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1 Introducio

Leveduras sdo capazes de produzir metabolitos secundéarios como acidos graxos e
terpenos, sendo muitos deles compostos organicos volateis (VOCs) (Fenner et al., 2022;
Tadioto ef al., 2023) . Assim como os demais compostos, os VOCs tém grande relevancia
biotecnoldgica. Eles podem ser produzidos por leveduras ao metabolizarem os agucares
presentes em nectarios florais (Ryniewicz et al., 2020). Entretanto, em estagdes sem floragdo,
as leveduras buscam o trato gastrointestinal de insetos polinizadores como habitat por
periodos prolongados, seja para segurancga, reproducdo ou transporte (Makopa et al., 2024).
Tanto nas flores quanto nos insetos, as leveduras sdo reconhecidas pela sua capacidade de

fermentar os principais carboidratos disponiveis nesses ambientes (Kishigami ef al., 2023).

2 Objetivos
O presente trabalho teve como objetivo analisar a produgcdo de metabolitos

secundarios produzidos por leveduras isoladas de flores e insetos.

3 Metodologia
3.1 Isolamento, identificacdo e cultivo das leveduras

As leveduras utilizadas no presente trabalho estdo apresentadas na Tabela 1. O
isolamento e a identificagdo taxondmica dessas linhagens foram realizados conforme descrito
por Tadioto et al. (2022). Todas as linhagens foram cultivadas em frascos com meios YP (10
g/L de extrato de leveduras e 20 g/L de peptona, pH 5,0) contendo, alternadamente, 20 g/L. de
xilose, frutose, glicose e celobiose ou 150 g/L de sacarose. Os cultivos foram realizados sob
agitacdo de 145 rpm a 30 °C por 48 h em todas as condigdes, exceto para os meios com

sacarose, que permaneceram incubados por 72 h (haja vista a maior disponibilidade de
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acucar). Para o acompanhamento do crescimento celular, amostras do meio foram coletadas
trés vezes ao dia e suas absorbancias foram analisadas em um espectrofotometro (DO 570

nm).

Tabela 1 — Linhagens de levedura, identifica¢do taxondmica e local de isolamento.

LINHAGEM ESPECIE LOCAL DE ISOLAMENTO
CHAP-209  Aureobasidium leucospermi

CHAP-210 Papiliotrema rajasthanensis

CHAP-213 Aureobasidium sp.

CHAP-214  Aureobasidium leucospermi FLOR (Senna macranthera)
CHAP-216 Papiliotrema rajasthanensis

CHAP-218 Meyerozyma sp.

CHAP-221 Aureobasidium sp.

CHAP-223  Papiliotrema rajasthanensis ~ BESOURO (A4stylus variegatus)
CHAP-242 Meyerozyma caribbica ABELHA (Scaptotrigona postica)
CHAP-245 Meyerozyma caribbica ABELHA (Tetragonisca angustula)

3.2 Analise dos metabolitos secundarios por GC-MS

Ao fim dos cultivos, todos os meios foram transferidos para tubos Falcon que
passaram por uma centrifugagdo a 8500 g por 5 min e tiveram seus sobrenadantes reservados.
Com o auxilio de um funil de separacdo, 20 mL de cada sobrenadante foram misturados a
6,67 mL de diclorometano para extragdo liquido-liquido, seguindo uma adapta¢do de Roque et
al. (2019) . Na sequéncia, a fase apolar contendo diclorometano foi enviada para um
cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de massas (GC-MS), a fim de identificar
os compostos provenientes do metabolismo das leveduras avaliadas. A biblioteca utilizada
para a espectrometria foi a NISTO0S8s, considerando-se apenas as moléculas com indices de
similaridade (IS) > 80%. A producdo dos compostos foi analisada de forma semiquantitativa
através das areas de cada pico, o que representa a abundancia relativa de cada composto em
relacdo aos demais, conforme descrito por Di Francesco et al. (2015). Como controle negativo,

meios de cultura prévios ao indéculo também passaram por extracao e analise cromatografica.

4 Resultados e Discussiao

Todas as linhagens testadas apresentaram capacidade de crescimento nas fontes de
carbono disponiveis (Figura 1). Entretanto, as cepas CHAP-242 ¢ CHAP-245 tiveram um
crescimento duas vezes superior quando comparado com as demais. Além disso as duas cepas

apresentaram crescimentos mais acelerados nas horas iniciais dos cultivos.
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Figura 1 — Curvas de crescimento das leveduras em meios contendo glicose (A), frutose (B),
xilose (C), celobiose (D) ou sacarose (E) como carboidratos disponiveis.

Durante os cultivos, as dez linhagens produziram nove compostos distintos, a partir
das cinco fontes de agucares disponiveis (Quadro 1). O eucaliptol, um terpenoide, foi
produzido pela CHAP-223 em xilose. Os terpenos sdao produzidos pelas leveduras por meio da
oxidacao do piruvato, gerando Acetil-CoA, que por sua vez ¢ destinado a via do mevalonato.
Este terpeno possui propriedades bioativas e ¢ amplamente utilizado na industria farmacéutica
(Zha et al., 2021) . O triptofol, também presente nas amostras, pode ser convertido por
leveduras a acido indol-3-acético, auxina vegetal que auxilia no crescimento das plantas

(Petkova et al., 2022).

A figura 2 apresenta uma andlise semiquantitativa dos compostos obtidos ao fim de
todos os cultivos, analisados em conjunto. A area de pico expressa a abundancia relativa de
cada composto (Di Francesco et al., 2015). O 2-fenil-etanol aparece como o composto com
maior destaque, haja vista sua producdo em todas as fontes de carbono disponiveis. Além
disso, todas as linhagens testadas foram capazes de produzir tal composto (quadro 1). O 2-
fenil-etanol € um alcool superior, obtido por leveduras por meio do fenilpiruvato, metabolito
utilizado na rota da biossintese da fenilalanina. Quando nao ha adi¢do de L-fenilalanina, esse
composto ¢ produzido pelas leveduras por meio via de Shiquimato (Serp; von Stockar;
Marison, 2003) . Ele pode ser utilizado como agente aromatizante, em pesticidas e como

conservante (Fenner ef al., 2022).

Embora nao tenha sido produzida em todas as condi¢des e por todas as cepas, a
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substancia 4-Hidroxi-2-metilacetofenona, quando presente, se apresentou com elevadas areas
de pico, respondendo por 48,8% da concentracdo de compostos presentes ao fim do cultivo da
CHAP-248 em sacarose. Tal sustancia ¢ um composto fendlico com importantes propriedades
antioxidantes, antitumorais, analgésicas e antissépticas (Dandekar et al, 2015; Martinez et al.,
2019) . Por fim, outros compostos como acido estearico, acido fenilacético, acido oleico,

metionol e benzaldeido também foram produzidos, porém em pequenas quantidades.

Quadro 1 - Compostos produzidos pelas leveduras durante os cultivos com cinco agucares

diferentes.
GLICOSE FRUTOSE SACAROSE

n° da linhagem Composto n° da linhagem Composto n° da linhagem Composto

210,214, 221, ’ 210, 213, 222, , 209, 214 221, .

242,245 2-fenil-etanol 237,242, 245 2-fenil-etanol 203,242, 245 2-fenil-etanol
210 Metionol 214 Acido Fenilacético 245 Metionol
214 e 214 Acido Estearico 213 ildion 2,

metilacetofenona metilacetofenona
245 Triptofol 210 4-Hidroxi-2- 210 Benzaldeido
metilacetofenona
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i o e
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n° da linhagem Composto XILOSE
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metilacetofenona
242 Triptofol 221, 223, 242, 245 Fosfato de Trietila
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Figura 2 - Analise semiquantitativa dos metabdlitos secundarios produzidos pelas leveduras
em meios contendo glicose, frutose, celobiose, xilose ou sacarose como fontes de carbono.

5 Conclusio
Os resultados obtidos evidenciam o potencial biotecnologico de leveduras associadas a

flores e insetos. Esses microrganismos demonstraram capacidade de producdo de diversos
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predominancia desses compostos, vislumbra-se a possibilidade de producdo em maior escala.
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