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Resumo:

A Antartica € o ambiente dos superlativos, com extremos de temperatura, alta radiacdo solar, baixa
precipitagdo pluviométrica e solos congelados e secos. Ocupando uma vasta area, esse habitat frio abriga
véarias formas de vida que desenvolvem mecanismos especiais de adaptacdo. Os microrganismos, em
particular, desenvolvem estratégias adaptativas que comporta desde modificagdes morfolégicas, metabdlicas
até fisiologicas. O objetivo deste trabalho foi isolar leveduras de liquens da Antértica e prospectar a producao
de enzimas como lipase, celulase, amilase, protease e ligninase. Foi recuperado um total de 409 isolados de
leveduras a partir de 28 amostras de liqguens coletados durante as Opera¢des Antartica XXXIX (2015/2016) e
XXXX (2016/2017), e, entre eles, com excec¢éo da ligninase, houve atividade positiva para as enzimas triadas.
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Introducéo:

Os microrganismos presentes na Antartica possuem alta habilidade de moldar suas estruturas celulares
em prol das variantes desse meio, sobretudo, em resposta aos baixos valores de temperatura e da pouca
disponibilidade hidrica e nutricional, fatores que atuam diretamente sobre o metabolismo, composi¢cdo da
membrana celular e na capacidade de produzir metabdlitos secundarios necessarios ao processo de
adaptacdo. Encontra-se em fase inicial de descoberta a compreensdo dos mecanismos adaptativos que o0s
microrganismos desenvolveram para suportar essa regido extrema (CARRASCO et al., 2016; SANTIAGO et al.,
2015). Estudos com as leveduras desse continente sé@o relativamente recentes, e tem apresentado dados bem
significativos na elucidacdo da vida microbiana desse continente frio. Ademais, os liquens desse continente tem
sido substratos poucos estudados (DUARTE et al., 2016).

Das multiplas estratégias fisiolégicas dos microrganismos isolados, a producdo de enzimas ativas em
baixas temperaturas tem sido bastante promissora (VAZ et al., 2011). Atividade de lipase, protease, celulase e
amilase na presenca de macromoléculas especificas refletem aptidao das leveduras e filamentosos em reagir
as condicdes do ambiente inserido. E essa produgdo enzimética entre os isolados pode ser aplicada com
finalidades diversas em industrias de interesse, o que pode suprir a demanda por novas moléculas mais
versateis em muitas ferramentas biotecnolégicas atuais (CARRASCO et al., 2016).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi realizar o isolamento de leveduras de liquens da
Antartica, além da prospecc¢éo de enzimas com potencial aplicagao biotecnoldgica.

Metodologia:

As etapas de amostragem, isolamento e triagem enzimatica compulseram a metodologia simplificada do
referido trabalho. Na amostragem, procedeu-se a coleta de diferentes liquens no arquipélago das Shetlands do
Sul (Antartica maritima), durante expedicdes realizadas nos verfes de 2015/2016 e 2016/2017 com um ndmero
total de 36 amostras

Para a etapa de processamento das amostras de liquens, inicialmente essas amostras foram
homogeneizadas em solucéo salina (0,85%), diluidas e em seguida foram realizados os plagueamentos em
dois meios de cultura: i) Agar Yeasts Malt (YMA) (3 g.L-1 de extrato de levedura, 3 g.L-1 de extrato de malte,
5.0 g.L-1 de peptona, 10 g.L-1 de glicose e 15 g.L-1 de agar) e ii) Sabouraud Dextrose Agar (SDB) diluido 10
vezes (2 g.L-1 de batata e 15 g.L-1 de agar), ambos suplementados com amoxicilina (500 mg.L'l) e clorafenicol
(100 pg.mL™). As placas de Petri foram incubadas a 8,0 + 2,0 °C e o crescimento acompanhado durante 60
dias. Os isolados foram entdo repicados para um novo meio de cultura e confirmada a pureza, a preservacao
dos isolados foi realizada através de ultracongelamento em solucao de glicerol 20%, no ultrafreezer do
Laboratério de Biologia Molecular e Expressédo Génica (LABMEG) da UFAL/Arapiraca.

Para a triagem enzimatica utilizou-se a metodologia descrita por Martorell et al. (2017). Nesse sentido,

avaliou-se a producdo de 5 enzimas: celulase, protease, amilase, lipase e ligninase. Os isolados de
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leveduras foram cultivados em meio de cultura sélidos YMA diluido 10 vezes e acrescidos de substratos
especificos, conforme a especificidade da enzima, incubado-se durante 30 dias a 8,0 + 2,0 °C (MARTORELL
et al., 2017). Para celulase, o meio de cultura foi suplementado com carboximetilcelulose e a para revelacéo
do halo de hidrélise utilizou-se vermelho do congo e solugdo salina; para lipase, utilizou-se o azeite de oliva
(indutor) e a rodamina B como corante revelador; para protease, utilizou-se leite em p6 desnatado; para a
amilase, o amido foi adicionado ao meio de cultura e solucdo de iodo utilizada para revelagdo do halo de
hidrolise, e, por fim, para a andlise da enzima ligninolitica, o guaiacol consistiu no agente indutor.
Posteriormente, foi avaliado o indice enziméatico (IE) que corresponde a raz&o entre o didametro da colbnia e
o halo de hidrélise, confirmando os isolados com maior atividade enzimética extracelular.

Resultados e Discusséo:

Das 36 amostras de liquens coletadas, foram 28 processadas e submetidas ao isolamento fangico. Em
termos quantitativos, 409 isolados de leveduras foram recuperados dessas amostras de liquens. Dentre as
amostras exploradas, o liguen L19 (coletado na Ilha Dee, Antartica Maritima) foi o que apresentou maior
nimero de isolados (n = 92), seguido do liquen L15 e L23, ambos com um total de 30 isolados obtidos. Os
outros liquens apresentaram varia¢des entre 3 a 24 isolados (Figura 1).

Esses numeros séo indicios favoraveis da presenca microbiana nos liquens antarticos, cuja diversidade
€ quase que totalmente desconhecida, e, nas concepg¢des atuais esse tipo substrato tem recebido destaque por
representar um ambiente pouco explorado (SANTIAGO et al., 2015). A diversidade microbiana em liquens tem
revelado um ambiente muito além da interacdo mutualistica entre um fotobionte e um micobionte apenas.
Atualmente este substrato Antartico é caracterizado como um microambiente (ou ainda microecossistema) que
abriga muitas outras formas de vida, incluindo bactérias diversas e outros seres, que ultrapassam as
conhecidas dessa associa¢do. Demonstra, portanto, que na ecologia de liquens existentes, ha um potencial de
vida microscépica complexa adaptada as variaveis radicais do ambiente Antértico.

Figura 1: Leveduras isoladas de amostras de liguens coletadas no arquipélago Shetland do Sul, Antartica
maritima, utilizando-se os meios de cultura YMA e SDB e incubacédo a 8,0 + 2,0 °C.
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Essa quantidade de isolados entre os liguens contribui para a inferéncia da posicdo adaptativa que
leveduras possuem de viver nesse ambiente frio, com um patriménio molecular que permite mudancas
drasticas em estruturas especificas como a membrana plasmatica das células, sintese de compostos intra e
extracelulares, assimilacao de nutrientes no metabolismo e respostas morfolégicas multiplas no tamanho, cor e
textura. Existe a hipétese de esses liguens com mais isolados, serem endémicos da Antartica, ou de regides
frias no geral, mais também de o serem beneficiados pelas circunstancias do meio de crescimento que foram
submetidas, ou ainda, de terem um valioso poder de adaptacdo as quaisquer situacdes de estresse impostas
muito mais do que o0s outros organismos, obviamente dentro de limites bem estabelecidos (SHIVAJI &
PRASAD, 2009).

A capacidade da extromifilia desses isolados também se reflete na producao de metabdlitos que auxiliam
no processo de adaptagdo a Antartica, especialmente enzimas extracelulares que atuam em diferentes vias
metabdlicas e ativas em temperaturas baixas. Na etapa da triagem enzimatica, aproximadamente 8,3% dos
isolados foram testados (n = 34 dos isolados). No total, 11 isolados produziram lipase e 8 isolados
apresentaram atividade de celulase, protease e amilase e nenhum produziu enzima ligninolitica (em meio
suplementado com guaiacol), figura 2. O guaiacol inclusive inibiu o crescimento de alguns isolados.
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Figura 2: Enzimas produzidas por isolados de leveduras da Antartica: (A) amilase, (B) Celulase, (C) Protease,
(D) Lipase. As leveduras foram incubadas a 8,0 + 2,0 °C durante 28 dias.

Nenhum isolado apresentou atividade para as 4 enzimas testadas. Por outro lado, apenas os isolados
3.L2 e 18.L15 apresentaram atividade positiva para 3 das enzimas avaliadas, exceto para amilase. Foi entdo
avaliado o indice Enzimatico (IE), que é a raz&o entre o halo de hidrélise pelo diametro da col6nia e observou-
se que o maior IE foi para enzima celulase com o isolado 3.L25 (IE = 3,26), seguido da enzima lipase com o
isolado 19.L15 (IE = 3,0), Tabela 1. Quanto maior o IE, maior a atividade enzimatica extracelular do
microrganismo avaliado.

Tabela 1: indice Enzimatico para as enzimas lipase, celulase, amilase e protease produzidas por leveduras
isoladas de liqguens coletados na Antartica. O |IE = Halo de hidrélise / didmetro da colbnia.

Levedura indice Enzimatico (IE)
(Codigo) (Halo de hidrélise/Diametro da colbnia)
Lipase Celulase Amilase Protease

2.131 - 1,95 1,10 -
3.L2 1,33 1,83 - 1,93
3.L24 1,12 - - -
3.1L25 - 3,26 1,16 -
6.L10 1,09 - 1,66 -
9.L10 - - - 1,17
9.116 1,50 - - -
18.L15 1,06 1,33 - 1,42
19.L15 3,00 - - -
20.L25 1,06 - - -
B.L14 1,10 - 1,42 -
N. L19 - 1,21 - 1,23
0.L19 1,18 - 1,28 -
P.L19 1,16 - 1,25 -
Q.L19 - - - -
R.L19 1,22 - - -
T.L19 - 1,33 1,28 -
U.L19 - 1,18 - 1,50
V. L19 - - - 1,46
X.L19 - 2,00 - 1,20
AD. L19 - - 1,1 -
AF. L19 - - - 1,90

A levedura 19.15 com IE de 3,0 pode ser um 6timo candidato para possivel producédo e aplicacao da
lipase, bem como a celulase produzida pelo isolado 3. L25, a amilase pelo isolado 6. L10 e protease com o
isolado 3.L2 apresentaram resultados bastante interessantes. Além do fato de as enzimas dessas leveduras
com os maiores indices enziméticos poderao ser purificadas e destinadas para uso biotecnolégico em setores
industriais de aplicabilidade de cada uma delas. Denota-se que a producdo de enzimas extracelulares ativas a
baixas temperaturas configura um dos mecanismo de adaptacao das leveduras em hidrolisar macromoléculas
em moléculas mais simples quando sujeitadas a presenca dessas no meio. Além de que essas enzimas nao
sdo somente (teis aos microrganismos que as produzem, elas podem ser destinadas em fins biotecnolégicos
multiplos.

Lipase é uma enzima atuante no catabolismo de lipidios, os microrganismos as produzem com o intuito
maior de adquirir fosfolipidios, os maiores componentes das membranas celulares, juntamente com a protease
que degrada ligagcBes peptidicas das proteinas, o segundo maior composto das membranas. Essas 2 enzimas,
em particular, quando somada a celulase e amilase que agem degradando a celulose e o amido,
respectivamente, podem ser extraidas e entdo utilizadas em varios procedimentos industriais, como no
processamento e conservacdo de alimentos, na producédo de surfactantes, produtos farmacéuticos, hidrélise de
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residuos agroindustriais, obtencdo de peptidios com atividade biolégica/médica, e uma imensa rede de
aplicacdes dessas enzimas citadas e extraidas dos isolados testados, obtidas de leveduras que prosperam em
um espaco quase inabitavel a maioria dos seres vivos. Existe uma necessidade singular dos diversos setores
tecnologicos sempre aludir a eficiéncia dos processos, pela busca de moléculas mais praticas e econémicas, o
gue torna as enzimas extracelulares desses isolados Antarticos 6timos candidatos para esses fins ja que
possuem, por valia, uma versatilidade maior que outros organismos mesoéfilos e termofilos empregados nos
ultimos tempos.

Conclusodes:

O éxito dos objetivos tracados tanto no isolamento, como no screnning enzimatico demonstra as
potencialidades das leveduras antarticas recuperadas de liquens, no que tange a capacidade de adaptabilidade
a esse complexo ambiente e de produzir enzimas especificas, que podem ser realocadas funcionalmente para
usos variados. Dessa forma, o nimero de isolados de leveduras traz a tona 0s questionamentos sobre o limite
da faixa de vida desses microrganismos, aqui chamados de extremofilos.

Além disto, observou-se um elevado numero de isolados de levedura positivos para lipase, seguido de
celulase, amilase e protease positivos. Essas enzimas podem ser destinadas para diferentes finalidades
biotecnolégicas, com maior possibilidade de eficiéncia em processos que ocorrem em temperaturas baixas e
médias, quando comparadas as enzimas de microrganismos mesofilicos.
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