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RESUMO

O bioma Amazonia consiste em uma grande biodiversidade. Entretanto, poucos sdo os estudos
realizados com a comunidade leveduriforme associados aos frutos amazonicos. Assim, este
estudo objetivou-se em conhecer a comunidade fingica presente nos frutos de pupunha (Bactris
gasipaes) e tucuma (4strocaryum vulgare) em fermentagdo espontanea, além de bioprospectar
leveduras autoctones quanto a sua capacidade de produzir enzimas de interesse industrial. A
fermentagdo espontanea foi realizada durante 15 dias a 30 °C. Durante a fermentacdo, foram
avaliadas as alteragdes fisico-quimicas dos frutos. Os agucares redutores presentes foram
catabolizados levando a aumento no pH dos frutos, atingindo valores 7,66 ¢ 6,74, na acidez
titulavel de 1,91 e 1,63% de acido latico para pupunha e tucumai, respectivamente. A
diversidade de leveduras nos frutos em fermentacdo espontanea foi realizada através de
sequenciamento de DNA em larga escala da regido ITS onde, 7 espécies de leveduras foram
identificadas no fruto pupunha, a espécie Galactomyces reessii foi mais abundante. No tucuma
foram identificadas 11 espécies, porém a espécie Meyerozyma carpophila foi a de maior
prevaléncia. Realizou-se também contagem, isolamento ¢ caracterizagdo morfologica das
colonias, a populacdo de leveduras nos frutos atingiu 7,61 e 8,51 log UFC/g, sendo isoladas
162 leveduras na pupunha e 149 no tucuma. Os 311 isolados foram submetidos a testes
qualitativos em placas para avaliar a producdo de enzimas, dentre eles, todos produziram
invertase, 88, lipase e um isolado produziu pectinase. Os isolados produtores de enzimas foram
avaliados quanto a produc¢do quantitativa de enzimas em cultivo submerso. Quatorze leveduras
produziram invertase, destas, os isolados TCL30.3 (0,043 U/mL), PPL15.1 (0,31 U/mL) e
PPL46 (0,31 U/mL) apresentaram maior atividade. Seis isolados produziram lipase, se
destacando como melhores produtores os isolados TCL36.1, TCL33.1 ¢ TCL25.5 com 0,081,
0,058 e 0,057 U/mL, respectivamente. A hidrolise do 6leo de coco babagu foi testada com 6
isolados, TCL52.1 apresentou o maior percentual de 23.53%. Quatorze isolados foram
submetidos ao teste de hidrolise da sacarose, sendo os isolados PPL15.1 (41,34%) ¢ TCL30.3
(50,47%) com maiores percentuais de conversao da sacarose.

Palavras-Chave: autoctones; fermentacio espontanea; enzimas;



ABSTRACT

The Amazonian biome, consists of a large biodiversity. However, there are few studies with the
yeast community associated with Amazonian fruits. Thus, this study aimed to know the fungal
community present in pupunha (Bactris gasipaes) and Tucuman (4strocaryum vulgare) during
spontaneous fermentation, besides bioprospecting indigenous yeasts as to their ability to
produce enzymes of industrial interest. Spontaneous fermentation was carried out over 15 days
at 30 °C. The reducing sugars present it was stabilized, leading to an increase in the fruits' pH,
reaching values of 7.66 and 6.74, in the titratable acidity of 1.91 and 1.63% lactic acid for
pupunha and tucuman, respectively. Yeast diversity in fruit in spontaneous fermentation, it was
performed through large-scale DNA sequencing of the ITS region where, 7 species of yeast
have identified in the pupunha fruit, the species Galactomyces reessii was more abundant. In
tucuman, 11 species have identified, but the species Meyerozyma carpophila was the most
prevalent. It was also performed counting, isolation and morphological characterization of the
colonies, the population of yeasts in the fruits reached 7.61 and 8.51 log CFU/g, being isolated
162 yeasts in pupunha and 149 in tucuman. The 311 isolates were subjected to qualitative plate
tests to evaluate the production of enzymes, among them all produced invertase, 88 lipase and
one isolate produced pectinase. The enzyme producing isolates were evaluated for the
quantitative production of enzymes in submerged culture. Fourteen yeasts produced invertase,
of which TCL30.3 (0.043 U/mL), PPL15.1 (0.31 U/mL) and PPL46 (0.31 U/mL) isolates
showed higher activity. Six isolates produced lipase, highlighting the isolates TCL36.1,
TCL33.1 and TCL25.5 with 0.081, 0.058 and 0.057 U/mL, respectively, as the best producers.
The hydrolysis of babassu coconut oil were tested with 6 isolates, TCL52.1 presented the
highest percentage of 23.53%. Fourteen isolates were submitted to the sucrose hydrolysis test,
with PPL15.1 (41.34%) and TCL30.3 (50.47%) isolates with higher percentages of sucrose
conversion. Fourteen isolates were submitted to the sucrose hydrolysis test, with PPL15.1
(41.34%) and TCL30.3 (50.47%) isolates with higher percentages of sucrose conversion.

Keywords: autochthonous; spontaneous fermentation; enzymes;
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1.INTRODUCAO

O bioma Amazonia ¢é constituido da maior biodiversidade do planeta. Essa diversidade
engloba a abundancia em plantas, animais e microrganismos. Parte dos microrganismos estao
associados aos frutos amazodnicos, pelo fato destes proporcionarem caracteristicas intrinsecas
favoraveis ao desenvolvimento microbiano, principalmente as leveduras. Os frutos sdo
geralmente ricos em agucares e agua (GANTER; MORAIS; ROSA, 2017; RITTER etal., 2021;
SOUZA; LIMA, 2019).

Nesse sentido, o bioma amazoénico apresenta grande diversidade microbiana que pode
ser prospectada para aplicagdo na produgdo de enzimas, mostrando ser esse, um grande campo
de estudos. Apesar de todo esse potencial, ainda sdo escassas as pesquisas relacionadas a
comunidade de leveduras associadas a frutos amazonicos. Portanto, essa rica microbiota
necessita ser estudada, principalmente pela busca por novas espécies ¢ biomoléculas para fins
cientificos, tecnologicos e aplicacdo no desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos de

interesse da industria, como a de alimentos, por exemplo (VEGAS et al., 2020).

A fermentagdo espontanea de frutos tem sido explorada como nicho para o isolamento
de espécies autdctones com potencial para a aplicacdo. Leveduras ja foram isoladas de frutos
do cerrado como por exemplo, na acerola (Malpighia glabra), na bacaba (Oenocarpus bacaba)
e no pequi (Caryocar brasiliense) (CAMARGO et al., 2018; PUERARI; MAGALHAES-
GUEDES; SCHWAN, 2015) ¢ também em frutos amazonicos como no cacau (7heobroma
cacao) e no camu-camu (Myrciaria dubia) (ALMEIDA et al., 2019; MATOS et al., 2021).
Além disso, sabe-se que a composi¢do microbiana de frutos depende naturalmente dos
parametros intrinsecos e extrinsecos (PIMENTEL et al., 2021), e estes podem se alterar durante
a fermentacdo, fazendo com que diferentes microrganismos sejam isolados em distintos tempo
do processo fermentativo. Nesse sentido, aumenta-se a possibilidade de bioprospeccdo de

leveduras de interesse biotecnologico.

Além das técnicas tradicionais de isolamento de microrganismos e identificacdo,
métodos moleculares, ou seja, ndo dependentes de cultivo sdo utilizados na identificagio das

espécies microbianas contidas em diversas matrizes, incluindo alimentos (BAI et al., 2020).

Uma das caracteristicas de grande interesse das leveduras é a producdo de enzimas
extracelulares de relevancia industrial como invertase, lipase e pectinase. O uso de enzimas em

diversas industrias, incluindo na de alimentos, aumentou substancialmente nos tltimos anos e
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o principal fator que impulsionou esse crescimento do mercado de enzimas foi a eficiéncia dos

custos (RAMESH et al., 2020).

Neste sentido, as enzimas hidroliticas sdo utilizadas em muitos processos industriais, a
invertase por exemplo, é responsavel pela hidrolise da sacarose dando origem ao xarope de
glicose e frutose sendo muito utilizados na industria de alimentos., enquanto a pectinase confere
a sucos de frutas e vinhos clarificacdo ¢ aumento no rendimento. E as lipases estdo entre os
biocatalizadores mais importantes, catalisam a hidrolise de triglicerideos de cadeia longa, ¢

agem em diferentes substratos, incluindo os 6leos vegetais (SINGH; SINGH; PANDEY, 2019).

Portanto, este trabalho tem como objetivos conhecer a comunidade leveduriforme, bem
como isolar leveduras presentes na microbiota dos frutos da Amazonia: pupunha (Bactris
gasipaes Kunth) e tucuma (Astrocaryum vulgare Mart), como fonte potencial de enzimas
hidroliticas como a lipase, pectinase e invertase. Ademais, objetivou-se verificar o potencial de

aplicagdo das enzimas produzidas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os frutos de tucuma ¢ pupunha sofreram alteracdes fisico-quimicas proporcionados pela
atuagdo microbiana durante a fermentagio espontanea. O sequenciamento de alto desempenho
da regido ITS forneceu informagdes valiosas sobre a comunidade fungica autoctone dos frutos,
sendo os géneros Pichia spp. ¢ Galactomyces spp os mais abundantes na pupunha e

Meyerozyma ssp no tucuma.

Dos isolados, 14 foram produtores de invertase e 6 produtores de lipase. Das leveduras
produtoras de lipase testadas na de hidrélise do 6leo de coco babagu, o TCL52.1 apresentou o
maior percentual de 23.53%. Quanto a hidrolise da sacarose, os isolados TCL30.3 e PPL15.1

apresentaram as maiores taxas de conversdo da sacarose de 51,28% ¢ 41,34%, respectivamente.

Este trabalho abre novas perspectivas para o estudo da diversidade leveduriforme na
fermentagdo espontinea dos frutos pupunha e tucumi. Além disso, outras abordagens sdo
essenciais para o aprofundamento da compreensdo da diversidade ¢ sua fungdo no processo

fermentativo.
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