 3 - Linhagens da Parcela 1 de solo com atividade lipolitica alta (IEM > 2,0) de

leveduras do solo do semiarido baiano

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: a) PIAL. b) P1A2. ¢) P1A6.d) P1A7. ¢) P1A12. f) P1A13. g) P1A19. h) P1A20.1) P1A21.j)
P1A22.k) P1A23.
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Figura 4 - Linhagens da Parcela 2 de solo com atividade lipolitica alta (IEM > 2,0) de

leveduras do solo do semiarido baiano

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: a) P2B3. b) P2B5. ¢) P2B5. dP2B9. ¢) P2B12. f) P2B14. g) P2B16. h) P2B17. i) P2B19. j) P2B20. k)
P2B21. 1) P2B23. m) P2B24. n) P2B26. 0) P2B27. p) P2B28.

Neste estudo, as linhagens de leveduras apresentaram atividade lipolitica
significativa, destacando-se as cepas P2B24 (IEM=4,33), P2B20 e P2B26 (IEM=3,66),
seguidas por P12B16 (IEM=3,16), ¢ P1A6, P1A7, P1A12, P2B4 ¢ P2Bl14, todas com
IEM=3,00. Assim, existe significativa diversificacdo e variabilidade de indices enzimaticos
entre as leveduras.

A frequéncia observada neste estudo (51,9%) ¢ similar aos relatados em outros
estudos. Oliveira (2015) avaliou 142 leveduras coletadas de frutos do Cerrado para producao

enzimatica, resultando em 61 com resultados para lipase, com indices variando de 1,22 a 9,59,
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sendo 28 linhagens (45,9 %) com IE > 2. Além disso, o autor demonstrou que a origem dos
isolados influenciou nos resultados, pois 6 foram obtidos de tucum (Bactris inundata), 6 de
inaja (Attalea maripa), 5 de buriti (Mauritia flexuosa) e apenas 1 de babagu (Orbignya sp.).
Assim, demonstrando uma variagido na expressao enzimatica conforme a origem dos isolados.
Além disso, Sopalun e lamtham (2020) observaram atividade lipolitica em 34 (67%)
dos fungos endo6fitos de Ascocentrum curvifolium, com destaque para o isolado AcS03 (IE =
17,0). Enquanto Lamilla et al. (2022) identificaram 24 cepas de Actinobactérias produtoras de
lipase. A discrepancia de IE pode estar relacionada com a origem do material bioldgico ou as
condi¢des metodoldgicas empregadas, o que reforca que o ambiente e substrato influenciam
na expressao de enzimas extracelulares.

No estudo de Santos e Silva (2023) para atividade lipolitica, foram isolados 60
fungos endofiticos de umbuzeiro, e 63,33% nao cresceram no meio enriquecido com azeite de
oliva extravirgem, indicando que ndo degradam o azeite no meio e ndo tiveram atividade
lipolitica. Os autores relatam que 20% conseguiram crescer, mas nao produziram halo de
degradagdo, e apenas 16,67% conseguiram crescer ¢ apresentaram halo de degradacao, sendo
50% provenientes de raizes, 20% de caules, 20% dos xilemas e 10% das folhas.

Em um estudo conduzido no Parque Estadual da Serra de Ouro Branco (MG), Luz et
al. (2021) isolaram 46 microrganismos de diferentes substratos naturais (agua, briofitas, solo,
material de cupinzeiro, folhas, caule de arvores e bromélias), sendo 36 bactérias e 10 fungos.
Na triagem, 25 apresentaram atividade lipolitica alta em pelo menos um dos meios de
detec¢do (Tween 80 e Rodamina B), com destaque para Serratia marcescens e Pseudomonas
fluorescens. Como no presente estudo, esses isolados apresentaram IE > 2,0, sendo
considerados potenciais produtores de lipases de interesse industrial.

A variabilidade encontrada nos resultados de estudos semelhantes indica que fatores
ambientais e filogenéticos influenciam na expressao lipolitica, o que refor¢a a importancia de
explorar diferentes biomas. Além disso, Nhim ez al. (2025) estudou a suplementagdao de
Tween 20 em co-culturas, e resultados sugerem que a suplementagdo de surfactantes, como o
Tween-20, pode aumentar a eficiéncia enzimatica e a sacarificagdo de biomassa. Esse recurso
tem sido amplamente empregado em estudos de prospec¢do de microrganismos produtores de
lipases (LUZ et al., 2021). Ademais, os resultados obtidos neste estudo confirmam a
eficiéncia do uso de Tween 20 como estratégia de triagem, visto que permitiu a detecgdo clara

de halos lipoliticos em diferentes isolados.
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4.1.2 Atividade Proteolitica

A triagem para atividade proteolitica revelou que apenas sete (13,46%) apresentaram
atividade proteolitica alta (Tabela 2), com IEM > 2, sendo cinco provenientes de coleta do
solo na Parcela 1 (Figura 5) e apenas dois da Parcela 2 (Figura 6). O isolado P1A13 mostrou o

maior potencial, com IE médio de 3,00.

Tabela 2 - indice Enzimatico Médio (IEM) com resultados > 2 para protease de leveduras do

solo do semiarido baiano

Parcela 1 Parcela 2
Linhagem IE Médio | Linhagem IE Médio
P1A4 2,00 P2B19 2,11
P1A8 2,50 P2B24 2,25
P1A13 3,00
P1A22 2,66
P1A23 2,50

Fonte: Autoria propria (2025).

Figura 5 - Linhagens da Parcela 1 de solo com atividade proteolitica alta (IEM > 2,0) de

leveduras do solo do semiarido baiano

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: a) P1A4. b) P1A8. ¢) P1A13. d) P1A22. ) P1A23.
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Figura 6 - Linhagens da Parcela 2 de solo com atividade proteolitica alta (IEM > 2,0)

de leveduras do solo do semiarido baiano

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: a) P2B19. b) P2B24.

Em um estudo realizado por Carvalho et al. (2021), a levedura Naganishia diffluens
apresentou indice enzimatico de protease de 3,50, e o registro dessa espécie em ambiente
lotico sugere alta capacidade adaptativa, mas trata-se de um estudo que reforca o potencial
biotecnolédgico de leveduras isoladas de ecossistemas aquaticos.

Sopalun e Iamtham (2020) detectaram atividade proteolitica em 20 fungos
endofiticos isolados (39%), com IE variando entre 1,00 e 25,33. Os autores destacam isolado
AcL07, proveniente de folhas de Ascocentrum curvifolium, que apresentou IE = 25,33. Esse
resultado ¢ significativamente superior aos demais e aos resultados encontrados no presente
estudo, evidenciando o potencial de determinados endéfitos como fontes promissoras de
proteases e o impacto da origem na diferenca de atividade.

A proporgao de produtores encontrados neste estudo foi menor do que a relatada por
Lamilla et al. (2022), em ambientes extremos como sedimentos marinhos, onde os autores
encontraram taxas de positividade entre 80 a 100% de Actinobactérias. Assim, ¢ possivel que
ecossistemas marinhos extremos selecionem microrganismos adaptados a alta producdo de
enzimas extracelulares para promover a degradagao de matéria organica.

A diferenga de resultados pode estar relacionada com a composi¢do taxondmica
distinta das comunidades microbianas, leveduras e bactérias, mas também pode relacionar-se

com as pressoes seletivas de ambientes aos quais os microrganismos desenvolvem-se.

4.1.3 Atividade Amilolitica

No presente estudo, apenas sete linhagens de leveduras (13,46%) apresentaram
resultados com atividade amilolitica alta (Tabela 3), com IEM > 2, sendo quatro provenientes

de coleta do solo na Parcela 1 (Figura 7) e trés da Parcela 2 (Figura 8). A linhagem P1A17



36

destacou-se com o maior IEM, atingindo 5,00, seguido de P1A18 e P1BS5, respectivamente
com IEM de 4,33 ¢ 4,16, ¢ P2B21 com IEM de 3,33.

Tabela 3 - indice Enzimatico Médio (IEM) com resultados > 2 para amilase de leveduras do

solo do semiarido baiano

Parcela 1 Parcela 2
Linhagem IE Médio | Linhagem IE Médio
P1A1S 4,16 P2B5 2,33
P1A16 2,83 P2B7 2,50
P1A17 5,00 P2B21 3,33

P1A18 4,33

Fonte: Autoria propria (2025).

Figura 7 - Linhagens da Parcela 1 de solo com atividade amilolitica alta (IEM > 2,0) de

leveduras do solo do semiarido

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: a) P1A15.b) P1A16.¢) P1A17.d) P1A18.

Figura 8 - Linhagens da Parcela 2 de solo com atividade amilolitica alta (IEM > 2,0) de

leveduras do solo do semiarido baiano

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: a) P2B5. b) P2B7. ¢) P2B21.

Os indices com resultados de IEM > 2 obtidos neste estudo (entre 2,0 e 5,0)
demonstram que as leveduras do semiarido apresentam potencial amilolitico comparavel ou
superior ao relatado na literatura. Oliveira (2015) avaliou linhagens provenientes de frutos do

Cerrado, registrando apenas uma levedura com resultado de atividade enzimética para amilase
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(IE = 1,57), isolada de tucum (Bactris inundata). De forma similar, Carvalho et al. (2021)
estudaram a capacidade de isolados de ambientes 16ticos para a secrecao de amilase, porém
com indices baixos (IE > 1).

Sopalun e Iamtham (2020) estudaram isolados de fungos endofiticos, demonstrando
atividades amiloliticas muito superiores (AcS03 com IE = 11,3 e DanS03 com IE = 8,67) aos
relatados neste estudo. Contudo, Santos e Silva (2023) também realizaram um estudo com
fungos endofiticos, neste caso obtidos de umbuzeiro, e seus resultados mostraram indices
inferiores a 2,0. Esses resultados evidenciam que a origem do isolado e o nicho ecoldgico
exercem influéncia direta na atividade amilolitica.

Os resultados encontrados neste estudo indicam que o semiarido baiano constitui um
ambiente que favorece a selecdo de microrganismos com capacidade amilolitica promissora,
que podem decorrer de pressdes seletivas impostas por condigdes ambientais extremas.
Contudo, quando comparados a outros grupos de microrganismos, os resultados obtidos com
leveduras do semiarido mostram-se intermediarios.

Em estudo recente, Chaib et al. (2024) identificaram G. candidum PO27 isolado de
bagaco de azeitona, apresentando um halo de 40 mm (IEM = 1,6) e producdo de a-amilase de
180,71 U/g em fermentacdo em estado sélido, o que pode validar a potencialidade de residuos
agroindustriais como substrato alternativo. Os valores de atividade absoluta sdo distintos aos
relatados aqui, mas as condigdes ambientais e a origem dos isolados indicam que
microrganismos adaptados a diferentes habitats podem expressar diversidade metabolica com

aplicagdes industriais relevantes, mesmo aquelas com indices enzimaticos mais baixos.

4.1.4 Atividade Pectinolitica

Em relagdo a atividade pectinolitica, apenas oito linhagens (15,38%) demonstraram
resultados com atividade pectinolitica alta (Tabela 4), com IEM > 2, sendo trés provenientes
de coleta do solo na Parcela 1 (Figura 9) e cinco da Parcela 2 (Figura 10). O isolado P2B5
obteve o maior Indice Enzimatico Médio, com um valor de 3,33, seguido de P2B20

(IEM=3,00). As linhagens P1A23 e P1A24 alcangaram um IE Médio de 2,33.
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Tabela 4 - Indice Enzimatico Médio (IEM) com resultados > 2 para pectinase de leveduras do

solo do semiarido baiano

Parcela 1 Parcela 2
Linhagem IE Médio | Linhagem IE Médio

P1A2 2,00 P2B2 2,00
P1A23 2,33 P2B5 333
P1A24 2,33 P2B9 2,00
P2B16 2,00
P2B20 3,00

Fonte: Autoria propria (2025).

Figura 9 - Linhagens da Parcela 1 de solo com atividade pectinolitica alta (IEM > 2,0) de

leveduras do solo do semiarido baiano

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: a) P1A2. b) P1A23. ¢) P1A24.

Figura 10 - Linhagens da Parcela 2 de solo com atividade pectinolitica alta (IEM >2,0) de

leveduras do solo do semiarido baiano.

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: a) P2B2. b) P2BS. ¢) P2B9. d) P2B16. e) P2B20.
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A presenga de sete isolados produtores de pectinase revela que as leveduras de solo
do semidrido podem contribuir para a degradacdo de polimeros pécticos, mesmo que em
menor propor¢do do que relatado por fungos filamentosos, tradicionalmente reconhecidos
como principais produtores pectinoliticos (KC et al., 2020).

De modo diferente, Sopalun e [amtham (2020) realizaram um estudo no qual 49% de
isolados fingicos foram produtores de pectinase. Dentre eles, o isolado DapR02 destacou-se
pela produgdo de pectinase com IE de 23,17, significativamente superior aos demais.
Enquanto neste estudo a frequéncia foi de apenas 15,38% com IEM > 2, com o maior valor
sendo 3,33 para P2BS5, que pode refletir de diferencgas entre condi¢des experimentais ou da
origem da coleta microbiolodgica.

O indice obtido para os isolados apresentados na Tabela 4 esta dentro da faixa
descrita para microrganismos com potencial biotecnoldgico para a producdo pectinolitica (KC
et al., 2020), sugerindo que esses isolados sdo interessantes para futuras aplicacdes industriais.
Além disso, a diferenca de respostas entre os isolados (IEM=2,00-3,00) sugere variabilidade
intraespecifica na capacidade enzimatica, como descrito em leveduras pectinoliticas por
Longhi et al. (2022).

Em um estudo conduzido com polpa de café¢, Oumer e Abate (2018) isolaram 95
microrganismos e avaliaram quanto a produ¢do de pectinases, sendo 21,06% actinomicetos,
65,26% bactérias e 13,68% fungos. Aproximadamente 31% dos isolados apresentaram
atividade enzimadtica alta, com destaque para a cepa Btk27, que exibiu a maior razio entre
zona de hidrolise e diametro da coldonia (4,7 = 1,2). Esses resultados reforcam o potencial

biotecnoldgico dos microrganismos como fontes de enzimas de interesse.

4.2 CULTURAS PROMISSORAS PARA APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

4.2.1 Lipases

Neste estudo, a cultura de maior destaque para producdo de lipase para aplicagdes
biotecnoldgicas neste estudo foi P2B24 (IEM = 4,33), seguido de P2B20 e P2B26 (IEM =
3,66). Outras culturas promissoras sao P1A6, P1A7, P1A12, P2B2 e P2B14 (todas com IEM
= 3,00). A enzima lipase foi a mais difundida entre os isolados, sendo 51,9% das culturas

tiveram alta atividade lipolitica, demonstrando a adaptabilidade de microrganismos a
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ambientes semidridos e sua relevancia industrial para aplicacdes em industrias de detergentes,

alimentos, biocombustiveis e outros.

4. 2.2 Proteases

A atividade proteolitica apresentada neste estudo releva um destaque para a cepa
P1A13 (IEM = 3,00), e também para P1A22 (IEM = 2,66), P1A23 (IEM = 2,50), P2B24
(IEM = 2,25), P2B19 (IEM = 2,11). Apesar de apenas 7 linhagens (13,46%) terem
demonstrado alta atividade pectinolitica, todas as cepas cresceram no meio enriquecido para a
producdo de protease, mesmo que com indices enzimaticos baixos ou intermedidrios,
indicando que os isolados foram capazes de degradar a gelatina presente no meio. As
proteases apresentam alto valor em industrias farmacéuticas, alimenticias e de detergentes, e
este estudo demonstra que a gelatina ¢ um substrato de interesse na identificagdo de atividade

proteolitica microbiana em meio sélido.

4.2.3 Amilases

A atividade amilolitica demonstrou que as cepas com melhor potencial enzimatico
foram P1A17 (IEM = 5,00), P1A18 (IEM = 4,33) e P1B5 (IEM = 4,16), outras relevantes
foram P2B21 (3,33), P1A16 (2,83) e P2B7 (2,50). Apesar de somente 7 linhagens (13,46%)
terem apresentado IE > 2, as que apresentaram atividade alta, demonstram valores mais altos
do que para outras enzimas, indicando potencial para aplicagdes em setores industriais, como

biocombustiveis, panificagdo e industria de amidos.

4. 2.4 Pectinases

A atividade pectinolitica apresentou resultados satisfatorios para os isolados P2B5
(IEM = 3,33) e P2B20 (IEM = 3,00), outras relevantes foram P1A23 ¢ P1A24 (2,33), P2B2,
P2B9 e P2B16 (todas 2,00). Apesar de apenas 8 linhagens terem apresentado alto indice
enzimatico para pectinases, a presenga de isolados com valores consistentes indica um
potencial interessante para a producdo industrial, como em setores de sucos, vinhos, fibras

vegetais e biodegradagao.
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4.2.5 Atividade Enzimatica Intermediaria

A andlise qualitativa resultou em diversas linhagens com atividade enzimatica
intermediaria (IEM < 2) , como demonstrado no Grafico 1, para um ou mais ensaios. Embora
ndo tenham atingido o critério estabelecido para alta atividade (IEM > 2), a identificagdo
dessas linhagens representa um dado positivo e promissor para a bioprospecc¢do de leveduras.

A detec¢dao da capacidade de hidrolise do substrato em condigdes de cultivo nao
otimizadas ¢ um indicativo promissor de que a enzima ¢ funcional naquele organismo. Desse
modo, a otimizagdo do bioprocesso pode ser utilizada para producdo em niveis industriais,
como variagdo de pH do meio de cultivo préximo ao ponto 6timo da atividade enzimatica

especifica ou testes de temperatura para aumentar a taxa de reacao sem desnaturacao.

4. 2. 6 Linhagens multifuncionais

As linhagens mais promissoras sdo aquelas que apresentam atividade enzimatica
multifuncional. Neste estudo, conforme a Tabela 5, quatro cepas (P1A13, P1A22, P2B19 e
P2B24) expressaram atividades para lipase e protease; apenas uma (P2B21) para lipase ¢
amilase; quatro (P1A2, P2B9, P2B16 e P2B20) expressaram atividade para lipase e pectinase.
Apenas duas cepas apresentaram atividades para trés enzimas, uma delas na Parcela 1 de
coleta de solo (P1A23), para lipase, protease e pectinase, e a outra na Parcela 2 (P2B5), para
lipase, amilase e pectinase. Nenhuma das linhagens estudadas expressou atividade enzimatica

paralela para todas as quatro enzimas testadas.

Tabela 5 - Linhagens multifuncionais de leveduras do solo do semiérido baiano, com

resultados de IEM > 2

Parcela 1 Parcela 2
Linhagem Atividade multifuncional (IE) | Linhagem Atividade multifuncional (IE)
Lipase (2,00) + Amilase (2,33)
+ Pectinase (3,33)
P1A13 Lipase (2,00) + Protease (3,00) P2B9 Lipase (2,00) + Pectinase (2,00)
P1A22 Lipase (2,00) + Protease (2,66) P2B16 Lipase (3,16) + Pectinase (2,00)

Lipase (2,00) + Protease (2,50)
+ Pectinase (2,33)

P1A2 Lipase (2,00) + Pectinase (2,00) P2B5

P1A23 P2B19 Lipase (2,16) + Protease (2,11)

P2B20 Lipase (3,66) + Pectinase (3,00)
P2B21 Lipase (2,00) + Amilase (3,33)

P2B24 Lipase (4,33) + Protease (2,25)
Fonte: Autoria propria (2025).
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Os resultados na Tabela 5 demonstram linhagens com alta atividade para duas ou
mais enzimas, indicando uma tendéncia natural das cepas a serem multifuncionais, mas com
especificagdes. Apenas duas cepas apresentaram atividade para trés enzimas, e estas (P1A23 e
P2B5) sdo especialmente promissoras para serem exploradas em processos industriais mais
complexos ou para a produgdo multifuncional de enzimas, reduzindo os custos de producao,
fermentagdo e purificagao dos processos. A auséncia de cepas com alta atividade enzimatica
para todas as quatro enzimas testadas sugere limitagdes fisiologicas.

O Grafico 3 mostra a distribui¢do das linhagens de leveduras com alta atividade
enzimatica (IEM > 2) para cada enzima, dentre elas, comparando com aquelas que

apresentaram mais de uma atividade ao mesmo tempo.

Grifico 3 - Distribuicao de linhagens multifuncionais com IEM > 2 por enzima de leveduras

do solo do semiarido baiano

Distribui¢cao de linhagens multifuncionais
B Total de linhagens com IEM z 2. ] Linhagens multifuncionais com IEM = 2.
25
20

15

10

Lipases Proteases Amilases Pectinases

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: As linhagens multifuncionais representam aquelas leveduras de solo do semiarido que apresentaram
alta atividade enzimatica (IEM > 2) para duas ou mais enzimas.

Sendo assim, no Gragico 3, verifica-se que as lipases tém a maior quantidade de
linhagens com IEM > 2, tal como o maior nimero de linhagens multifuncionais (11 de 25,
44%), prevalecendo um maior nimero de leveduras com atividade exclusiva, mas com

significativa atividade multifuncional. As proteases (5 de 7, 71, 43%) e as pectinases (5 de 8§,
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62,5%) apresentam uma propor¢do similar e elevada entre a quantidade total de linhagens
com [EM > 2 e o nimero de linhagens multifuncionais, indicando que essas linhagens podem
vir acompanhadas a produ¢@o enzimatica diversa. Enquanto as amilases tém o menor nimero
de linhagens multifuncionais relacionadas ao total com IEM > 2 (2 de 7, 28,57%), indicando
que a capacidade produtiva de amilases em leveduras pode ndo vir associada a outras.

Um estudo conduzido no Cerrado no norte de Minas Gerais por Vieira et al. (2025)
destacou a prospeccio de leveduras associadas a flores de Qualea grandiflora, onde foram
isoladas 58 leveduras, destas haviam dois fungos semelhantes a leveduras. Foram
identificadas 18 espécies diferentes distribuidas em 14 géneros, e a Candida rhopalochaeta
mostrou-se particularmente versatil, apresentando atividade em multiplos testes enzimaticos,
incluindo amilase, protease e tanase, reforcando sua relevancia biotecnoldgica. Contudo,
Vieira et al. (2025) destacou que entre 20 isolados com halos de hidrolise, apenas oito
apresentaram IE > 2,0. Esse valor ¢ similar aos relatados neste estudo, com exce¢dao da
atividade lipolitica, na qual 50% dos isolados apresentaram IE > 2,0.

Os resultados do presente estudo demonstram que atividades em multiplos testes
enzimaticos sdo de interesse industrial e biotecnoldgico, podendo ser explorados em diversas
aplicagdes. Exemplificando, uma mesma cepa que produz lipase e protease pode ser utilizada
em formulagdes de detergentes, e uma cepa que produz lipase e pectinase pode ser aplicada na
industria de processamento de alimentos ou na producdo de bioetanol. Sendo assim, a
multifuncionalidade aumenta a eficiéncia em aplicagdes industriais, pois reduz os custos de
processos devido uma mesma cepa produzir mais de uma enzima.

Al Halim, Hemeda e Serag (2024) analisaram 42 isolados de leveduras, das quais
sete cepas apresentaram producdo simultanea de lipase e pectinase, e duas foram capazes de
produzir amilase, pectinase, lipase, protease ¢ urease de forma concomitante. Entre essas, os
autores relatam as linhagens duas linhagens atribuidas ao género Hanseniaspora,
frequentemente relatada como levedura nao-Saccharomyces associada a superficie de uvas.
Desse modo, as leveduras s3o microrganismos promissores para apresentar perfis enzimaticos

multifuncionais, como observado nas linhagens P1A23 ¢ P1BS5.

4.3 LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVA FUTURAS

Neste estudo, a bioprospeccao de leveduras do semidrido baiano para a producao de
enzimas hidroliticas foi efetuada, mas com algumas limitagdes. A natureza qualitativa dos

ensaios em meio solido apresentam baixo custo e alta vazao, fornecendo o Indice Enzimatico
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e a capacidade de produgdo. Contudo, o estudo foi conduzido sob condigdes de cultivo padrao,
que podem nao ser ideais para a maxima expressao de todas as enzimas.

Em perspectivas futuras, objetiva-se realizar a identificacdo molecular das linhagens
mais promissoras € estatisticamente superiores, por meio do sequenciamento de regides
ribossomais, para confirmar o género e espécie, agregando valor cientifico e industrial aos
isolados de leveduras do solo do semiarido baiano.

A confirmacao da atividade pode ser feita através de ensaios quantitativos em
fermentagdo submersa, utilizando métodos colorimétricos ou fluorimétricos, para determinar a
atividade especifica e o rendimento de produgdo das enzimas (Lipase, Protease, Amilase,
Pectinase). Além disso, as linhagens mais promissoras devem ser submetidas a ensaios de
otimizagdo de bioprocessos, investigando o efeito de variagdes de pH, temperatura, aeracao e

tempo de incubagdo para maximizar a producdo das enzimas de interesse.
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5 CONCLUSAO

Nesta pesquisa, a identificacdo molecular ainda ndo foi finalizada, o que impede
afirmar quais espécies correspondem as linhagens promissoras. Além disso, compreende-se
que as condi¢des do meio podem influenciar a difusdo de substrato ¢ o tamanho do halo de
hidrolise, afetando o IE. Recomenda-se, como proximos passos, extragdo de DNA e
sequenciamento para identificagdo molecular das leveduras, seguido de cultivo em meio
liquido para a quantificagdo enzimatica e testes de otimizagao.

Os resultados deste estudo demonstram que o semidrido baiano ¢ um deposito
relevante de leveduras com potencial para a produg¢do de enzimas hidroliticas. Das 52
linhagens avaliadas, 48,63% apresentaram alta atividade enzimatica (IEM > 2,0) para pelo
menos uma das enzimas, representando uma distribui¢do significativa. Além disso, foram
observadas cepas multifuncionais capazes de secretar duas ou trés enzimas, demonstrando o
valor biotecnolégico das leveduras para estudos com enzimas, pois favorecem processos
industriais constituidos por diversidade enzimatica.

No presente estudo, foi realizada a triagem qualitativa em meio s6lido, apresentando
resultados promissores que justificam etapas posteriores de caracterizacdo bioquimica e
otimizagdo das condigdes de cultivo das linhagens selecionadas, como pH, estabilidade
térmica, além da identificagdo das cepas. Portanto, este estudo corrobora com o potencial de
microrganismos do solo do semidrido como fontes de novas enzimas de interesse
biotecnoldgico, além de evidenciar a necessidade de aprofundar estudos voltados a
caracterizagdo das enzimas produzidas, principalmente sobre especificidade do substrato,

termoestabilidade e desempenho em diferentes condigoes.
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APENDICE A - Analise do Indice Enzimatico (IE).

Tabela 1 - Analise do Indice Enzimético (IE) para a enzima lipase.

Linhagem
P1A1
P1A1
P1A1
P1A2
P1A2
P1A2
P1A3
P1A3
P1A3
P1A4
P1A4
P1A4
PIAS
PIAS
PIAS
P1A6
P1A6
P1A6
P1A7
P1A7
P1A7
PI1AS
PI1AS
PI1AS
P1A9
P1A9
PI1A9
PIA10
PIAI0
PIA10
P1A11
P1A11
P1A11
PI1A12
PI1A12
PI1A12

Replicata
1
2
3

W N = W N = W= W [SSIE S [SS I S [SSIE S [SSIE \S [SS I\ [SS I\

—

DC (mm)
1
2

DH (mm)

W B W W W W = =

—_

L5

L5

0,5

A WD N W W

1,25
1,5
1,25
1,25
1,5

—_— e N OWON WW W W e

-
[0}

1,5

IE >2
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao

49



Linhagem
PI1A13
PIA13
PIA13
P1A14
P1A14
P1A14
PIALS
PIALS
PIALS
P1A16
P1A16
P1A16
P1A17
P1A17
P1A17
PIA1S
PIA1S
PIAIS
PIAI19
PI1A19
PIAI19
P1A20
P1A20
P1A20
P1A21
P1A21
P1A21
P1A22
P1A22
P1A22
P1A23
P1A23
P1A23
P1A24
P1A24
P1A24

P2B1
P2B1
P2B1
P2B2

Replicata
1
2
3

[SSIE o) W N W N W N W N [SSIE \S [SSIE \S W N [SS I ) W N [SS I S

—_— W N

DC (mm)
0,5
0,5
0,5
2
2

S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
0,5
0,5
0,5

0,5
0,5
0,5

0,5
0,5
0,5
1,5

S/C
S/IC
S/C

DH (mm)
1

e Y L VS B 'S

S/IC
S/IC
S/IC
S/IC
S/IC
S/IC
0,5
0,5
0,5

[NCT O RN O VS N

S/IC
S/C
S/IC
1,5

15
1,5
1,5

S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C

N N N N N NN N N N N N QO N W = = -

(]

1,666666667
2
2
S/C
S/C
S/C
1,5

50



Linhagem
P2B2
P2B2
P2B3
P2B3
P2B3
P2B4
P2B4
P2B4
P2B5
P2B5
P2B5
P2B6
P2B6
P2B6
P2B7
P2B7
P2B7
P2B8
P2B8
P2BS§
P2B9
P2B9
P2B9
P2B10
P2B10
P2B10
P2B11
P2B11
P2B11
P2B12
P2B12
P2B12
P2B13
P2B13
P2B13
P2B14
P2B14
P2B14
P2B15
P2B15

Replicata
2
3
1

W N W N = W N = W= W [SS I S [SS I S [SSIE S [SSIE S [SS I S [SSIE S w N

—

DC (mm)
1
1
1

NSRS

0,5

0,5

L5
L5

DH (mm)
1,5
1,5
3
3
4

N W N W NN = N = NN

—_

1,3333333
1
1
2
1,5

2
2
2
2

1,5
1,3333333
1,3333333

1,5

1,5

1,5

2

3
3
1

—

_— = N WA

51



Linhagem
P2B15
P2B16
P2B16
P2B16
P2B17
P2B17
P2B17
P2B18
P2B18
P2B18
P2B19
P2B19
P2B19
P2B20
P2B20
P2B20
P2B21
P2B21
P2B21
P2B22
P2B22
P2B22
P2B23
P2B23
P2B23
P2B24
P2B24
P2B24
P2B25
P2B25
P2B25
P2B26
P2B26
P2B26
P2B27
P2B27
P2B27
P2B28
P2B28
P2B28

Replicata
3

[SSIE o) W N W N W N W N W N w N [SSIE S [SSIE S [SSIE \S [SSIE NS [SSIE S

—

DC (mm)
1
1

0,5
0,5
2
1
1
0,5
1
0,5
1

DH (mm)

A RO R N WD DN DR W R DN

—_
(9]

2,5

) —_
- W -
W (9,

[\CTEE (RN (S RV B A Y

N N NN & W AR NN

1,5
2
2,666666667
2

2
4
5
4

1,5
1,28

52



Tabela 2 - Analise do Indice Enzimético (IE) para a enzima protease.
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—

DC (mm)

1
1

L5

L5

1,5

L5
1

1,5
1

[ NS I NS R 5]

S/IC
S/IC
S/IC

L5
L5

DH (mm)
3

NN W

N
\b]-lk-lk(ﬁ-lkb)

“wh A O W R WD

S/IC
S/IC
S/IC

W — W W W

IE
3
3
1,333333333
1,333333333
1,333333333
1

e e e e e e T e e e

1
1,75
1,5
2
1,666666667
2
2
1,25
2
1,333333333
3
2
3
2,5
2
2,5
S/C
S/C
S/C
1,5

1,5

54



Linhagem
P2B2
P2B3
P2B3
P2B3
P2B4
P2B4
P2B4
P2B5
P2B5
P2B5
P2B6
P2B6
P2B6
P2B7
P2B7
P2B7
P2BS§
P2B8
P2B8
P2B9
P2B9
P2B9
P2B10
P2B10
P2B10
P2B11
P2B11
P2B11
P2B12
P2B12
P2B12
P2B13
P2B13
P2B13
P2B14
P2B14
P2B14
P2B15
P2B15
P2B15

Replicata
3

[SSIE o) W N W N W N W N W N w N [SSIE S [SSIE S [SSIE \S [SSIE NS [SSIE S

—

DC (mm)
3
2
2,5

W W W N W W NN

N W N W W W

DH (mm)
3
2,5
3
2
1,5
2
1
1
1,5
1,5
3

N W o R b

IE

1,25
1,2

1,5

e e R e

1,5
1,5
1,75
1,5
1,666666667
1,666666667
2
1,333333333
1,333333333
1,5
1,5
2
2
1
1
1
1,333333333
1,333333333
1,333333333
1,5
1
1,5
1
1
1
1,333333333
1,666666667
1,333333333
1
1
1
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Linhagem
P2B16
P2B16
P2B16
P2B17
P2B17
P2B17
P2B18
P2B18
P2B18
P2B19
P2B19
P2B19
P2B20
P2B20
P2B20
P2B21
P2B21
P2B21
P2B22
P2B22
P2B22
P2B23
P2B23
P2B23
P2B24
P2B24
P2B24
P2B25
P2B25
P2B25
P2B26
P2B26
P2B26
P2B27
P2B27
P2B27
P2B28
P2B28
P2B28

Replicata
1
2
3

[SSIE o) W N W N W N W N [SSIE \S [SSIE \S W N [SS I ) W N [SS I S

—

DC (mm)
2
1,5
L5
2
2
2
L5
1
L5
L5
2
2

L5
L5

NSRS R ]

DH (mm)
2
1,5
1,5

D W W W

2,5
35

_— = N = N

1,5
L5

W W W A~ b

3,5

—_

(NSRS R S

IE
1
1
1
1,5
1,5
1,5
2
2
1,666666667
2,333333333
2

— e e e e el e e N

p—

1,333333333
1,333333333
1,5
3
2
1,75
1
1,2
1,3333333
1,5
1,5
1,6
1

e e e T T Y
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Tabela 3 - Analise do Indice Enzimatico (IE) para a enzima amilase.

Linhagem
P1A1
P1A1
P1A1
P1A2
P1A2
P1A2
P1A3
PI1A3
P1A3
P1A4
P1A4
P1A4
PIAS
PIAS
PIAS
P1A6
P1A6
P1A6
P1A7
P1A7
P1A7
P1A8
P1A8
PI1AS
P1A9
P1A9
P1A9

PIA10
PI1A10
PIAI0
P1A11
P1A11
P1A11
P1A12
P1A12
P1A12
PIA13
PI1A13

Replicata
1
2
3

W N W N W N W N [SSIE o) W N W N [SS I ) [SSIE S [SSIE S [SSIE S

—_

DC (mm)
2
2

NN

—_—

NSRS R SRR S S}

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

S/C
S/C
S/IC
S/IC
S/C
S/IC

02
02
02
02
02
02
0,3
0,3

DH (mm)
2
2
2

NSRS R S RS S e S

=
9]

j=}
9]

b}

S e
[9,] [9,] [9,] (9]

S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C

02
02
02
02
02
02
03
03

IE

e e e e e i e e e e T e e e e e e e e

S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C

O S e Y O e = U =y

IE >2
Nao
Nao
Nao
Nao
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Linhagem
PI1A13
P1A14
P1A14
P1A14
PIAIS
PIALS
PIALS
P1A16
P1A16
P1A16
P1A17
P1A17
P1A17
PIA1S
PIA1S
PIA1S
PI1A19
PIAI19
PIAI19
P1A20
P1A20
P1A20
P1A21
P1A21
P1A21
P1A22
P1A22
P1A22
P1A23
P1A23
P1A23
P1A24
P1A24
P1A24

P2Bl1
P2B1
P2B1
P2B2
P2B2
P2B2

Replicata
3

[SSIE o) W N W N W N W N W N w N [SSIE S [SSIE S [SSIE \S [SSIE NS [SSIE S

—

DC (mm)
0,3
2
2
2
1
1
0,5

0,5
0,5

0,5

0,5

S/C
S/C
S/C
02
02
02
02
02
02

S/IC
S/C
S/C
0,5
0,3
0,3

DH (mm)
0,3
2

2
2
3

— w (VST \S W W W AN e W w vz

—_

S/C
S/C
S/C
02
02
02
02
02
02

12
12
12

s/C

s/C

s/C
0,5
03
03

IE

W e

— e . N W A WS SN DN

S/C
S/C
S/C

O O e e = O =Y

= = -
(SRR S §)

S/C
S/C
S/C
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Linhagem
P2B3
P2B3
P2B3
P2B4
P2B4
P2B4
P2B5
P2B5
P2B5
P2B6
P2B6
P2B6
P2B7
P2B7
P2B7
P2BS§
P2BS§
P2B8
P2B9
P2B9
P2B9
P2B10
P2B10
P2B10
P2B11
P2B11
P2B11
P2B12
P2B12
P2B12
P2B13
P2B13
P2B13
P2B14
P2B14
P2B14
P2B15
P2B15
P2B15
P2B16

Replicata
1
2
3

[SSIE o) W N W N W N W N [SSIE \S [SSIE \S W N [SS I ) W N [SS I S

—_ W N

DC (mm)
S/C
S/C
S/C
2
2

02
02
02
02
02
02
02
02
02
02
02
02
S/C
S/C
S/C
0,5
0,5
0,5

0,5

0,5

0,5

DH (mm)
S/C
S/C
S/C

2
2
1
2
3
2

0,5
1
1
2

2,5
3

02

02

02

02

02

02

02

02

02

02

02

02

S/C

S/C

S/C

05

05

05

0,5

0,5

0,5

IE
S/C
S/C
S/C

N = e e NOWON e e e

\!\)
(9]

e e e e

S/C
S/C
S/C

| T S S L
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Linhagem
P2B16
P2B16
P2B17
P2B17
P2B17
P2B18
P2B18
P2B18
P2B19
P2B19
P2B19
P2B20
P2B20
P2B20
P2B21
P2B21
P2B21
P2B22
P2B22
P2B22
P2B23
P2B23
P2B23
P2B24
P2B24
P2B24
P2B25
P2B25
P2B25
P2B26
P2B26
P2B26
P2B27
P2B27
P2B27
P2B28
P2B28
P2B28

Replicata
2
3
1

W N = W N = W= W [SS I S [SS I S [SSIE S [SSIE S [SS I S [SSIE S w N

—

DC (mm)
0,5
0,5

1

1

1
0,5
0,5
0,5

5

5

3
0,2
0,2
0,2
0,5
0,5

1

1

1

1
0,2
0,2
0,2
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
0,3
0,4
0,4
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C

DH (mm)
0,5
0,5

1

1

1
0,5
0,5
0,5

5

5

3
0,2
0,2
0,2

2
L5

3

1

1

1
0,2
0,2
0,2
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
0,3
04
0,4
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C

IE

e e e T T 7™ T S T SO O N N e T e e e T e e e

S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
1
1
1
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C
S/C

Tabela 4 - Analise do Indice Enzimatico (IE) para a enzima pectinase.
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Linhagem
P1A1
P1A1
P1A1
P1A2
P1A2
P1A2
P1A3
P1A3
P1A3
P1A4
P1A4
P1A4
PIAS
PIAS
PIAS
P1A6
P1A6
P1A6
P1A7
P1A7
P1A7
PI1AS
P1A8
PI1AS
P1A9
P1A9
P1A9

PIA10
PIAI0
PIAI0
P1A11
P1A11
P1A11
P1A12
P1A12
PI1A12
PIA13
PIA13
PIA13
P1A14

Replicata
1
2
3

[SSIE o) W N W N W N W N [SSIE \S [SSIE \S W N [SS I ) W N [SS I S

—_ W N

DC (mm)
4
2
2

DH (mm)
5
3
3
2
2
2
1,5

1,5
1,5

IE
1,25
1,5
1,5
2
2
2
1,5
1,5
1,5
1,5
1,333333333
1,333333333
1
1
1
1,5
1,5
1,333333333
1

|

1
1,666666667
1,666666667
1,666666667

1

e e

1,5
2
2
2
1,666666667
1,5
1
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Linhagem
P1A14
P1A14
PIALS
PIALS
PIAIS
PI1A16
P1A16
P1A16
P1A17
P1A17
P1A17
PIA1S
PIA1S8
PIA1S
PI1A19
PI1A19
PI1A19
P1A20
P1A20
P1A20
P1A21
P1A21
P1A21
P1A22
P1A22
P1A22
P1A23
P1A23
P1A23
P1A24
P1A24
P1A24

P2Bl1
P2Bl1
P2Bl1
P2B2
P2B2
P2B2
P2B3
P2B3

Replicata
2
3
1

W N W N = W N = W= W [SS I S [SS I S [SSIE S [SSIE S [SS I S [SSIE S w N

—_—

DC (mm)
1
1

—_ NN W W N NN

NSRS T ST S S

1,5
1,5

1,5
1,5

— NN DN

DH (mm)
1

D NN W W W NN~ NN~ WW NN NN =

—
(9]

—
(9]

>

[ —

AW W W W N

L5

IE

e T T R S N T T

- s
o n

N N = m m NW W N WN e e e e e e NN

(]

1,25
1,5

Nao
Nao
Nao
Nio
Sim
Sim
Nio
Nio
Nao
Nio
Nio
Nio
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nio
Nio
Nio
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
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Linhagem
P2B3
P2B4

P2B4
P2B4
P2B5

P2B5
P2B5
P2B6
P2B6
P2B6
P2B7
P2B7
P2B7
P2B8
P2B8
P2B8
P2B9
P2B9
P2B9
P2B10
P2B10
P2B10
P2B11
P2B11
P2B11
P2B12
P2B12
P2B12
P2B13
P2B13
P2B13
P2B14
P2B14
P2B14
P2B15
P2B15
P2B15
P2B16
P2B16
P2B16

Replicata
3

— W N

W N [SSIE o) [SSIE o) [SSIE o) [SSIE o) [SSIE o) (VS \S] w N w N w N w N

—

DC (mm)
1,5
4

NN A

L5
L5

NSRS R (SRR S I

S/C
S/C
S/C

NN D W R D NN

DH (mm)
3
55

NS SR S I S

S/IC
S/IC
S/IC

IE
2
1,375
1,25
1,333333333
1

1,1
1,2
1
1
1
1,428571429
1,75
2
1,5
1,333333333
1,333333333
2

e e e e NN

S/C
S/C
S/C
1
1
1
1,75
1,5
1,75
1,4
1,5
2,333333333
2
2
2
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Linhagem Replicata DC (mm) DH (mm) IE IE>2

P2B17 1 3 5 1,666666667 Nio
P2B17 2 4 6 1,5 Nio
P2B17 3 5 7 14 Nio
P2B18 1 3 4 1,333333333 Nio
P2B18 2 2 3 1,5 Nio
P2B18 3 3 4 1,333333333 Nio
P2B19 1 2 1,5 1,25 Nio
P2B19 2 2 3 1,5 Nio
P2B19 3 2 3 1,5 Nio
P2B20 1 1 3 3 Sim
P2B20 2 1 3 3 Sim
P2B20 3 1 3 3 Sim
P2B21 1 L5 2,5 1,666666667 Nio
P2B21 2 1 2,5 2,5 Sim
P2B21 3 1 1,5 1,5 Nio
P2B22 1 2 3 1,5 Nio
P2B22 2 L5 3 2 Sim
P2B22 3 1,5 3 2 Sim
P2B23 1 1 L5 1,5 Nio
P2B23 2 1 1,5 1,5 Nio
P2B23 3 1 L5 1,5 Nio
P2B24 1 1 1 1 Nio
P2B24 2 1 1 1 Nio
P2B24 3 1 1 1 Nio
P2B25 1 2 3 1,5 Nio
P2B25 2 2 3 1,5 Nio
P2B25 3 3 5 1,6666667 Nio
P2B26 1 1 L5 1,5 Nio
P2B26 2 1 L5 1,5 Nao
P2B26 3 1 L5 1,5 Nao
P2B27 1 1 1 1 Nio
P2B27 2 0,5 0,5 1 Nao
P2B27 3 0,5 0,5 1 Nio
P2B28 1 3 3 1 Nio
P2B28 2 3 3 1 Nao
P2B28 3 3 3 1 Nio




APENDICE B - Anélise do ndice Enzimatico Médio (IEM).

Tabela 1 - Analise do Indice Enzimatico Médio (IEM) para a enzima lipase.

Linhagem
P1A1
P1A2
P1A3
P1A4
PIAS
P1A6
P1A7
P1A8
P1A9
PI1A10
PI1AI11
P1A12
PIA13
P1A14
PIAIS
PIAl6
P1A17
PIAIS
PIAI19
P1A20
P1A21
P1A22
P1A23
P1A24
P2B1
P2B2
P2B3
P2B4
P2B5
P2B6
P2B7
P2B8§
P2B9
P2B10
P2B11
P2B12

IE Rep.1
3
3
1,5
1,25

S/C
S/C
1

3

2

2

2

2

1,666666667

s/C
1,5

3
2,5

2

1

1,3333333

2

2
1,5

L5
2

IE Rep.2
2
1,5
1,25
1,25
1
3
2
1
2
2
1,5
3
2
1,5
1
S/IC
S/IC

[NCIE (ST S I S 2 ST )

S/C

1
1,5
2
1,3333333
1,5
3

IE Rep.3
2
1,5
1,5
1,5
1

—_— W W

N = =N

2
1,3333333
1,5
3

IEM
2,33333333
2
1,41666667
1,33333333
1
3
3
1,33333333
1,66666667
1,66666667
1,33333333
3
2
1,5
1
S/C
S/C
1
2,66666667
2
2
2
2
1,888888889
S/C
1,5
2,16666667
3
2
1
11111111
1,83333333
2
1,38888887
1,5
2,66666667

IEM >2

Sim
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Linhagem
P2B13
P2B14
P2B15
P2B16
P2B17
P2B18
P2B19
P2B20
P2B21
P2B22
P2B23
P2B24
P2B25
P2B26
P2B27
P2B28

IE Rep.1
1
4
1
1,5
1,5
2
2,5
4
2
2
2,666666667
4
1,5
3
3
2

IE Rep.2

N S B S S R ST S L U e i\

N —_
- W
[, [V,

3,16666667
2,5
1,83333333
2,16666667
3,66666667
2
1,83333333
2,22222222
4,33333333
1,41666667
3,66666667
2,5
2

Tabela 2 - Analise do Indice Enzimatico Médio para a enzima protease.

Linhagem
P1A1
P1A2
P1A3
P1A4
PIAS
P1A6
P1A7
P1A8
P1A9

PIA10
P1A11
PI1A12
PI1A13
P1A14
PIALS
PIAI6
PIA17
PIAIS
PIAI19
P1A20

IE Rep.1
1
1
1

3
1,5
1
1,5
1,333333333
3
1,333333333
1
1
1
1
1,75
1,666666667

IE Rep.2
1
1
1

2
1,5
1
1,333333333
1,5
3
1,333333333
1
1
1
1
L5

IE Rep.3
1

_— = = N =

2,5
1,5
1
1,333333333
1,333333333
3
1,333333333
1
1
1

IEM

I S I

1
1,33333333
2,5
1,5
1
1,38888889
1,38888889
3
1,333333333
1
1
1
1
1,75
1,88888889

IEM >2
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Linhagem
P1A21
P1A22
P1A23
P1A24
P2B1
P2B2
P2B3
P2B4
P2B5
P2B6
P2B7
P2B8
P2B9
P2B10
P2B11
P2B12
P2B13
P2B14
P2B15
P2B16
P2B17
P2B18
P2B19
P2B20
P2B21
P2B22
P2B23
P2B24
P2B25
P2B26
P2B27
P2B28

IE Rep.1
1,25

2,5

L5

1,25
L5
1
L5
1,666666667
1,333333333
L5
1
1,333333333
L5
1
1,333333333
1
1
L5
2
2,333333333
1
1
1
1,333333333
3
1
L5
1
1

IE Rep.2
2
2
2
1
2
1,5
1,2
1
1
1,75
1,666666667
1,333333333
2
1
1,333333333
1
1
1,666666667
1
1
1,5
2
2
1
1
1
1,333333333
2
1,2
1,5
1
1

IE Rep.3
1,333333333
3
2,5

—_— = = N

1,5
1,5
2
1,5
2
1
1,333333333
1,5
1
1,333333333
1
1
L5
1,666666667
2
1
1
1
L5
1,75
1,3333333
1,6
1
1

IEM
1,53777778
2,66666667
2,33333333

1
1,83333333
1,16666667

1,15
1,16666667
1,16666667
1,58333333
1,77777778
1,38888889
1,83333333

1

1,333333333

1,333333333

1

1,333333333

1

1

1,5
1,88888889
2,11111111

1

1

1
1,38888889

2,25
1,17777777
1,53333333
1
1

Tabela 3 - Analise do Indice Enzimatico Médio para a enzima amilase.

Linhagem
P1A1
P1A2
P1A3
P1A4

IE Rep.1
1
1
1

IE Rep.2
1
1
1

IE Rep.3
1
1
1

IEM

| T S

IEM >2
Nao
Nao
Nao
Nao



Linhagem
PI1AS
P1A6
P1A7
P1A8
P1A9

PI1A10
PI1AI11
PI1A12
PIA13
P1A14
PIALS
P1A16
P1A17
PIA1S
PI1A19
P1A20
P1A21
P1A22
P1A23
P1A24
P2Bl1
P2B2
P2B3
P2B4
P2B5
P2B6
P2B7
P2B8
P2B9
P2B10
P2B11
P2B12
P2B13
P2B14
P2B15
P2B16
P2B17
P2B18
P2B19
P2B20

IE Rep.1
1
1
1
S/C
S/C

A O W W

S/C

1,2
S/C

S/C

IE Rep.2
1
1
1
S/IC
S/IC

35
2,5

1,2
S/IC

S/C

IE Rep.3
1
1
1
S/C
S/C

—_— N W W O\ = = = e e

S/IC

1,2
S/IC

S/IC

S/C
S/C

e e R e

1
4,16666667
2,83333333

5
4,33333333

1

L

1,2
S/C

S/C
1
2,33333333
1
25
1
1
1

S/C

e

Nao
Nao
Nao
Nio
Nio
Nao
Nio
Nio
Nao
Nio
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Linhagem
P2B21
P2B22
P2B23
P2B24
P2B25
P2B26
P2B27
P2B28

IE Rep.1
4
1
1
S/C
S/C
1
S/C
S/C

IE Rep.2
3
1
1
S/IC
S/IC
1
S/IC
S/IC

IE Rep.3
3
1
1
S/C
S/C
1
S/C
S/C

IEM
3,33333333
1
1
S/C
S/C
1
S/C
S/C

Tabela 4 - Analise do Indice Enzimético Médio para a enzima pectinase.

Linhagem
P1A1
P1A2
P1A3
P1A4
PI1AS
P1A6
P1A7
P1A8
P1A9

PI1A10
PI1AI11
PI1A12
PIA13
P1A14
PIALS
P1A16
P1A17
PIA1S
PIAI19
P1A20
P1A21
P1A22
P1A23
P1A24
P2B1
P2B2
P2B3
P2B4

IE Rep.1
1,25
2
1,5
1,5
1
1,5
1
1
1,666666667
1
1
1,5

1,25
1,375

IE Rep.2
1,5
2
1,5
1,333333333
1
1,5
1
1
1,666666667
1
1
2
1,666666667
1
1
1
1
1
1,5

1,25

IE Rep.3
1,5
2
1,5
1,333333333
1
1,333333333
1
1
1,666666667
1
1
2
1,5

—_ e = e

L5

1,333333333

IEM
1,41666667
2
1,5
1,38888889
1
1,38888889
1
1
1,666666667
1
1
1,83333333
1,72222222
1

e e R e

1,5
1,66666667
1
1
2,33333333
2,33333333
1
2
1,58333333
1,31944444

IEM >2
Niao
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Linhagem
P2B5
P2B6
P2B7
P2B8
P2B9
P2B10
P2B11
P2B12
P2B13
P2B14
P2B15
P2B16
P2B17
P2B18
P2B19
P2B20
P2B21
P2B22
P2B23
P2B24
P2B25
P2B26
P2B27
P2B28

IE Rep.1
1
1
1,428571429
1,5
2
1
1
S/C

1,75
14
2
1,666666667
1,333333333
1,25
3
1,666666667
1,5
1,5
1
1,5
1,5
1
1

IE Rep.2
1,1
1
1,75
1,333333333
2
1
1
S/IC

L5
L5

L5

L5

L5

2,5

L5

L5
L5

IE Rep.3
1,2
1
2
1,333333333
2
1
1
S/C
1
1,75
2,333333333
2
1,4
1,333333333
1,5
3
1,5
2
1,5
1
1,6666667
1,5
1
1

IEM
33
1
1,72619048
1,38888889
2
1
1
S/C
1
1,66666667
1,74444444
2
1,52222222
1,38888889
1,33333333
3
1,88888889
1,83333333
1,5
1
1,55555557
1,5
1
1
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