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POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE LEVEDURAS ASSOCIADAS A FILOSFERA
DE BROMELIAS DA CAATINGA

Autor: Dayse Alessandra Andrade da Silva
Orientadora: Prof2. Dré. Melissa Fontes Landell
RESUMO

A Caatinga possui um patriménio bioldgico singular, bioma exclusivamente brasileiro e com
alto grau de endemismos, sendo, porém, um ambiente cientificamente subexplorado. Dentre a
sua vegetacdo, destaca-se a familia Bromeliaceae. As plantas dessa familia possuem diversas
associagGes com outros organismos, inclusive com micro-organismos, como por exemplo, as
leveduras. As leveduras possuem grande interesse biotecnoldgico para producdo de enzimas
extracelulares, por estas serem produzidas em menor tempo de geracdo celular e possuirem
maior estabilidade nos processos industriais do que as enzimas produzidas por plantas e
animais. Portanto, as enzimas produzidas por leveduras sdo uma demanda crescente e vantajosa
nos processos industriais. Diante disso, 0 presente trabalho teve como objetivo testar linhagens
de leveduras para a produgéo de enzimas extracelulares (amilase, caseinase, celulase, esterase,
lipase e pectinase) isoladas da filosfera (folhas, frutos e flores) de bromélias de dois locais da
Caatinga alagoana: Reserva Particular do Patriménio Natural-Tocaia no municipio de Santana
de Ipanema e na Serra Caicara no municipio de Maravilha, Alagoas. As leveduras fazem parte
da micoteca do Laboratdrio de Diversidade Molecular — LDM da Universidade Federal de
Alagoas. Para os testes de producéo enzimatica, as leveduras foram cultivadas em Agar YEPD
por 48 horas a 22-25 °C. Posteriormente, foram semeadas nos meios de cultura com o0s
respectivos substratos enzimaticos e incubadas por 7 dias a 22-25 °C. Apds este periodo, as
atividades enzimaticas foram analisadas semiquantitativamente através de halos de degradacao
do substrato. Neste estudo, dos isolados de folhas (n = 213), 195 foram testados para a enzima
amilase, 166 para caseinase, 186 para celulase, 197 para esterase e 153 para pectinase. Para
lipase, testou-se os isolados positivos para esterase (n = 42). Todos os isolados de flores (n =
13) foram testados para a producdo de amilase e esterase, 12 para celulase e 7 isolados foram
testados para caseinase e pectinase. Todos os isolados de frutos (n = 13) foram testados para
amilase, 12 foram avaliados para a producdo de celulase e esterase, 8 foram testados para
caseinase, e 6 isolados para pectinase. Nenhum isolado de flores e frutos foi testado para lipase.
Entre os todos os isolados testados (n = 239), 58,5% (n = 140) apresentaram producéo forte
(++) para pelo menos uma enzima. As enzimas extracelulares mais produzidas em porcentagem
foram: lipase (95,2%) seguida de esterase (57,3%), caseinase (36,4%), amilase (34,3%),
celulase (31,9%) e pectinase (9,6%). As linhagens de leveduras melhores produtoras foram
Rhodosporidiobolus poonsookiae (BMA 56), Pseudozyma hubeiensis (BMA 69),
Symmetrospora marina (BMA 83), ndo identificada (BMA 90), Aureobasidium melanogenum
(BMA 94), Phenoliferia sp. nov (BMA 95) e Aureobasidium pullulans (BMA96). Com isto,
pode-se concluir que leveduras associadas a filosfera de bromélias da Caatinga apresentam um
grande potencial biotecnologico para producdo de enzimas extracelulares interessantes
industrialmente, considerando que leveduras adaptadas ao semiarido nordestino, passam por
condigdes variaveis e estressantes e possivelmente apresentam uma alta plasticidade para se
estabelecerem no ambiente e possuirem caracteristicas Unicas e Uteis para aplicabilidade na
biotecnologia branca.

Palavras-chave: Semiarido nordestino. Leveduras. Enzimas extracelulares



BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF YEASTS ASSOCIATED WITH THE
PHYLLOSPHERE OF CAATINGA BROMELIADS

Author: Dayse Alessandra Andrade da Silva
Advisor: Profé, Dr2, Melissa Fontes Landell
ABSTRACT

The Caatinga has a diversified biological heritage, an exclusively Brazilian biome with a high
degree of endemisms, but it is a scientifically under-explored environment. Among its
vegetation, the Bromeliaceae family attract attention. The plants of this family has several
associations with other organisms, including microorganisms, such as yeasts. Yeasts are of
great biotechnological interest for the production of extracellular enzymes, as they are produced
in a shorter time of cell generation and have greater stability in industrial processes than the
enzymes produced by plants and animals. Therefore, enzymes produced by yeasts are a growing
and advantageous demand in the industrial processes. Therefore, the present work aimed to test
yeast strains for the producing of extracellular enzymes (amylase, caseinase, cellulase, esterase,
lipase, pectinase) isolated from phyllosphere (leaves, fruits and flowers) of bromeliads from
two locations in the Caatinga of Alagoas: Reserva Private Natural Heritage-Tocaia in the
municipality of Santana de Ipanema and Serra Caicara in the municipality of Maravilha,
Alagoas. The yeasts are part of library of the Molecular Diversity Laboratory — LDM of the
Federal University of Alagoas. For enzymatic production tests, yeasts were grown on YEPD-
Agar for 48 hours at 22-25°C. Subsequently, they were sown in the culture media with the
respective enzymatic substrates and incubated for 7 days at 22-25 °C. After this period, the
enzymatic activities were analyzed semi-quantitatively through halos of substrate degradation.
In this study, leaf isolates (n = 213), 195 were tested for the enzyme amylase, 166 for caseinase,
186 for cellulase, 197 for esterase and 153 for pectinase. For lipase, isolates positive for esterase
were tested (n = 42). All flower isolates (n = 13) were tested for amylase and esterase
production, 12 for cellulase and 7 isolates were tested for caseinase and pectinase. All fruit
isolates (n = 13) were tested for amylase, 12 were evaluated for cellulase and esterase
production, 8 were tested for caseinase, and 6 for pectinase. No isolates from flowers and fruits
have been tested for lipase. Among the all isolates tested (239), 58.5% (n = 140) showed strong
production (++) for at least one enzyme.The most produced extracellular enzymes in percentage
were: lipase (95.2%) followed by esterase (57.3%), caseinase (36.4%), amylase (34.3%),
cellulase (31.9%) and pectinase (9.6%).The best producing yeast strains were
Rhodosporidiobolus poonsookiae (BMA 56), Pseudozyma hubeiensis (BMA 69),
Symmetrospora marina (BMA 83), unidentified (BMA 90), Aureobasidium melanogenum
(BMA 94), Phenoliferia sp. nov (BMA 95) and Aureobasidium pullulans (BMA96).With this,
it can be concluded that yeasts associated with the Caatinga bromeliad phyllosphere have a
great biotechnological potential for the production of interesting extracellular enzymes
industrially, considering that yeasts adapted to the northeastern semiarid, undergo variable and
stressful conditions and possibly have a high plasticity for settle in the environment and have
unique and useful characteristics for applicability in white biotechnology.

KEYWORDS: Northeastern semiarid. Yeasts. Extracellular enzymes.
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1. INTRODUCAO

A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro (MORO et al., 2016), com um
patrimoénio bioldgico diversificado e o celeiro de muitas espécies endémicas. Este bioma
apresenta caracteristicas peculiares em relacdo a outros no Brasil. Entre eles, e talvez o mais
marcante, esta o regime pluviométrico, onde cerca de 70% pode se concentrar em trés meses
consecutivos ao longo do ano (NIMER, 1972), sendo que em algumas regides os periodos de
seca podem chegar a 11 meses (PRADO, 2003). Essa caracteristica define a regido como sui
generis (NIMER, 1972). Possui também um imenso potencial para a conservacao de servicos
ambientais, uso sustentavel e bioprospeccdo (MMA, 2018). Sua paisagem é dominada por uma
vegetacdo arbustiva, ramificada e espinhosa, com predominéncia das familias Cactaceae,
Euphorbiaceae e Bromeliaceae (LEAL et al., 2005).

As bromélias sdo plantas endémicas de regides neotropicais, com exce¢do de uma
espécie localizada no Golfo de Guiné, Africa. S&o plantas que apresentam alta plasticidade,
podendo ser encontradas desde regides Umidas até regiGes semiaridas como a Caatinga
(BENZING, 2000). Apresentam diversas modificacbes morfoldgicas, dentre elas a disposicao
de suas folhas em rosetas que propiciam o acimulo de agua e material organico que torna um
ambiente adequado para muitas espécies de vertebrados, invertebrados e micro-organismos
(BENZING, 2000) o que pode ser importante em um ambiente semiarido, onde ha
irregularidade de chuvas.

A colonizacéo das plantas por micro-organismos pode ocorrer em diversas estruturas,
por exemplo, a filosfera (interface folhas atmosfera) pode ser colonizada por micro-
organismos epifiticos (LINDOW; BRANDL, 2003). Sabe-se que a filosfera, possui uma
comunidade microbiana diversa, incluindo leveduras (LINDOW; BRANDL, 2003). Leveduras
sd0 micro-organismos pertencentes ao reino Fungi, que possuem caracteristicas semelhantes
aos fungos filamentosos, entretanto, diferenciam-se destes pela manutencdo do fendtipo
predominantemente unicelular. Elas sdo amplamente distribuidas no planeta e estdo presentes
em multiplos nichos e ambientes, desde ambientes tmidos até ecossistemas semiaridos como a
Caatinga (FELIX, 2019; NAVARRO, 2018; SALGADO et al., 2020; TSUJI; KUDOH, 2020).

A exploracdo do potencial biotecnoldgico microbiano vem crescendo e tornou-se uma
ferramenta importante para nossa sociedade. Produtos microbianos uUteis a sociedade (e.g.
enzimas) sdo uma alternativa potencial para solucionar problemas modernos, como questdes

ambientais (e.g., poluicdo) através da biorremediacdo e producdo de biodiesel tornando o



13

processo ecologicamente mais limpo (EMBRAPA, 2020) e producdo de detergentes mais
eficientes. Assim, a diversidade de micro-organismos mostra-se promissora na resolucdo destas
questdes, devido a possibilidade de encontrar micro-organismos com diferentes caracteristicas
e alta plasticidade nos ambientes com condicOes estressantes e variaveis. Além disso, 0s
produtos provenientes de micro-organismos possuem a vantagem de serem aceitos com maior
facilidade, por serem considerados naturais, e os catalisadores biol6gicos possuem uma
especificidade alta pelo substrato e habilidade catalitica, podendo ser chamados de especialistas
no seu sitio catalitico (NAM et al., 2012; STEELE; STOWERS, 1991) e por possuirem uma
estabilidade maior nos processos industriais em relagdo aos animais e plantas (ROBINSON,
2015). As enzimas produzidas por leveduras sdo geralmente reconhecidas como seguras
(SINGH; BAJAJ, 2017) e este campo de bioprospeccdo torna-se cada vez mais relevantes
devido a demanda na sintese de produtos voltados para a industria em diferentes areas (ALVES
et al., 2014). Essas enzimas podem ser secretadas no meio extracelular e, portanto, mais
facilmente recuperadas para utilizagdo (ROBINSON, 2015).

Sabe-se que os estudos de associacdes de leveduras com a filosfera de bromélias tém se
tornado fontes importantes de descobertas de novos micro-organismos e um micro-ambiente
com alta diversidade (CROUS et al., 2018, 2019; FELIX et al., 2017; LANDELL et al., 2009,
2010, 2015; LANDELL; MAUTONE; VALENTE, 2006; NAVARRO, 2018) porém, 0s
trabalhos na Caatinga ainda sdo escassos. Segundo Leal et al. (2005) p141 “a Caatinga é uma
anomalia climética e funciona como um importante laboratorio pra estudos de como plantas,
invertebrados e vertebrados se adaptam a um regime de chuva altamente variavel e
estressante”. Trabalhos como este de bioprospeccdo de enzimas extracelulares surge como
pioneirismo na regido semiarida. Diante disto, faz-se necessario conhecer nosso patriménio

bioldgico e compreender o grande potencial biotecnologico da regiao.

2. OBJETIVO

o Verificar o potencial biotecnologico de leveduras associadas a bromélias da

Caatinga alagoana por meio da produgdo das enzimas extracelulares amilase,

caseinase, celulase, esterase/lipase e pectinase.



14

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caatinga
O Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2020), possuli
seis biomas em seu territdrio: Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal e Caatinga.
Dos quais, somente o0 bioma Caatinga tem seus limites contidos exclusivamente no territério
brasileiro (MORO et al., 2016).

Dentre, eles o bioma Caatinga designa uma extensa regido que corresponde a
aproximadamente 844.453 km?, equivalentes a 11% do territorio nacional, abrangendo o0s
estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Piaui, Sergipe e o norte de Minas Gerais, (Figura 1) (SILVA; COELHO; SILVA, 2015). O
bioma Caatinga no estado de Alagoas compreende uma area de 11.343,4 kmz, o equivalente a
47,77% (LOPES; FALCAO; ANDRADE, 2017). A denominagdo “Caatinga” tem origem no
Tupi-Guarani que significa “mata ou floresta branca” termo caracteristico do periodo seco do
bioma, quando a folhagem cai (PRADO, 2003).

Figura 1. Mapa mostrando a localizacdo da Caatinga (cinza) que compreende os estados de

Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe
e norte de Minas Gerais.

Regi&o Nordeste

35°

Fonte: Adaptado de (ARAUJO; CASTRO; ALBUQUERQUE, 2007)
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Este bioma é caracterizado por um clima prevalentemente semiarido, no qual existe uma
forte escassez hidrica e cuja média do volume pluviométrico varia entre 350 mm a 650 mm
anuais. Esses volumes sdo distribuidos irregularmente, podendo causar inundacdes no local e
evidenciando que na regido ocorre intensa oscilacdo das variaveis ambientais (AB’SABER,
2003). Comparando a Caatinga com outras regides brasileiras, o clima da regido é muito
diferente. Apresenta temperaturas muito altas com baixa umidade relativa do ar, altas taxas de

radiacéo solar ao longo do ano, caracterizando um ambiente extremo (LEAL et al., 2005).

A vegetacdo da Caatinga € representada por uma floresta baixa, com arbustos e arvores
de menor porte, com predominancia das familias botanicas Cactaceae, Euphorbiaceae e
Bromeliaceae (Figura 2) (LEAL et al., 2005). O local é rico em endemismos e diversidade,
(PRADO, 2003) (4.508 espécies de plantas, 107 répteis, 153 mamiferos, 510 de aves),
caracterizando-se como o semiéarido mais biodiverso do mundo (LOPES; FALCAO;
ANDRADE, 2017). Entretanto, ainda é pouco conhecido e sua biodiversidade ainda é

subestimada.

Além de ser pouco estudado, outro problema desta regido é a pouca extensdo de area
protegida, menos de 1%, que sofre intensa degradacdo (LEAL et al., 2005). Diante disto, é de
extrema importancia pesquisas voltadas para conhecer o patriménio biologico, exclusivamente
brasileiro, e que medidas de conservacdo possam ser implementadas e se evite extingédo de
espécies e processos ecoldgicos Unicos.

Figura 2. Vegetacdo da Caatinga: A, B e C referem-se a areas florestais, enquanto D e E

referem-se & vegetacdo arbustiva dominada pelas espécies Cactaceae e Bromeliaceae e F
espécie de Euphorbiaceae. Fotos de Inara Leal e Maria de Fatima de Araujo Lucena.

B AL —,

Fonte: Adaptado de (O ECO, 2020 ; SANTOS et al., 2011)
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Segundo o Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas (IMA-AL), o estado
possui 88 Unidades de Conservacdo (UC). Dentre elas, nove UCs abrangem a regido da
Caatinga, incluindo a Reserva Particular do Patriménio Natural —Tocaia. Atualmente ha estudos
em andamento para implementacdo de uma Area de Protecdo Ambiental (APA) na Serra
Caicara, que incluird parte dos municipios localizados na mesorregido do Sertdo: Santana de

Ipanema, Poco das Trincheiras, Maravilha, Ouro Branco e Canapi (IMA, 2020).

Deve-se ressaltar que a importancia da Caatinga estd além da alta biodiversidade e
endemismos na regido (LEAL et al., 2005). Esta associada também a adaptacdo das espécies
que habitam a regido devido as condigdes estressantes (alta radiacdo e um regime de chuvas
irregulares). Mostrando-se promissora para estudos de grande relevancia no campo
biotecnolégico para prospeccdo de enzimas secretadas por leveduras devido a grande
possibilidade de se encontrar espécies com alta plasticidade fisioldgica e genética,

caracteristicas interessantes industrialmente.

3.2 Bromélias

Bromélias sdo plantas pertencentes a familia Bromeliaceae, que possui 58 géneros e
3408 espécies (LUTHER, 2014), sendo divididas atualmente em oito
subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae, Puyoideae, Navioideae,
Hechtioideae, Lindmanioideae e Brochinioideae (GIVNISH et al., 2014). Sdo plantas de regides
neotropicais, com excecdo da espécie Pitcairnia feliciana (Auguste Chevalier) Harms &
Mildbraed, cuja ocorréncia é no Golfo da Guiné — Africa. As espécies de bromélias estdo
predominantemente na América do Sul, cerca de 40%, e destas estima-se que 73% estejam
localizadas no Brasil (BENZING, 2000; LEME; MARIGO, 1993).

Esta familia apresenta plantas herbaceas terrestres, saxicolas e epifitas, cuja morfologia
das folhas apresenta geralmente, modificada em forma de rosetas, que propiciam, na grande
maioria das espécies, 0 acumulo de 4gua e reserva, principalmente para periodos longos de seca
(e.g. Caatinga), e acumulo de detritos organicos, geralmente decorrentes da lixiviagdo da chuva
da copa de arvores ou trazidos pelo vento (MANETTI; DEIAPORTE; LAVERDE, 2009).

Outro aspecto importante das bromélias sdo as raizes. Nos grupos terrestres, essa
estrutura é capaz de absorver nutrientes, no entanto, em epifitas extremas as raizes possuem
papel na fixacdo e sustentacdo ao hospedeiro, atribuindo assim a absorcdo de agua e dos
nutrientes necessarios para desenvolvimento (e.g. minerais) as folhas (BENZING, 2000). Na
Tabela 1 a forma de vida pode ser associada ao tipo de nutri¢cdo encontradas em bromélias. Elas


https://pt.wikipedia.org/wiki/Pitcairnioideae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tillandsioideae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bromelioideae
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podem ser encontradas desde o nivel do mar a altitudes elevadas de 4000 mil metros, e habitam

desde climas umidos até secos, regides com baixa ou alta luminosidade, caracterizando plantas
com alta plasticidade (LEME; MARIGO, 1993; MEDINA, 1990).

Tabela 1. Formas de vida e tipos ecofisioldgicos de Bromeliaceae

Forma de vida

Caracteristicas Aquisi¢do de gua e
nutrientes pelas raizes

Aquisi¢do de 4gua e
nutrientes pelas folhas

Bromélias terrestres pertencentes as Pitcairnioideae (CAM e C3) e muitas
Bromelioideae (CAM) que usam raizes para adquirir agua e nutrientes, sendo 0s
tricomas ndo absorventes

Bromelioideae (CAM) terrestres com bases foliares que formam um “tanque”
rudimentar estanque no qual algumas raizes axilares podem crescer

Bromelioideae terrestres ou epifitas, cujas raizes t€ém menos importancia na
aquisicao de agua e nutrientes com as bases das folhas formando um extenso
tanque de retengdo de agua - vias fotossintéticas predominantemente do
metabolismo do 4cido crassulaceano (CAM), com tricomas com capacidade de
captar 4gua e nutrientes

Epifitas formadoras de tanques pertencentes as Tillandsioideaec e algumas
Brocchinia - vias fotossintéticas predominantemente C3 e com altas densidades
de tricomas nas bases foliares que sdo altamente eficazes na captagdo de adgua e
nutrientes, as raizes funcionando principalmente como holdfasts

Via fotossintética da CAM atmosférica Tillandsioideae, epifitica ou litofitica, com
pélos nas folhas absorvendo agua diretamente sobre toda a superficie foliar (sem
tanque) e possuindo raizes firmes, se houver

Fonte: Adaptado de (LEROY et al., 2016).

3.3 Leveduras

As leveduras sdo fungos, e como tal, apresentam caracteristicas inerentes como nucleo

organizado e parede celular rigida (Figura 3). Entretanto, diferentemente dos fungos

filamentosos, séo predominantemente unicelulares, com reproducédo prioritariamente assexual

através de brotamento ou fissdo. Elas sdo agrupadas filogeneticamente em dois filos:

Ascomycota ou Basidiomycota A temperatura 6tima de crescimento varia entre 20 a 30 °C,

porém isto varia dependendo de fatores intrinsecos de cada linhagem (KURTZMAN; FELL,

1998). Elas participam da reciclagem de nutrientes do ecossistema e secretam componentes

importantes que estimulam o crescimento das plantas das quais estdo associadas (ALCAINO;

CIFUENTES; BAEZA, 2015; BRINGEL; COUEE, 2015).
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Figura 3. Representacdo de uma célula de levedura

Mitocdndria

Waciolo da gémula

WVacuolo
Reticulo endoplasmatico
Membrana vacuolar

Granulo lipidico

Membrana celular 4

Parede celula:-" o
f

Grinulos de reservas

Miocdndna
Fonte: (LOURENCO, 2009).
3.3.1 Diversidade de leveduras

As leveduras podem ser encontradas em diversos ambientes (aéreos, terrestres e
aquaticos) e em associac¢do com diferentes grupos e substratos, incluindo animais, plantas, solo,
agua, ambientes extremos (e.g. Antartica), a ambientes construidos (antrdpicos) (Tabela 2)
(WALKER, 1998, 2009). No periodo de 1820 a 2011 teve-se um aumento importante na
diversidade conhecida de leveduras, somente em 2005 cerca de 2.500 foram publicadas
(incluindo sinbnimos que posteriormente foram reacomodados) (BARRIGA et al., 2011). E
atualmente ha aproximadamente 1.600 espécies de leveduras descritas na literatura (VU et al.,
2016).



Tabela 2. Habitats naturais das leveduras.
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Habitat Descricao Géneros

Plantas O nicho comum de leveduras € a interface entre nutrientes Ashbya spp.
solGveis de plantas (aglcares) e 0 mundo séptico. Insetos Nematospora spp.
ajudam a espalhar leveduras na filosfera. Carcinomyces spp.

Animais Algumas leveduras podem ser patogénicas para seres Candida spp.
humanos e animais, enquanto outras ndo sio patogénicas Cyniclomyces spp.
(podem ser encontradas no trato intestinal e pele de animais. Pityrosporum spp.
Numerosas leveduras sdo comensais ao inseto que atuam
como vetores para a distribui¢do natural das leveduras.

Solo Considerado como reservatorio de leveduras para Lipomyces spp.
sobrevivéncia a longo prazo, em vez de habitat para Schwanniomyces spp.
crescimento livre. Elas podem ser encontradas apenas nas
camadas aerobicas do solo (10-15 cm)

Agua Leveduras podem ser encontradas tanto na agua doce quanto Rhodotorula spp.
na 4gua do mar. As regifes estuarinas costumam ter um Debaryomyces spp.
namero maior de leveduras em comparagédo a 4gua do mar.

Ambientes Algumas leveduras podem ser encontradas em papéis de Aureobasidium pullulans,

construidos parede Umidos e diferentes superficies. Saccharomyces

cerevisiae

Atmosfera Leveduras sdo dispersas pelas correntes de ar da camada Cryptococcus spp.
vegetativa acima das superficies do solo. Apenas algumas Rhodotorula spp.
leveduras podem ser esperadas por volume de ar Sporobolomyces spp.

Ambientes Algumas leveduras halotolerantes podem crescer em solugéo Debaryomyces spp.

extremos de salmoura quase saturada, enquanto que leveduras Zygosaccharomyces spp.

osmofilicas foram descobertas nos horizontes das geleiras

Fonte: Adaptado de (WALKER, 1998, 2009).

Acredita-se que habitats poucos explorados quanto a biodiversidade local, como em
muitas regides da América Latina (Brasil, Equador e Argentina) representem fontes importantes
para a descobertas de novas espécies (BARRIGA et al., 2011), ja que cerca 99% da
biodiversidade de leveduras ainda é desconhecida. A dispersdo delas, por exemplo, na porcao
acima do solo das plantas (filosfera) pode ser auxiliada por insetos, como Drosophila spp., e
por meio do vento e aves (CHAPPELL; FUKAMI, 2018; MITTELBACH et al., 2015; PHAFF,
1987) e o crescimento pode ser influenciado pela bioguimica, isto é, por compostos organicos
presentes na superficie e nas areas em decomposi¢do das plantas (exsudatos, flores, frutos,
filosfera, rizosfera e zonas necroticas) (WALKER, 2009).

3.3.2 Leveduras associadas a filosfera de plantas
As plantas naturalmente, por meio do processo fotossintético, secretam numerosos
compostos ricos em carbono que propiciam uma variedade ampla de nutrientes, influenciando

assim a composicdo de micro-organismos. Leveduras sdo micro-organismos que habitualmente
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se encontram associados com diferentes estruturas das plantas (caule, flores, frutos e folhas)
(PHAFF, 1987).

A colonizacdo da filosfera (Figura 4) pode ser realizada por micro-organismos
epifiticos (LINDOW; BRANDL, 2003). Nas flores (antosfera), o néctar, especialmente,
apresenta um ambiente adequado para as leveduras. A alta concentragdo e composicdo de
acucares simples selecionam também leveduras fermentadoras que sdo comumente isoladas
nesse ambiente. A diversidade de aglUcares é importante para multiplicagdo das leveduras,
caracterizando assim um ambiente favoravel para colonizacdo (CHAPPELL; FUKAMI, 2018).
Por outro lado, a alta concentragdo energética resulta em um ambiente de alta pressao osmotica,
o que limita a diversidade de leveduras (POZO; HERRERA; BAZAGA, 2011).

Figura 4. Diviséo da planta: filosfera (folha, fruto, flor) e rizosfera.

Flores

D
-
=

Rizosfera

Fonte: Adaptado https://en.wikipedia.org/wiki/Plant_microbiome#/media/File:Plant_microbiota.png

A diversidade de leveduras no néctar € influenciada pelas suas propriedades
(composicdo de acucares, concentracdo e os visitantes das flores) que podem direcionar a
predominancia de leveduras ascomicéticas ou basidiomicéticas, como relatado em Mittelbach
et al. (2015). A composic¢do microbiana de flores ornitofilas de leveduras basidiomicéticas foi
relativamente alta com predominancia de néctar com hexoses (monossacarideos), enquanto que
leveduras ascomiceticas sdo raras nesse tipo de acucar, cuja predominancia é em agucares ricos

em sacaroses (dissacarideos).
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Enquanto a comunidade de leveduras em flores pode mudar de acordo com as
polinizacdes, a estrutura microbiana dos frutos (carposfera) é caracterizada por ser dindmica ao
longo do tempo. Quando o fruto ainda esta verde, a comunidade se assemelha a comunidade da
superficie de folhas, caracterizada como um micro-ambiente oligotréfico. Nesse ambiente séo
frequentemente encontrados 0s géneros Aureobasidium e Sporobolomyces. Durante o processo
de amadurecimento, a estrutura da microbiota do fruto muda e pode ocorrer extravasamento de
solucdes ricas em agucares e 0 que pode contribuir para a colonizacao e protagonismo de outros
grupos microbianos como Hanseniaspora, Metschnikowia e Pichia, caracterizando como
dindmica a colonizacgéo desta regido (BUZZINI; LACHANCE; YURKOV, 2017).

O filoplano (superficie externa das folhas), representa a maior superficie da filosfera
(LINDOW; BRANDL, 2003). Este micro-ambiente, caracteriza por ser oligotréfico onde
concentram-se micro-organismos cujo crescimento depende majoritariamente de metabolitos
vegetais secretados na superficie ou de nutrientes de fontes externas lixiviados para a folha. A
disponibilidade de nutrientes presentes neste micro-habitat depende de fatores como idade da
folha, espécie botanica e condi¢cBes de crescimento da planta, fatores que modulam
parcialmente as comunidades microbianas, além dos fatores abidticos (clima, flutuacdo
sazonal, poluicdo e fertilizacdo com nitrogénio) e micro-organismos antagonicos (LIMTONG,;
NASANIT, 2017).

Além do que, este micro-habitat pode ser uma fonte importante para o isolamento e
descricdo de novas espécies de leveduras, como nos trabalhos de Landell et al., (2009)
(Genolevuria bromeliarum), Landell et al., (2015) (Carlosrosaea vrieseae), Pagani et al.,
(2016) (Papiliotrema leoncinii), Félix et al., (2017) (Carlosrosaea hohenbergia, Carlosrosaea
aechmeae), Crous et al., (2018) (Queiroziella braziliensis), Crous et al., (2019) (Carcinomyces
nordestinensis, Aureobasidium tremulum, Kazachstania molopis), Crous et al., (2020)
(Candida pellucida), Félix et al., (2020) (Vishniacozyma alagoana). Pela Caatinga ser pouco
estudada do ponto de vista microbioldgico e possuir caracteristicas Unicas, acreditamos ser uma

fonte em potencial para buscar micro-organismos com propriedades Uteis para biotecnologia.
3.4 Biotecnologia

O termo “biotecnologia” designa aplicagdes tecnologicas de sistemas bioldgicos,
organismos vivos (como por exemplo, leveduras, bactérias e algas) ou derivados destes, com a
finalidade de modificar ou melhorar produtos e servicos (BUCHHOLZ; COLLINS, 2014). A

biotecnologia, ¢ uma rede complexa de conhecimentos na qual ciéncia e tecnologia se
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complementam, envolvendo &reas como biologia molecular, microbiologia, biologia celular,
genética, e aplicacGes da ciéncia como em técnicas imunologicas e bioguimicas, engenharias
etc. (MALAJOVICH, 2016).

Desde os sumérios, ha cerca de 6000 mil anos o0 consumo de cerveja ja existia, embora
0 processo fermentativo fosse uma pratica empirica, onde ndo havia conhecimento da acao de
micro-organismos, muito menos de leveduras (MALAJOVICH, 2016). Atualmente, a
biotecnologia continua fazendo parte do dia a dia, os produtos e processos reduzem ou removem
contaminacfes no ambiente, fabricacdo de plasticos biodegradaveis, atuando, inclusive no
desenvolvendo de produtos como detergentes mais eficientes. Assim, promovendo beneficios
em diversas areas e tornando-se uma importante aliada para a humanidade (MALAJOVICH,
2016).

A aplicabilidade da biotecnologia pode ser evidenciada a partir de produtos que estéo
presentes no cotidiano das pessoas. Como exemplo, em uma variedades de tipos de laticinios
com sabores, aromas, texturas e tipos nutricionais diferenciados, produtos estes relacionados
com diferentes linhagens de micro-organismos (Tabela 3) (NANDY; SRIVASTAVA, 2018).

Tabela 3. Produtos modificados e suas linhas de leveduras

Produtos Lacticos Funcéo Espécies de leveduras

Camembert
(Lessard et al., 2012)

Maturagdo e formacédo de aroma Kluyveromyces lactis LMA-437
Debaryomyces hansenni LMA-

1019

Kefir Fermentacdo da lactose em gréos de
(de Oliveira Leite et al., 2013) kefir

Kluyveromyces marxianus /
Candida kefyr, K. lactis,
D. hansenii

Yogurtes
(Suriyarachchi & Fleet, 1981)

Koumiss
(Mua et al., 2012)

Capacidade de crescer a baixas
temperaturas e fermentacéo lactose
com hidrdlise de caseina do leite

Melhorando o aroma e a textura do
produto com adi¢do de nutrientes a
salide humana

Torulopsis candida
Kluyveromyces fragilis
Saccharomyces cerevisiae

Candida pararugosa,
Kluyveromyces marxianus,
Pichia deserticola,

Pichia fermentans, S. cerevisiae

Fonte: Traduzido e adaptado de (NANDY; SRIVASTAVA, 2018).

A biotecnologia pode ser classificada de diversas formas, porém a categorizacdo em

sistemas de cores € a mais comumente utilizada. Entretanto, esta classificacdo ainda ¢ um

sistema em construcdo, o que pode divergir de acordo com diferentes autores. Uma diviséo
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comum de cores pode ser: verde, azul, vermelha, marrom, roxa, branca dentre outras cores
conforme outros autores (KAFARSKI, 2012).

De acordo com este sistema de cores, a biotecnologia verde contribui para praticas
menos agressivas ao meio ambiente juntamente com a contribuicdo de uma producdo de
alimentos melhores e com um menor custo de producdo; a biotecnologia azul trata da
bioprospeccao de recursos aquaticos para produtos que beneficiam a humanidade, a vermelha
estd correlacionada a saude (e.g. criacdo de vacinas e medicamentos); a biotecnologia
classificada em marrom € responsavel pela inovacao de recursos hidricos em regifes secas,
(como modificacdo de sementes para maior resisténcia a escassez hidrica) e a biotecnologia
roxa envolve o gerenciamento de questdes envolvendo patentes e invengdes (BARCELOS et
al., 2018; KAFARSKI, 2012).

Especificamente, a biotecnologia agrupada na cor branca, conhecida como
biotecnologia da industria, € um ramo relacionado com células (e.g. leveduras, bactérias) e na
sintese de produtos voltados para a industria através de enzimas (COELHO; RIBEIRO, 2016).
Além de ter como objetivo ser uma biotecnologia que envolva menos recursos e energia em

comparagao a outros setores.

A biotecnologia industrial, envolve uma gama de aplicacBes, é considerada a mais
utilizada dentre as classificacdes da mesma. Estdo associados processos como na inddstria
quimica, farmacéutica, cosmética, de papel e téxtil. Ela é considerada o maior ramo da
biotecnologia e entre as aplicacfes estdo: producéo de polimeros biodegradaveis ou especificos,
producdo de combustivel e producdo de enzimas e micro-organismos industrialmente
relevantes (KAFARSKI, 2012).

3.5 Enzimas
A palavra “enzima” ¢ derivada do grego (en= dentro e zume = levedura), que foi
utilizada em 1978 por Wilhelm Kiihne, quando descobriu a habilidade de leveduras produzirem
alcool a partir de agucares. As enzimas séo catalisadores biologicos que aceleram as reacgoes
bioguimicas dos organismos (ROBINSON, 2015).

O Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(NC-IUBMB) define a classificagdo das enzimas em seis classes (Tabela 4) e atribuem um
cdédigo E. C. (Enzyme Commission). Este codigo, contém quatro elementos separados por

pontos, que significa (i) o primeiro ndmero mostra a classe que a enzima pertence (ii) a segundo
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numero indica a subclasse, (iii) a terceiro namero fornece a sub-subclasse, (iv) a quarto € o
numero de série da enzima em sua subclasse (ENZYME COMMISSION, 2020).

Tabela 4. Tabela de classificacdo internacional das enzimas segundo o Comité de
Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-IUBMB).

n°EC Classes Tipo de reacdo catalisada

1 Oxirredutases Transferéncia de elétrons (ion hidreto ou atomo H)
2 Transferases Reacdes de transferéncia de grupos

3 Hidrolases Reacdes de hidrélise (transferéncia de grupos

funcionais para a 4gua)

4 Liases Adicdo de grupos em ligac6es duplas ou formagéo de
ligacdes duplas pela remocéo de grupos

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro da mesma molécula
para formar isbmeros

6 Ligases Formacéo de ligacGes C-C e C-N pelo acoplamento
da clivagem do ATP com rea¢des de condensacéo

Fonte: Adaptado (ENZYME COMMISSION, 2020).
3.5.1 Enzimas microbianas

Os micro-organismos participam de processos importantes nos ecossistemas, dentre eles
a mineralizacdo de nutrientes, decomposicao e remogao de toxinas naturais, até mesmo aquelas
de origem humana. Para tanto, em muitas dessas atividades sdo dependentes da presenca de
enzimas extracelulares para clivagem de substratos complexos em produtos que possam ser
assimilados para seu metabolismo e crescimento, exceto quando os nutrientes assimilaveis
estdo presentes em abundancia (ALLISON, 2005).

Estudos evidenciam que a sintese enziméatica em micro-organismos ndo ocorre
aleatoriamente, ocorre perfazendo estratégias. Algumas podem ser produzidas
constitutivamente (produzidas independentemente das condicGes celulares ou substratos),
enquanto que outras sdo induzidas dependendo das condi¢des do meio (respostas a sinais
especificos) e ainda podem ser produzidas inativas e ativadas sob demanda (zimogénios)
(KHAN; JAMES, 1998). Por exemplo, a producdo celulase é induzida por substratos de
celulose, mas reprimida por muitos metabdlitos de C simples. Além disso, as enzimas
extracelulares comparadas com outras proteinas (citoplasmaticas, periplasméticas, membrana)
ocorrem com menor gasto de energia, isto € a composicdo de aminoacidos requerem menos
gasto de ATP para serem produzidos (ALLISON, 2005; ARNOSTI, 2011; SMITH;
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CHAPMAN, 2010). Além de terem agentes estabilizantes, por exemplo, glicosilagdo (KHAN;
JAMES, 1998). Isto demonstra que a dindmica no ambiente natural pode ser mais complexa
(ALLISON, 2005) do que conhecemos. Portanto, os entendimentos de diversos processos
ecoldgicos que ocorrem na natureza, também pode nos ajudar para a aplicabilidade em outros

processos, como industriais.

Até meados da década de 70, as enzimas utilizadas nas industrias eram de origem animal
ou vegetal. Porém, a demanda pela utilizacdo de produtos biotecnoldgicos cresceu
substancialmente. Com isso, tecnologias se desenvolveram e 0 uso de enzimas microbianas foi

reconhecido devido as suas amplas vantagens sobre as demais fontes (ROBINSON, 2015).

As enzimas provenientes de micro-organismos podem ser produzidas em menor tempo
e instalacdes menores, em comparacdo, por exemplo, com a producdo de renina (proteina
utilizada para a coagulacéo do leite e fabricacdo de queijos), que necessita a criacdo de um
bezerro para posteriormente extracdo da proteina de seu estdbmago. Eles possuem vantagens em
relacdo a extracdo das enzimas, pois muitas enzimas sdo secretadas no meio extracelular e
mesmo as enzimas intracelulares necessitam de menos etapas de extragéo e purificagdo. Eles
sdo mais facilmente manipulados geneticamente e suas enzimas possuem maior estabilidade

nos processos em relacéo aos animais e plantas (ROBINSON, 2015).

Além, das enzimas produzidas por leveduras, por exemplo, sdo geralmente reconhecidas
como seguras (GRAS - generally recognieda-as-safe), pois sdo obtidas a partir de métodos
cientificos geralmente conhecidos e aceitos por especialistas do determinado uso que
comprovam sua seguranca (SEWALT et al., 2016; SINGH; BAJAJ, 2017). Portanto, as
enzimas provenientes de micro-organismos sdo uma demanda crescente e vantajosa em diversas
aplicacOes industriais (ROBINSON, 2015).

As enzimas sdo empregadas como catalisadores industriais, agentes terapéuticos,
reagentes analiticos e como ferramentas de modicacao do DNA (e.g. engenharia genética), que
incluem fontes de animais, plantas e micro-organismos (Tabela 5). Entre as diferentes classes
de enzimas, as hidrolases séo as que possuem maior destaque no mercado global das indUstrias
(ROBINSON, 2015). Sdo enzimas que realizam a clivagem hidrolitica de CO, CN, CC e
algumas outras ligacdes, incluindo ligacBes de anidrido fosférico (https:.//www.enzyme-
database.org/rules.php, 2020). Hidrolases como amilases, caseinases, celulases, esterases,

lipases e pectinases estdo sendo utilizadas amplamente na industria em diferentes setores
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(CASTRO; PEREIRA, 2010; MASOUD; JESPERSEN, 2006; RAZZAQ et al., 2019; YANG
et al., 2020).

O potencial para producdo de enzimas como esterases e lipases pode ser essencial para
ultrapassar algumas limitacGes para sobrevivéncia em habitats como a Caatinga. Essas enzimas
permitem que 0s micro-organismos obtenham carbono, nitrogénio e outros nutrientes a partir
da degradacdo de macromoléculas para seu crescimento e sua sobrevivéncia, exceto, em
ambientes com alta disponibilidade de alimentos de composi¢do simples, onde os compostos
sdo assimilaveis (ALLISON, 2005). Porém na superficie foliar, por exemplo a disponibilidade
de nutrientes para os micro-organismos, além de outros fatores, é controlada pela fotossintese.
Alguns acucares se difundem entre a cuticula, cobertura hidrofdbica, cuja arquitetura e
composigdo variam conforme as condi¢des ambientais e espécies de plantas, o que pode limitar
a lixiviacdo, dificultando o acesso a agua, compostos organicos e inorganicos (ALLISON,
2005).



Tabela 5. Aplicagdes de enzimas oriundas de diferentes fontes.
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Enzima

Reacdo

Fonte

Aplicacdo

Catalise industrial
Proteases acidas

Proteases alcalinas
Aminoacilase

o-Amilase

Amiloglicosidase
B-Galactosidase
Glicose isomerase
Penicilina acilase
Agentes terapéuticos
L-Asparaginase
Uroquinase
Reagentes analiticos
Glicose oxidase
Luciferase
Peroxidase

Urease

Ferramentas de modificagdo do

DNA
Nucleases

DNA polimerases

Digestéo de proteinas
Digestdo de proteinas
Hidrélise de L-aminoacidos acilados

Hidrélise do amido

Hidroélise da dextrina
Hidrdlise da lactose
Conversdo de glicose em frutose

Clivagem da cadeia lateral da penicilina

Remocao de |-asparagina essencial para o tumor

Ativacdo do plasminogénio

Oxidacéo da glicose
Bioluminescéncia

Oxidagdo do corante usando H202
Hidrdlise da ureia em CO2 e NH3

Hidrélise de ligagdes fosfodiéster

Sintese de DNA

Aspergilus niger
Bacillus spp.
Aspergillus spp.

Bacillus spp.

Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Streptomyces spp.

Escherichia coli

E. coli

Humanos

Aspergillus niger

Bactérias marinhas e vaga-lumes
Rabano-silvestre (planta)

Canavalia ensiformis (Jack bean)

Varias bactérias

Thermus aquaticus

Coagulacdo do leite na produgdo de queijo
Detergentes e pés de lavagem
Producdo de L-aminoacidos

Conversao de amido em glicose ou dextranos na indGstria de
alimentos

Produc&o de glicose
Hidrdlise da lactose no leite ou soro de leite
Producdo de xarope com alto teor de frutose

Formacédo de 6-APA para produgao de penicilinas semissintéticas

Quimioterapia para cancer, particularmente para leucemia

Remocédo de coagulos de fibrina da corrente sanguinea

Deteccdo de glicose no sangue
Ensaios bioluminescentes envolvendo ATP
Quantificacdo de horménios e anticorpos

Quantifica¢do de ureia em fluidos corporais

Enzimas de restricdo usadas na manipulagdo genética para cortar
DNA

Amplificacdo de DNA usada na reagdo em cadeia da polimerase

Fonte: Traduzido e Adaptado de (ROBINSON, 2015).
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3.5.2 Amilases

Amilases sdo enzimas que hidrolisam moléculas de amido, podendo ser classificadas
em duas classes: endoamilases e exoaminolases. A o — amilase (E.C.3.2.1.1), é uma endo-
hidrolase, isto é, catalisa a lise da ligac&o glicosidica a (1-4), e sua funcdo catalitica depende da
presenca do calcio como cofator, que pode ser isolada de plantas, animais e micro-organismos.
Enquanto que a B-amilase (EC 3.2.1.2) € uma enzima exo-hidrolase que cliva a ligagdo a-1, 4-
glucana, nas extremidades ndo redutoras produzindo unidades sucessivas de maltose
(GOPINATH et al., 2017; SUNDARRAM; MURTHY, 2014).

As amilases desempenham um papel importante nas inddstrias de alimentos, bebidas e
acucar. A o—amilase, por exemplo, melhora a qualidade de paes, degradando o amido da farinha
de trigo em pequenas dextrinas, o que permite que o fermento trabalhe continuamente durante
a fermentacdo de massas e também durante os estagios iniciais do cozimento. Em relagédo a
industria, esta envolvida na clarificagdo de cervejas, sucos de frutas e no pré-tratamento de

racdo animal para melhorar a desestabiliza¢do da fibra (SINGH; KUMAR, 2019).

3.5.3 Celulases

As enzimas do complexo celulolitico sdo classificadas, de acordo com Enzyme
Comission (EC) com a codificacdo 3.2.1.x, este ultimo valor muda conforme a especificidade
da enzima. As celulases degradam a celulose, um polimero de glicose ndo ramificado composto
por B-1,4 unidades de glicose ligadas por uma ligagdo B-1,4-D-glicosidica. Elas compreendem
trés grandes grupos fazendo parte do complexo celulolitico, sendo elas endoglucanases (EnG)
ou carboximetil celulases (CMCases), que clivam ligacdes internas na fibra celulésica,
exoglucanases (ExG), clivam a regido externa ¢ [-glicosidases (BG) que hidrolisam
oligossacarideos soltveis em dgua (CASTRO; PEREIRA, 2010; ONSORI et al., 2005).

O grupo das exoglucanases é constituido pela celobiohidrolase (CBH, EC 3.2.1.91), cuja
funcdo é catalise da hidrélise dos terminais ndo redutores da fibra celulésica e oligossacarideos
com GP>3 em celobiose. A glucano-hidrolase (GH, EC 3.2.1.74), constitui o grupo das
exoglucocanases, que possui importancia na hidrélise da fibra celul6sica, permitindo a
liberagcdo de glicose direto do polimero. Enquanto as B-glicosidases (EC 3.2.2.21) tem
propriedades de hidrélise celobiose e oligossacarideos sollveis (GP<7) em glicose (CASTRO;
PEREIRA, 2010).
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As endoglucanases possuem a codificagdo EC 3.2.1.4, e classificagdo segundo
International Union of Biochemistry and Molecular Biology-lUBMB, 1,4-B-D-glucana-4-
glucano-hidrolase, sendo uma enzima responsavel pela liberacdo de oligossacarideos de
diversos graus de polimerizacdo, e consequentemente, tornando a vista outros terminais para
clivagem (CASTRO; PEREIRA, 2010). As carboximetilcelulases (EC 3.2.1.4) sdo enzimas
produzidas principalmente por fungos e bactérias, que catalisam a clivagem de materiais
celuldsicos promovendo sua hidrolise e de alguns polissacarideos correlacionados. Elas
quebram a celulose em monossacarideos (e.g., P-glicose) ou polissacarideos em
oligossacarideos (ONSORI et al., 2005).

Estas enzimas séo biocatalisadores de alta especificidade que atuam em sinergia para
hidrolisar a molécula de celulose. Os acucares liberados possuem interesse industrial,
principalmente o monémero de glicose para producao de etanol (CASTRO; PEREIRA, 2010).
O interesse na clivagem da celulose vem crescendo como fonte alternativa para fontes
renovaveis de energia, entdo, em decorréncia disto as celulases, tem sido estudas para produgédo
de bioenergia e biocombustivel, além de seus usos nas industrias de bebidas, papel e téxteis
(ALVES et al., 2014).

3.5.4 Esterases e lipases

Esterases (EC 3.1.1.X) abrangem um grupo diverso de hidrolases envolvidas na catalise
e a formacao de ligagOes éster. Estas hidrolases sdo distribuidas em diferentes fontes de origem
animal, botanica e fungica, incluindo leveduras. As esterases apresentam alta especificidade
regional e estérica, tornando-se biocatalisadores importantes para producdo de compostos
opticamente puros na sintese de compostos quimicos com alto grau de pureza e alto valor
agregado (LOPES et al., 2011).

As “esterases verdadeiras” (EC 3.1.1.1) e as lipases (EC 3.1.1.3) sdo duas classes de
hidrolases com grande atratividade neste grupo. S&o enzimas que nao necessitam de cofatores
e geralmente, demonstram atividade estavel em solventes organicos, notoriamente as lipases
sdo mais ativas nessa condigdo. As “esterases verdadeiras” catalisam a clivagem de éster
carboxilico, geralmente apenas de triglicerideos compostos com acidos graxos com cadeia
carbdnica menor que seis carbonos (< C6). Enquanto que as lipases, catalisam triglicerideos
compostos por acidos graxos de cadeia longa, caracterizando a atividade principalmente em
substratos insoliveis em agua (BORNSCHEUER, 2002).
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As lipases sdo amplamente aplicadas em industrias farmacéuticas, quimica e
alimenticia. Elas atuam na hidrolise da gordura do leite, sabor acentuado no queijo e baixa sabor
amargo (SINGH; KUMAR, 2019). Elas participam do processo de tratamento de aguas
residuarias com composic¢do lipidica, que representam em sua maioria sdo acidos graxos de
cadeia longa , que quando ndo tratados corretamente acarretam danos ambientais e a utilizagéo
de lipases reduz o impacto ambiental impedindo por exemplo a formacao de filmes na superficie

aquatica que impede a difusdo de gases como oxigénio (MENDES et al., 2005).

As principais diferencas entre esterases (carboxil esterase) e lipases (lipases de

triacilglicerol) séo evidenciadas na Tabela 6.

Tabela 6. Principais diferencas entre esterase e lipase.

Propriedade Lipase Esterase
Preferéncia por substrato Triglicerideos (cadeia longa) Esteres simples, Triglicerideos
Alcoois secundarios (cadeia curta)
Ativacéo / tampa interfacial Sim Né&o
Hidrofobicidade do substrato Alto Alto a baixo
Enantioselectividade Geralmente alta Alta para baixa a zero
Estabilidade do solvente Alto Alto a baixo

Fonte: Adaptado (BORNSCHEUER, 2002).

3.5.5 Pectinase

As substancias pécticas sdo um complexo estrutural de heteropolissacarideos de alto
peso molecular que sdo encontrados principalmente na lamela média e na parede celular
primaria de plantas (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). O termo pectina designa substancias
de polissacarideos estruturais complexos de origem botanica, que possuem uma extensa
proporcao de subunidade de acido galacturénico (intercalados com residuos de L-ramnose, dos
quais os residuos de arabinose e galactose podem ser ligados) com parcial esterificagdo com

metil, ligadas por ligagoes a-1,4-glicosidicas (SILVA et al., 2005).

As enzimas com habilidade de degradar essas substancias pécticas séo um complexo de
enzimas denominados pectinoliticas ou pectinases (BLANCO; SIEIRO; VILLA, 1999), este
complexo enzimatico agrupa varias classes de enzimas envolvidas na degradacédo da pectina,
dentre ela: liases (EC 4.2.2.10), liases pectadas (EC 4.2.2.2) e poligalacturonases (EC 3.2.1.15
e EC 3.2.1.67) que séo capazes de reconhecer a ligacdo formada por a-1,4-glicosidicas (SILVA
etal., 2005). Essas enzimas pecnoliticas estdo intimamente envolvidas com diversas aplicacfes
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no ramo de inddstrias alimenticias. Dentre as aplicagfes mais comuns incluem a participacdo
no processamento de frutas. Em uvas vermelhas ocorre a degradacao da parede celular da casca
da uva para liberacéo de taninos e antocianinas que melhoram a estabilidade das cores de vinhos
tintos (YANG et al., 2020) participam da extragdo e clarificagdo de sucos de frutas, maceragédo
de vegetais e extragdo de 6leo (BLANCO; SIEIRO; VILLA, 1999).

3.5.6 Proteases

Proteases (EC 3.4) sdo capazes de hidrolisar ligacGes peptidicas em moléculas de
proteina, que usualmente sdo classificadas em endo-peptidases ou exopeptidases. As proteases
endo-peptidases clivam ligacdes peptidicas distantes do terminal do substrato proteico,
enguanto as exopeptidases clivam a ligacdo proximal ao terminal amino ou carboxi do substrato
proteico. Elas podem ser classificadas em &cidas, alcalinas e neutras (RAZZAQ et al., 2019;
SINGH; KUMAR, 2019; SINGH; BAJAJ, 2017; SKARZYNSKA et al., 2020) e correspondem
a 60% do mercado de enzimas (KITAMOTO, 2019).

Caseinases formam um grupo de proteases e podem ser provenientes de plantas, animais e
micro-organismos (ALVES et al., 2014; LI et al., 2018). Essas enzimas possuem uma ampla
variedade de funcbes e sdo extremamente relevantes para aplicacBes biotecnologicas. Elas
podem ser aplicadas na industria do couro, alimenticia, farmacéutica e biorremediacdo de
processos, industria fotogréfica. Elas possuem um papel importante na producdo de queijos e
lacticinios e atuam amplamente no campo de detergentes para roupa, devido a remocao de
manchas de proteinas de roupas. S&o enzimas mais prevalentes no mercado industrial devido
ao seu uso industrial com lacticinios e detergentes (NAJAFI; DEOBAGKAR; DEOBAGKAR,
2005; RAZZAQ et al., 2019; SINGH; KUMAR, 2019).

As enzimas extracelulares provenientes de leveduras participam de papéis ecoldgicos
importantes no ambiente, como decomposi¢do e mineralizacdo que disponibilizam produtos
intermediérios assimilaveis para outros micro-organismos (ROMANI et al., 2006). Elas podem
estar associadas com a saude de plantas se contrapondo a possiveis fitopatdgenos, leveduras do
género Pseudozyma (KITAMOTO, 2019), e a colonizacdo de micro-organismos como
leveduras participam dos processos de reciclagem de matéria organica em plantas (GOMES et
al., 2015).
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4. METODOLOGIA

4.1 Locais de coleta das bromélias

O estudo foi realizado em duas areas do bioma semiarido da Caatinga alagoana, no
nordeste do Brasil: (i) Reserva Particular do Patrimonio Natural — Tocaia (RPPN- T) no
municipio de Santana de Ipanema (9°23'08.9"S e 37°15'22.8"0) e ponto (ii) Serra Caicara em
Maravilha (9°14°16°’S ¢ 37°19°36°°0O), (Figura 5). Nestes pontos, foram coletadas amostras de
diferentes espécies de bromélias. Seis coletas foram realizadas, trés em cada ponto de
amostragem, no ponto (i) setembro de 2013, agosto 2016 e setembro 2017, no ponto (ii) em
abril nos anos 2014, 2016 e 2017, em altitudes desde 263 m a 763 metros (FELIX, 2019).

Figura 5. Localizacdo das areas de coleta: Serra Caicara e Reserva do Patrimdnio Particular
Natural Tocaia - Caatinga alagoana.
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Fonte: (FELIX. C. R, 2019).

4.2 Obtencdo das leveduras a partir da micoteca do Laboratério de Diversidade

Molecular

O processamento das amostras ocorreu no Laboratério de Diversidade Molecular - LDM
no Instituto de Ciéncias Biol6gicas e da Saude - ICBS na Universidade Federal de Alagoas, no
maximo até 24 horas apds a coleta. O processamento das amostras e isolamento das leveduras
foi realizado por Félix (2019) utilizando-se protocolos estabelecidos na literatura por
(LANDELL; MAUTONE; VALENTE, 2006).
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4.3 Perfil Enziméatico

Os isolados foram cultivados em meio de cultura agar YPD — (Yeast extract-Peptone-
Dextrose) por 48 horas para obtencéo de culturas metabolicamente ativas e em seguida testadas
guanto a sua capacidade de produzir as seguintes enzimas extracelulares: amilase, caseinase,
celulase, esterase, lipase e pectinase. Apds as leveduras semeadas nos substratos enzimaticos
correspondentes e incubadas durante 7 dias a temperaturas de 22-25 °C para se verificar a
producdo enzimatica. Das linhagens testadas, 213 foram oriundas a partir do filoplano, treze de

flores e treze de frutos.

Os resultados foram classificados pelo tamanho do halo de hidroélise produzido pela
enzima com a subtracdo do crescimento da colonia. As enzimas extracelulares foram
classificadas como: fraca atividade (w), atividade positiva (+) e forte atividade (++),
(MAUTONE et al., 2010). A padronizacdo foi realizada de acordo com linhagens de leveduras
previamente reconhecidas como boas produtoras, fracas produtoras e ndo produtoras de cada
enzima analisada, como ja descrito na literatura. De acordo com este critério, a enzima
extracelular amilase foi classificada como: fraca atividade (w), quando seu halo foi menor ou
igual a 15 mm , atividade positiva (+) quando for maior que 15 mm e menor que 30 mm , e
forte atividade (++) quando for maior ou igual a 30 mm e as demais enzimas foram
classificadas como: fraca atividade (w), quando menor ou igual a 5 mm , atividade positiva (+)
quando for maior que 5 mm e menor que 10 mm , e forte atividade (++) quando for maior ou

igual a 10 mm.
4.3.1 Producéo de amilase

A atividade da enzima amilase foi testada com o meio: amido soltvel 0,5 %, peptona
0,5 %, extrato de levedura 0,5 %, MgS04 0,05 %, FeSO4 0,001%, NaCl 0,001% e agar 1,5%.
Ap0s 7 dias de incubacdo a 22-25 °C foi adicionada uma solucdo de lugol 1% a placa. A
atividade amilolitica dos isolados foi verificada por meio da degradacdo do amido sollvel
(BUZZINI; MARTINI, 2002; STRAUSS et al., 2001).

4.3.2 Producéo de caseinase

A atividade caseinolitica foi testada em placas de petri contendo o meio Agar caseina
(caseina 1%, glicose 0,5% e agar 2%) ajustado para pH 7,0 com KOH 5M (BRAGA; MORAIS;
LINARDI, 1998; STRAUSS et al., 2001). A revelacdo apoés sete dias de incubacgéo a 22-25°C.

Os isolados produtores apresentam um halo esbranquig¢ado ao redor da colonia.
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4.3.3 Producéo de celulase

Para verificar a atividade da enzima celulase o meio de cultura utilizado o meio de
cultura contendo carboximetilcelulose — CMC (0,5%, NaNO3 0,1%, K2HPO4 0,1%, KCI 0,1%,
MgSO4 0,05%, extrato de levedura 0,05%, glicose 0,1% e agar 1,7%) e a revelacdo foi
realizada com uma solucdo 0,1% de vermelho congo durante 40 min, seguida de lavagem com
solucdo 1M de cloreto de sodio. Os isolados capazes de hidrolisar apresentam um halo
alaranjado ao redor da col6nia ap6s 7 dias de incubacgdo a 22-25 °C (STRAUSS et al., 2001;
TEATHER; WOOD, 1982).

4.3.4 Producéo de esterase

Para verificar a producdo da enzima esterase, utilizou-se 0 meio de cultura com tween
80 2,5 %, glicose 0,1 %, peptona 1 %, cloreto de sédio 0,5 %, cloreto de célcio 0,1 % e agar 2
% (BUZZINI; MARTINI, 2002; GARCIA et al., 2007). A atividade dos isolados (hidrdlise de
triacilgliceréis de cadeia curta) (BORNSCHEUER, 2002) foi verificada por meio da
precipitacdo dos sais de célcio e aparecimento de um halo opaco ao redor das colnias

produtoras apds 7 dias de incubacéo a 22-25 °C.
4.3.5 Producéo de lipase

A atividade da enzima lipase (hidrolise de triacilgliceréis de cadeia longa) foi verificada
com os isolados que tiveram resultado positivo para esterase em meio contendo tributirina 1%,
peptona 0,5%, extrato de levedura 0,3% e agar 2% (ATLAS, 2010; BORNSCHEUER, 2002;
GARCIA et al., 2007). Ap6s incubacio de 7 dias a 22-25 °C a atividade da lipase foi avaliada
pelo aparecimento de um halo translucido.

4.3.6 Producéo de pectinase

A atividade da enzima pectinase foi testada em meio contendo Yeast Nitrogen Base
(YNB) 0,67%, glicose 1%, pectina citrica 1%, 4gar 1,8%, com ajuste de pH para 7 (STRAUSS
et al., 2001). Apos 7 dias de incubacdo a 22-25 °C as placas foram reveladas por 30 minutos
com uma solucdo aquosa de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) 1%. A atividade de
pectinase foi evidenciada por meio do aparecimento de um halo opaco ao redor da col6nia

produtora.
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Na figura 6, pode-se observar o halo de hidrélise dos substratos, indicando a atividade
enzimatica de amilase, esterase, caseinase, celulase, lipase e pectinase, ap0s sete dias de
incubacéo.

Figura 6. Visualizacdo da atividade enzimatica de leveduras isoladas de bromélias da Caatinga

alagoana por meio dos halos de hidrélise. A - Amilase; B — Caseinase; C- Celulase; D- Esterase;
E- Lipase e F- Pectinase.

Fonte: Autora
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5. RESULTADOS

Foram testadas 239 linhagens de leveduras provenientes da micoteca do LDM e
previamente isoladas e identificadas por Félix (2019). Desse total, 213 foram obtidas a partir
do filoplano, treze de flores e treze de frutos. Os testes para cada enzima foram realizados com
a ativacdo das linhagens em meio so6lido YPD. Néo foi possivel reativar alguns isolados e os

mesmos foram descartados da analise.

Diante disto, para os isolados do filoplano (n = 213), 91% (n = 195) foram testados para
a enzima amilase, 77% (n = 166) para caseinase, 87% (n = 186) para celulase, 92% (n = 197)
para esterase e 72% (n = 153) para pectinase. Para lipase, testou-se os isolados positivos para
esterase (n =42). Todos os isolados de flores (n = 13) foram testados para a produgéo de amilase
e esterase, 92% (n = 12) para celulase e aproximadamente 54 % (n = 7) foram testados para
caseinase e pectinase. Todos os isolados de frutos (n = 13) foram testados para amilase, 92% (n
= 12) foram avaliados para a producdo de celulase e esterase, 43% (n = 8) foram testados para
caseinase, e 46% (n = 6) para pectinase. Nenhum isolado de flores e frutos foi testado para

lipase.

Dos isolados testados, 51% (n = 122) foram capazes de produzir pelo menos duas
atividades enzimaticas, 27% (n = 66) pelo menos trés atividades enzimaticas, e
aproximadamente 8% (n = 19) das linhagens produziram quatro ou atividades enzimaéticas,
conforme ilustrado no (gréafico 1), incluindo uma linhagem de espécie nova: Phenoliferia sp.
nov (BMA 95), e somente um isolado foi capaz de produzir as seis atividades enzimaticas
extracelulares, BMA 94 (A. melanogenum) e teve uma atividade forte para todas enzimas. Nas
tabelas suplementares (1-3), pode-se observar o perfil biotecnolédgico dos isolados de leveduras
associadas a filosfera de bromélias da Caatinga, cerca de 85% (n = 204) dos isolados testados)
foram capazes de produzir pelo menos uma das enzimas analisadas neste estudo, dos quais

58,5% (n = 140) dos isolados tiveram uma atividade enzimatica forte (++).
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Gréfico 1. Quantidade de isolados que foram capazes de produzir pelo menos 1, 2 ,3 ou >4
enzimas com seus respectivos percentuais.
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No gréfico 2 é possivel identificar o perfil enzimatico das leveduras isoladas da filosfera
referente cada enzima extracelular testada neste estudo, assim como a classificacao da producao
enzimatica sendo: forte (++), positivo (+), fraco (w), negativo (-). Destacando que as enzimas
hidroliticas extracelulares mais produzidas em nimero absoluto de isolados: esterase (n = 137),
seguida de caseinase (n = 87), amilase (n = 82), celulase (n = 68), lipase (n = 40) e pectinase (n
= 16).

Grafico 2. Numero de linhagens de leveduras produtoras de cada enzima extracelular analisada.

o e mE s
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Ja as enzimas hidroliticas extracelulares mais produzidas pelas leveduras obtidas a partir
de amostras de bromélias da Caatinga alagoana em percentagens foram: lipase (95,2%), esterase
(61,7%), caseinase (48,06), celulase (31,9%), amilase (37,1%) e pectinase (9,63%) (gréafico 3).
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Grafico 3. Porcentagem de enzimas extracelulares mais produzidas (%) pelas leveduras obtidas
a partir de amostras de bromélias da Caatinga alagoana.
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Analisando os locais, a melhor producédo de enzimas hidroliticas foi em Serra Caicara
com 135 isolados produtores de pelo menos uma das enzimas analisadas, aproximadamente 66

% (tabelas suplementares1-3).

Das linhagens de leveduras que obtiveram melhores resultados quanto o nimero de
enzimas extracelulares como positivas (+) e fortemente positivas (++) foram: R. poonsookiae
(BMA 56), P. hubeiensis (BMA 69), S. marina (BMA 83), Néo identificada (BMA 90), A.
melanogenum (BMA 94), Phenoliferia sp. nov. (BMA 95) e A. pullulans (BMA96) (Tabela 7).
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Tabela 7. Linhagens de leveduras que obtiveram producdo de 4 ou mais enzimas extracelulares

(positivas (+) e/ou fortemente positivas (++)) e representam os melhores resultados

Linhagem Identificacdo Enzimas

g 2 2 E B %

- O i < $ x
BMA 56 R. poonsookiae + ++ - + ++ -
BMA 69 P. hubeiensis + - ++ - ++
BMA 83 S. marina ++ + ++ + ++ -
BMA 90 N&o identificada ++ (w) + ++ -
BMA 94 A. melanogenum ++ ++ ++ ++ ++ ++
BMA 95 Phenoliferia sp. nov. NR ++ ++ (w) + ++
BMA 96 A. pullulans - (w) ++ ++ ++ ++

++ (atividade forte), + (atividade positiva), w (fraca atividade), - (sem atividade), NR (teste ndo realizado)
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6. DISCUSSAO
A habilidade dos micro-organismos de conseguirem buscar e explorar diferentes
substratos e obterem os nutrientes necessarios em ambientes oligotroficos ou estressantes como
a folha serve como uma estratégia de evitarem a desnutricdo ou morte celular (BURNS et al.,
2013) e essa capacidade foi observada nas leveduras isoladas da Caatinga alagoana,

demonstrando a capacidade de degradar diferentes substratos.

Os micro-organismos isolados a partir do filoplano da Caatinga convivem com estas
questdes para colonizarem o microambiente oligotréfico, o que pode ser um fator limitante para
se estabelecerem. Além disso, a producdo de enzimas depende de aminoacidos, para tanto
necessitam de C e N, nutrientes que sdo necessarios para 0 metabolismo dos micro-organismos,
entdo para que ocorra a sua producdo é necessario que o gasto energético valha a pena para
obter aquele nutriente especifico (ALLISON, 2005; SMITH; CHAPMAN, 2010).

A bioprospeccdo de leveduras em regibes como a Caatinga podem representar uma
alternativa promissora para substituicdo de processos de alto custo para inddstria com menor
gasto de energia (e.g. aplicacdo de lipases para hidrolisar o piche), j& que a capacidade dos
isolados de leveduras deste estudo, em hidrolisar os substratos, pode representar uma fonte
potencial de encontrar micro-organismos com caracteristicas Unicas, que podem ser
interessantes industrialmente para aplicabilidade em diversos setores da biotecnologia branca.
Além de utilizar recursos mais ecologicos para 0 meio ambiente e suprir as necessidades de
producéo de bens de consumo para a humanidade (ALCALDE et al., 2006; JEGANNATHAN,;
NIELSEN, 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

Comparando a producdo enziméatica melhores produtores do presente estudo com a
literatura, observa-se que para muitas espécies ja ha correlacdo biotecnoldgica, principalmente
para a producédo de enzimas extracelulares, como por exemplo: A. pullulans linhagens HB64 e
S3 (BUSSAMARA et al., 2010; LI et al., 2019) ; Rhodotorula mucilaginosa MTCC 8737
(TREICHEL et al., 2010); Pseudozyma hubeiensis HB85A, Pseudozyma spp. HB27A
(BUSSAMARA et al., 2010); Papiliotrema laurentii AM113 (WANG; LIU; LIANG, 2018);
Saitozyma flava ON6 (KIM et al., 2018) e Rhodosporidiobolus poonsookiae Y08RAO07
(KANTI et al., 2012).

Espécies como A. pullulans e os géneros Rhodotorula e Phenoliferia se caracterizam
por apresentarem alta plasticidade o que possibilita colonizarem diferentes habitats com
caracteristicas extremas (salinidade e temperatura). S. marina e R. poonsookiae ja foram
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isoladas de plantas na filosfera e tém sido importantes nas aplicagdes de enzimas hidroliticas
como amilase, proteases e lipases para industria. A espécie P. hubeiensis possui também um
grande potencial biotecnoldgico reportado na literatura, porém ainda subexplorado. Linhagens
isoladas da Caatinga, que podem representar uma alternativa ecoldgica para biotecnologia
(CARVALHO et al., 2013; CHI et al., 2009; GOSTINCAR et al., 2014; MENEZES et al.,
2019; NAVARRO, 2018; WANG,; JIA; BAI, 2006).

Quanto ao local de obtencédo dos isolados que apresentaram os melhores resultados para
a producdo das enzimas, a Serra Caicara, local que se obteve mais linhagens produtoras, é uma
area ndo protegida ao contrario do outro ponto de amostragem. O ponto de amostragem Serra
Caicara € uma regido mais arbustiva, que pode ser decorrente de a¢es antrépicas, e as leveduras
existente nessa area podem sofrer mais estresses, portanto podem precisar de maior plasticidade
para habitarem a regido. Além disso, a medida que os padrdes de precipitacao sdo alterados, as
atividades enzimaticas no ambiente também podem ser alteradas, ja que a producgdo enzimatica
é controlada por fatores abidticos e bioticos, gerando consequéncias em fungdes do ecossistema,
como ciclagem de nutrientes (BURNS et al., 2013).

Outras regides ja foram estudadas quanto & producdo enzimatica por leveduras
(BRANDAO et al., 2011; CARVALHO et al., 2013; GARCIA et al., 2007; GOLDBECK;
MAUGERI, 2013; MAUTONE et al., 2010; OLIVEIRA, 2015). O estudo de Branddo e
colaboradores (2011) reporta a bioprospecgédo de leveduras de lagos da Patagbnia, onde 82%
dos isolados foram capazes de produzir pelo menos uma enzima, resultado semelhante a este
atual trabalho onde aproximadamente 87% dos isolados tiveram a mesma producao. A enzima
esterase foi a mais produzida neste ambiente (aprox. 71%), seguida de celulase (53%), pectinase
(42,9%), amilase (26,8%) e protease (22,1%). Contrapondo-se ao presente estudo, no qual
somente 9,6% das linhagens foram capazes de produzir pectinase, o trabalho reportou boa
producdo enziméatica em um ambiente considerado oligotrofico. Neste ambiente, com
temperaturas baixas, pode-se designar a termolabilidade das enzimas como vantagem em
relacdo as produzidas em temperaturas altas, pois em etapas de inativacao seletiva no processo
industrial pode ser muito Gtil (JAVED; QAZI, 2016).

O perfil enzimatico das leveduras isoladas da Caatinga alagoana analisadas neste estudo
representa um grande potencial biotecnoldgico para producdo de enzimas extracelulares que
podem ser interessantes para aplicabilidade industrial e que pode exprimir uma fonte de micro-
organismos com caracteristicas Unicas. A compara¢do com outros estudos pode observada na
tabela 8.



42

Tabela 8. Comparagéo da producdo enzimética da Caatinga alagoana com outros estudos.

Substrato Produgao enzimatica % Referéncia
<) D 3 Q
5 & : g g g
o =] 3] = = =
5 > 7 = 3 2
@) L < o o
Filosfera 95,2% 31,9% 61,7% 34,3% 9,6% 36,4% *
Fruto 43% NR NR 0,7% NR NR (OLIVEIRA, 2015)
solo NR 5,8% NR NR NR NR (CARVALHO et al., 2013)
Flor, fruto, 55.7% NR NR NR NR NR (GOLDBECK; MAUGERI,
solo 2013)

Lagos NR 53% 71% 26,8% 42 9% 22,1% (BRAN DAO et al., 2011)
Filoplano NR NR 45,3% 15,0% NR 54% (MAUTONE et al., 2010)
Rios 98% NR 98% 15-20%  15-20% 15-20% (GARCIA et al., 2007)

Folhas, frutos  61,9% NR NR NR NR NR (KUDANGA et al., 2007)
Aguas 16-69%  NR 43-58%  8-17%  4-18% NR (GARCIA et al., 2007)
Frutos NR NR NR NR 7,0% NR (SILVA et al., 2005)

Diversos 40,3% NR 43,3% 7,8% 10,6%  156%  (BUZZINI; MARTINI, 2002)
NR NR NR NR NR  26,4% (BRAGA; MORAIS;

Frutos e inseto

LINARDI, 1998)

* Este estudo; NR (teste ndo realizado)

Mautone e colaboradores (2010), ao avaliarem o potencial biotecnolégico de leveduras
isoladas a partir de plantas da Mata Atlantica Hibiscus rosa-sinensis (Malvaceae), Coussapoa
microcarpa (Urticaceae), Ficus cestripholia, Ficus luschnathiana (Moraceae) e 11 espécies de
Bromeliaceae do Parque Itapud, Viamao, RS, encontraram um ndmero maior de produtores de
esterase (45,3%), seguida de amilase (15%), caseinase (38,11%) e gelatinase (16,1%).
Comparando, leveduras isoladas deste estudo, foi encontrado um alto percentual de producao

enzimatica de amilase (37,1%), caseinase (48%) e esterase (61,7%).

As plantas do bioma Caatinga (Floresta Tropical sazonalmente seca), contrapondo-se as
da Mata Atlantica (Floresta Tropical Umida), possuem uma camada hidrofébica maior, que
protege contra dessecacao e outros estresses (SANTOS et al., 2011; VACHER et al., 2016), o

que pode estar relacionado com a melhor potencial para producédo de esterase na regido seca.

Em um trabalho realizado por Oliveira (2015) no Cerrado, foi testada a capacidade de
leveduras isoladas de frutos produzirem enzimas extracelulares (amilase, lipase, pectinase e
protease) em temperatura de 35 °C por 21 dias. Ao total foram testados 142 isolados de
leveduras, destes 61 foram capazes de produzir lipase (42,9%), 1 amilase e nenhum isolado
produziu pectinase ou protease. No estudo atual foi utilizado temperaturas e tempo de incubacéo

diferentes e obteve-se resultados diferentes (amilase 37,1%, pectinase 9,6%, protease 48%).
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Goldbeck e Maugeri (2013) isolaram leveduras a partir de solo, flores e frutos de
diversos biomas do Brasil (Mata Atlantica (Sdo Paulo), Cerrado (Goias), Pantanal (Mato
Grosso do Sul) e Floresta Amazonica (Amazonas) e avaliaram o potencial biotecnologico de
leveduras para producgéo de lipase. Cerca de 55% dos isolados foram capazes de produzir a
enzima, enquanto que a producéo de lipase no atual trabalho foi de 92,5%.

Os trabalhos de Oliveira (2015) e Goldbeck e Maugeri (2013), utilizaram metodologias
diferentes para a realizacdo dos testes enzimaticos, o que demonstra que a metodologia
empregada nos testes enzimaticos pode resultar em resultados Unicos, além de que cada
linhagem isolada possui caracteristicas intrinsecas (GOPINATH et al., 2017).

A diversidade bioldgica do Brasil ainda € pouco estudada, e o conhecimento da Caatinga
em relacdo a outros ecossistemas € menor, e agravando isto, ha varios processos de degradacédo
da area (e.g. desflorestamento e maus uso dos recursos) (SILVA; COELHO; SILVA, 2015).
No estado de Alagoas também ha um déficit no conhecimento da biodiversidade local, o que
eleva a importancia deste trabalho e a necessidade de mais estudos. Ademais, os resultados
encontrados no atual estudo demonstram que a regido tem um alto potencial para encontrar
micro-organismos produtores de enzimas extracelulares, como as leveduras isoladas de
bromélias do semiarido nordestino e com uma grande possibilidade de possuirem caracteristicas
interessantes devido as adaptacGes ao habitat (tolerancia a altas temperaturas médias anuais,
radiacdo solar e baixa nebulosidade (PRADO, 2003), que podem ser aplicadas em diferentes

setores industriais como alternativa mais promissora do uso atual nessa area.
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7. CONCLUSOES

Diante do exposto, a bioprospecc¢ao de leveduras associadas a filosfera de bromélias do
bioma Caatinga de alagoas representou uma boa fonte para obtencéo de linhagens de micro-
organismos e apresentou um potencial biotecnolégico significativo para a producdo de
diferentes enzimas extracelulares. As mais produzidas foram: lipase, esterase, seguidas de
caseinase, amilase, celulase e pectinase, estas enzimas hidroliticas possuem uma grande
importancia na biotecnologia branca. A regido Serra Caicara, se destacou como a area mais
promissora para obtencdo das linhagens produtoras das enzimas, porém ainda ndo € protegida
e pode sofrer com degradacgdes antrdpicas, 0 que se torna necessario a implementacdo de
politicas de protecdo para area. Estudos, como este sdo de extrema importancia para o organizar
conhecimento da regido semiarida para preservacdo, conservacdo e uso dos recursos e

compreender seu potencial.

Estes resultados obtidos sdo promissores e a perspectiva que o trabalho tenha continuidade
para elucidar as caracteristicas das enzimas, buscar substratos com menor custo de producdo e
torna-las mais atrativas para aplicabilidade industrial. Visto que o Brasil, neste campo, importa
enzimas, mas com a sua rica diversidade bioldgica, o pais tem o potencial de ser um grande
produtor se mais estudos se desenvolverem em regides pouco exploradas e com caracteristicas

unicas como o bioma Caatinga.
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ANEXOS

Tabela suplementar 1. Perfil enzimatico de leveduras associadas a filosfera (filoplano) de
bromélias da Caatinga alagoana coletadas na Reserva Particular do Patriménio Natural —Tocaia
e Serra Caicara.

Leveduras N° Colecéo Enzimas Locais de Coleta
(5]
[«5] w0 453 (3] [43]
7] ] n n [« n
E o Yo 7 5 B
< @ 3
< O (@) L Sf

Isolados nao identificados

BMA 118 ++ ++ NR ++ NR - Serra Caicara

BMA 119 (w) + NR ++ NR - Serra Caigara
7 BMA 227  (w) (w) ++ (w) NR ++ Serra Caicara
" BMA 252  (w) - ++ ++ NR NR Serra Caicara
7 BRT 186 (w) - + + NR NR RPPN —Tocaia
" BMA 48 ++ - ++ ++ NR - Serra Caicara
7 BRT 304 - ++ ++ ++ NR NR RPPN -Tocaia
v BMA 86 (w) - - + (w) ++ Serra Caicara
: BMA 78 - + - (w) ++ - Serra Caicara
7 BMA 65 - (w) - (w) (w) - Serra Caicara
: BMA 73 - (w) - ++ + - Serra Caicara
" BRT 16 ++ - - + + - RPPN —Tocaia
: BMA 91 (w) - - + + - Serra Caicara
7 BMA 85 (w) + - + (w) - Serra Caicara
: BMA 57 (w) ++ - ++ ++ - Serra Caicara
7 BRT 172 - (w) - (w) NR ++ Serra Caicara
7 BRT 08 ++ - (w) + ++ - RPPN —Tocaia

" BRT 194 (w) ++ ++ ++ NR NR RPPN —Tocaia
7 BRT 192 (w) ++ (w) ++ NR NR RPPN —Tocaia

7 BRT 200 (w) + - + NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 71 (w) - - ++ ++ ++ Serra Caicara
" BMA 74 - - - + ++ ++ Serra Caicara
7 BMA 77 - - - ++ ++ ++ Serra Caicara
. BMA 79 + - - + ++ - Serra Caicara
" BMA 81 - - - ++ ++ + Serra Caicara
. BMA 39 - ++ + (w) NR - Serra Caicara
" BMA 45 (w) - - + + - Serra Caicara
" BMA 63 ++ - - + (w) - Serra Caicara

BRT 30 (w) ++ ++ (w) NR - RPPN —Tocaia
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Continuacgéo - Tabela suplementar 1. Perfil enzimatico de leveduras associadas a filosfera
(filoplano) de bromélias da Caatinga alagoana coletadas na Reserva Particular do Patrimdnio
Natural —Tocaia e Serra Caicara.

Leveduras N° Colecao Enzimas Locais de Coleta

% (3] (5] [«B]

:E 3 2 B 5 3

< S &) LU - &

Isolados néo identificados

v BMA 76 (w) (w) ++ + NR ++ Serra Caigara
BRT 34 - ++ ++ + NR - RPPN —Tocaia
. BMA 43 - + ++ + NR - Serra Caicara
: BMA 84 ++ (w) + ++ NR - Serra Caicara
. BMA 97 + + - + NR - Serra Caicara
. BMA 249  (w) (w) ++ - NR NR Serra Caicara
N BRT 01 + - - ++ ++ - RPPN —Tocaia
. BRT 38 (w) - - ++ ++ - RPPN —Tocaia
. BRT 25 + - - (w) + - RPPN —Tocaia
. BRT 159 - ++ + ++ NR - RPPN —Tocaia
. BMA 51 + - - ++ ++ - Serra Caicara
. BMA 213 - ++ ++ - NR ++ Serra Caicara
. BMA 103  (w) - + (w) NR - Serra Caicara
” BRT 29 - ++ ++ - NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 40 + - - ++ NR - Serra Caicara
7 BMA 115 - ++ NR ++ NR - Serra Caigara
7 BMA 141 (w) NR - NR NR NR Serra Caicara
7 BMA 208 - NR + - NR NR Serra Caicara
” BMA 209 - NR NR - NR NR Serra Caicara
7 BMA 220 - - + - NR - Serra Caigara
” BMA 229 - NR ++ - NR NR Serra Caicara

7 BMA 230 NR NR NR + NR NR Serra Caigara
” BMA 238 NR NR NR + NR NR Serra Caicara
7 BMA 239 NR NR NR + NR NR Serra Caicara

BMA 250 (w) ++ ++ - NR NR Serra Caigara
7 BMA 138 + NR - NR NR NR Serra Caicara
7 BMA 222 (w) NR + - NR - Serra Caigara
7 BRT 183 (w) NR - - NR NR RPPN —Tocaia
7 BRT 199 - NR - - NR NR RPPN —Tocaia
7 BRT 289 - ++ ++ - NR NR RPPN —Tocaia
7 BRT 294 (w) - ++ - NR NR RPPN —Tocaia

7 BMA 223 - NR + - NR - Serra Caicara
7 BMA 271 - NR (w) (w) NR NR Serra Caicara
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Continuacgéo - Tabela suplementar 1. Perfil enzimatico de leveduras associadas a filosfera
(filoplano) de bromélias da Caatinga alagoana coletadas na Reserva Particular do Patriménio
Natural —Tocaia e Serra Caicara.

Leveduras N° Colecao Enzimas Locais de Coleta

[<B]

(<5} [72] [<B] [<5] [<5]

[} I n n [«}) 2]

£ £ £ & B &

=~ = +

g & & & T B

@) (ol

Isolados ndo identificados

7 BMA 135 - NR - - NR - Serra Caicara
" BRT 281 ++ - NR - NR - RPPN —Tocaia
” BRT 277 - ++ - ++ NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 13 (w) - ++ - NR - RPPN —Tocaia
” BRT 182 - ++ - - NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 266 - (w) + - NR NR Serra Caicara
7 BMA 226 - - - - NR - Serra Caigara
7 BMA 270 - NR - ++ NR NR Serra Caicara
” BRT 169 - NR - - NR NR RPPN —Tocaia
7 BRT 184 - NR + (w) NR NR RPPN —Tocaia
” BRT 317 - - - - NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 11 - ++ - - NR - RPPN —Tocaia
” BMA 59 - ++ - - NR - Serra Caigara
7 BMA 66 - + - - NR - Serra Caicara
7 BMA 61 - + - (w) NR - Serra Caigara
7 BRT 203 NR NR NR NR NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 242 - + - ++ NR - Serra Caigara
7 BMA 88 - - - - NR - Serra Caigara
7 BRT 188 (w) NR ++ NR NR NR RPPN —Tocaia
7 BRT 35 - - - (w) ++ - RPPN —Tocaia
” BRT 170 - - (w) - NR - RPPN —Tocaia
" BRT 05 ++ - - - NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 181 - ++ (w) (w) NR - RPPN —Tocaia
" BRT 37 - (w) - - NR - RPPN —Tocaia
" BRT 36 - - - - NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 153 - NR - ++ NR NR Serra Caigara
7 BMA 60 - - - ++ (w) - Serra Caicara
7 BMA 114 - (w) NR NR NR - Serra Caigara
7 BMA 211 - NR - ++ NR - Serra Caicara
7 BMA 72 - - - ++ + - Serra Caigara

7 BRT 176 - NR - ++ NR - RPPN —Tocaia
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Continuacgéo - Tabela suplementar 1. Perfil enzimatico de leveduras associadas a filosfera
(filoplano) de bromélias da Caatinga alagoana coletadas na Reserva Particular do Patriménio
Natural —Tocaia e Serra Caicara.

Leveduras N° Colecéo Enzimas Locais de Coleta
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Isolados nao identificados

BRT 197 - - - ++ NR NR RPPN —Tocaia

BMA 236 NR NR NR ++ NR NR Serra Caicara

BRT 161 - NR - ++ NR NR RPPN —Tocaia
7 BRT 282 (w) - - ++ NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 290 (w) - - + NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 155 NR - - - NR - RPPN —Tocaia
” BRT 17 - - - - NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 116 (w) NR NR ++ NR - Serra Caicara
” BRT 22 ++ + - - NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 98 - (w) NR + NR - Serra Caicara
7 BMA 106 - (w) - + NR - Serra Caigara
7 BRT 202 - NR - ++ NR NR Serra Caigara
7 BMA 42 - - - - NR - Serra Caigara
7 BMA 64 ++ - - + NR - Serra Caigara
7 BMA 143 (w) NR - (w) NR NR Serra Caigara
7 BRT 32 + ++ - - NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 108 - - NR ++ NR - Serra Caicara
7 BMA 58 - - (w) (w) - Serra Caigara
7 BMA 142 - ++ - - NR - Serra Caigara
7 BMA 233 - ++ - (w) NR - Serra Caigara
7 BMA 154 - ++ - (w) NR - Serra Caigara
7 BRT 02 - - - - NR - RPPN —Tocaia
” BRT 06 - - - + NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 10 + - ++ - NR - RPPN —Tocaia
” BRT 175 (w) NR - ++ NR NR RPPN —Tocaia
7 BRT 04 - - - ++ ++ - RPPN —Tocaia
7 BRT 09 - - - - NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 107 (w) - NR ++ NR - Serra Caigara
7 BMA 148 - (w) - ++ NR NR Serra Caicara
7 BMA 241 NR NR NR ++ NR NR Serra Caigara
7 BMA 228 (w) - - - NR NR Serra Caicara

7 BRT 157 + NR - NR NR NR RPPN —Tocaia
” BMA 244 NR NR NR ++ NR NR Serra Caicara
7 BMA 245 NR NR NR + NR NR Serra Caigara
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Continuacgéo - Tabela suplementar 1. Perfil enzimatico de leveduras associadas a filosfera
(filoplano) de bromélias da Caatinga alagoana coletadas na Reserva Particular do Patriménio
Natural —Tocaia e Serra Caicara.

Leveduras N° Colecéo Enzimas Locais de Coleta
[<5]
<5} (72} <] <5} D
7] «© n n (<) n
_— = -
g § 8 & < §
@) o

Isolados nao identificados

” BMA 224 - - ++ (w) NR - Serra Caigara
7 BMA 139  (w) - - ++ NR NR Serra Caigara
7 BMA 134 - ++ - ++ NR NR Serra Caigara
7 BMA 46 ++ (w) - - NR - Serra Caicara
7 BRT 23 - - - ++ ++ - RPPN —Tocaia
” BMA 70 - - - + - Serra Caigara
” BMA 80 - - - + ++ - Serra Caigara
” BMA 87 - - - + ++ - Serra Caicara
v BMA 140 - ++ - ++ NR - Serra Caigara
7 BRT 24 - - - - NR - RPPN —Tocaia
” BRT 26 - - - - NR - RPPN —Tocaia
” BRT 03 (w) - - - NR - RPPN —Tocaia
” BRT 18 - - - - NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 49 - - - ++ ++ - Serra Caicara
” BMA 54 - - - - - - Serra Caigara
7 BMA 62 - - - - NR - Serra Caicara
” BRT 276 - (w) - - NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 19 - - - - NR - RPPN —Tocaia
” BRT 14 - ++ ++ - NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 310 - - - - NR - RPPN —Tocaia
” BMA 205 - NR ++ - NR NR Serra Caigara
” BMA 210 - NR ++ - NR - Serra Caigara
” BMA 232 NR NR NR (w) NR NR Serra Caigara
” BMA 240 NR NR NR + NR NR Serra Caigara
” BMA 267 - NR - + NR NR Serra Caigara
7 BRT 33 - - ++ - NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 300 NR NR ++ NR NR - RPPN —Tocaia
” BMA 145 - ++ ++ - NR - Serra Caigara
” BMA 265 - (w) ++ - NR - Serra Caigara
7 BRT 12 - - - - NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 278 NR NR - NR NR NR RPPN —Tocaia

7 BRT 280 - - - (w) NR - RPPN —Tocaia
” BRT 178 - ++ - (w) NR - RPPN —Tocaia
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Continuacgdo - Tabela suplementar 1. Perfil enzimatico de leveduras associadas a filosfera
(filoplano) de bromélias da Caatinga alagoana coletadas na Reserva Particular do Patriménio
Natural —Tocaia e Serra Caicara.

Leveduras N° Colecéo Enzimas Locais de Coleta
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Isolados nao identificados

BRT 21 ++ - ++ - NR - RPPN —Tocaia

BRT 168 - NR - - NR - RPPN —Tocaia

BRT 179 - (w) - NR NR - RPPN —Tocaia
" BRT 187 - (w) - - NR - RPPN —Tocaia
7 BMA 44 - - - ++ ++ - Serra Caigara
7 BMA 104 - - - + NR - Serra Caigara
7 BMA 113 - - - (w) NR - Serra Caigara
7 BMA 131 + - ++ NR NR NR Serra Caigara
7 BMA 150 - - - + NR - Serra Caigara
7 BMA 212 - NR ++ - NR - Serra Caicara
7 BMA 231 - (w) - + NR - Serra Caigara
7 BMA 261 - - - ++ NR - Serra Caigara
7 BMA 268 - NR - + NR - Serra Caicara
7 BMA 105 (w) NR ++ - NR - Serra Caigara
7 BMA 136 + ++ - - NR - Serra Caigara
7 BMA 247 - - ++ - NR NR Serra Caigara
7 BMA 103 (w) - + (w) NR - Serra Caigara
7 BRT 31 - - - - NR - RPPN —Tocaia
” BRT 173 NR ++ NR NR NR - RPPN —Tocaia
7 BRT 177 + NR (w) ++ NR NR RPPN —Tocaia
” BRT 299 - - - - NR NR RPPN —Tocaia
7 BRT 302 + ++ - ++ NR NR RPPN —Tocaia
7 BMA 41 - - - - NR - Serra Caigara
7 BMA 47 + - - ++ NR - Serra Caigara
7 BMA 53 - (w) + + NR - Serra Caigara
7 BMA 67 NR - NR ++ + NR Serra Caigara
7 BMA 75 - - - + ++ ++ Serra Caicara
7 BMA 82 ++ - ++ + NR - Serra Caigara
7 BMA 89 ++ ++ - + NR - Serra Caicara
7 BMA 90 ++ ++ + + (w) - Serra Caigara
7 BMA 92 + - - + - ++ Serra Caicara
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Continuacgdo - Tabela suplementar 1. Perfil enzimatico de leveduras associadas a filosfera
(filoplano) de bromélias da Caatinga alagoana coletadas na Reserva Particular do Patriménio
Natural —Tocaia e Serra Caicara.

Leveduras N° Colecao Enzimas Locais de Coleta
[<b]
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Isolados néo identificados

7 BMA 93 - (w) - + NR ++ Serra Caigara
7 BMA 109 - (w) NR NR NR - Serra Caigara
7 BMA 120 + ++ ++ NR - Serra Caicara
7 BMA 127 + - ++ ++ NR - Serra Caigara
7 BMA 130 NR - NR NR NR NR Serra Caigara
7 BMA 133 - ++ - ++ NR - Serra Caigara
7 BMA 144 NR - ++ (w) NR NR Serra Caigara
7 BMA 146 (w) - - ++ NR NR Serra Caicara
7 BMA 152 - NR - + NR NR Serra Caicara
7 BMA 234 - (w) + ++ NR NR Serra Caicara

BMA 258 + - - - NR NR Serra Caigara
7 BMA 259 - - - - NR - Serra Caicara
7 BMA 260 - (w) - - NR NR Serra Caigara
7 BMA 262 - ++ - ++ NR - Serra Caigara
7 BMA 263 + + - - NR NR Serra Caigara
7 BMA 272 (w) ++ (w) NR NR NR Serra Caigara
” BMA 275 NR NR NR NR NR - Serra Caicara

++ (atividade forte), + (atividade positiva), w (fraca atividade), - (sem atividade), NR (teste ndo realizado),
RPPN-Tocaia (Reserva Particular do Patriménio Natural — Tocaia)
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Tabela suplementar 2. Perfil enzimatico de leveduras isoladas a partir de flores de bromélias
da Caatinga alagoana coletadas na Reserva Particular do Patriménio Natural —Tocaia e Serra

Caicara.
Leveduras N° Colecéo Enzimas Locais de Coleta
[<5]
E & = £ 5 3
< S O LU - &
Isolados néo identificados

7 BMA 219  (w) NR ++ (w) NR - Serra Caigara
” BMA 99 (w) - ++ ++ NR - Serra Caicara
” BRT 27 - ++ - - NR - RPPN-Tocaia
7 BRT 28 - ++ - - NR - RPPN-Tocaia
” BMA 100 - NR - - NR - Serra Caigara
” BMA 101 - (w) - ++ NR - Serra Caigara
” BMA 102 - - NR ++ NR - Serra Caigara
7 BRT 196 - + - - NR NR RPPN-Tocaia
” BMA 217 - NR - ++ NR NR Serra Caigara
” BMA 214 - NR (w) - NR NR Serra Caigara
7 BMA 216 - NR - (w) NR NR Serra Caigara
” BMA 218 - NR (w) - NR NR Serra Caigara
7 BMA 256 ++ ++ + (w) NR NR Serra Caigara

++ (atividade forte), + (atividade positiva), w (fraca atividade), - (sem atividade), NR (teste ndo realizado),
RPPN-Tocaia (Reserva Particular do Patriménio Natural — Tocaia)
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Tabela suplementar 3 - Perfil enzimatico de leveduras isoladas a partir de frutos de bromélias
da Caatinga alagoana coletadas na Reserva Particular do Patriménio Natural —Tocaia e Serra
Caicara.

Leveduras N° Colecao Enzimas Locais de Coleta

Amilase
Caseinase
Celulase
Esterase
Lipase
Pectinase

Isolados nao identificados

7 BRT 167 (w) NR + ++ NR NR RPPN-Tocaia
7 BRT 162 - + - - NR - RPPN-Tocaia
7 BRT 164 - ++ - - NR - RPPN-Tocaia
7 BRT 189 - ++ - ++ NR NR RPPN-Tocaia
7 BRT 190 - NR - - NR NR RPPN-Tocaia
v BMA 207 - NR NR - NR NR Serra Caigara
7 BRT 165 - NR - NR NR NR RPPN-Tocaia
7 BRT 166 (w) NR - (w) NR NR RPPN-Tocaia
7 BRT 191 - ++ (w) - NR NR RPPN-Tocaia
7 BRT 285 - - - (w) NR - RPPN-Tocaia
7 BRT 307 - - - - NR - RPPN-Tocaia
7 BRT 308 - (w) - - NR - RPPN-Tocaia
7 BRT 287 - ++ - - NR - RPPN-Tocaia

++ (atividade forte), + (atividade positiva), w (fraca atividade), - (sem atividade), NR (teste ndo realizado),
RPPN-Tocaia (Reserva Particular do Patrimdnio Natural — Tocaia)





