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RESUMO

Melipona scutellaris (Hymenoptera: Apidae: Meliponini), a Urucu verdadeira, é uma
abelha sem ferrdo nativa da mata atlantica do nordeste do Brasil. Fungos sao
cosmopolitas e podem ser isolados dos mais diversos substratos, inclusive mel, pélen
e superficie de colmeia de abelhas e sdo bons produtores de enzimas extracelulares
de interesse biotecnolégico. O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial de
producao de lipases de fungos isolados do pdlen, mel e superficie do ninho no interior
das colmeias das abelhas sem ferrdo M. scutellaris da Mata Atlantica no municipio de
Paulista, Pernambuco, Brasil, utilizando 6leo da polpa de Pequi (Caryocar brasiliense)
como substrato. Os fungos filamentosos foram identificados pelo sequenciamento
parcial da regido genica ITS, e as leveduras regido genica LSU. A producéao de lipases
foi testada por meio da técnica de fermentacdo submersa, utilizando o oleo da polpa
de Pequi (C. brasiliense) como indutor. Foram obtidos 284 isolados (189 fungos
filamentosos e 95 leveduras), com maior frequéncia dos géneros Penicillium (25,3 %),
Candida (18 %), Aspergillus (11,3 %), Monascus (9 %), Cladosporium (7,1 %) e
observadas 10 provaveis espécies novas pertencentes aos géneros Candida,
Castanediella, Gjaerumia, Penicillium, Monascus, Oidiodendron, Talaromyces e
Zygosaccharomyces. Quarenta e oito isolados foram testados para atividade lipolitica,
gue variou de 3.86 a 20,76 U.mL1.min-}(U). Os isolados que apresentaram maiores
atividades lipoliticas foram Cladosporium sp. 1 (FIBIO 002-H1) (20.76 = 0,03 U);
Cladosporium sp. 4 (17.06 + 0,08 U); Cladosporium sp. 1 (FIBIO 004-F10) (14.87+
0,91 U); Cordyceps sp. (12.53 £ 0,12 U); Microascus sp. (10.03 + 0,95 U); Aspergillus
nomius (9.77 = 0,24 U) e podem ser indicados para estudos de otimizacao,
imobilizacdo e caracterizacdo das enzimas. Os substratos relacionados as abelhas
sem ferrdo nativas do Brasil ainda sdo pouco estudados e contém isolados de
espécies fungicas ainda desconhecidas para a ciéncia e com potencial utilizacdo em
processos biotecnolégicos. Todo o conhecimento a respeito das abelhas nativas,
contribuira para a conservacao dessas espécies. Estudos futuros sobre as relacées
estabelecidas entre fungos-abelhas devem ser conduzidos para entendimento das

relacBes ecoldgicas.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo. Atividade lipolitica. Fungos filamentosos.

Leveduras. Micobiota.



ABSTRACT

Melipona scutellaris (Hymenoptera: Apidae: Meliponini), the Urucu, is a stingless bee
native to the Atlantic forest of northeastern Brazil. Fungi are cosmopolitan and can be
isolated from the most diverse substrates, including honey, pollen and bee hive
surfaces and are good producers of extracellular enzymes of biotechnological interest.
The objective of the present study was to evaluate the potential of lipase production
from fungi isolated from pollen, honey and nest surface inside the hives of stingless
bees from the M. scutellaris of the Atlantic Forest in the municipality of Paulista,
Pernambuco, Brazil, using oil from the Pequi pulp (Caryocar brasiliense) as substrate.
The filamentous fungi were identified by the partial sequencing of the ITS genetic
region, and the yeasts LSU genetic region. The production of lipases was tested using
the submerged fermentation technique, using Pequi pulp oil (C. brasiliense) as an
inducer. 284 isolates were obtained (189 filamentous fungi and 95 yeasts), most
frequently of the genera Penicillium (25.3%), Candida (18%), Aspergillus (11.3%),
Monascus (9%), Cladosporium (7, 1%) and observed 10 probable new species
belonging to the genera Candida, Castanediella, Gjaerumia, Penicillium, Monascus,
Oidiodendron, Talaromyces and Zygosaccharomyces. Forty-eight isolates were tested
for lipolytic activity, which ranged from 3.86 to 20.76 U.mL-1.min."t (U). The isolates that
showed the highest lipolytic activities were Cladosporium sp. 1 (FIBIO 002-H1) (20.76
+ 0.03 U); Cladosporium sp. 4 (17.06 + 0.08 U); Cladosporium sp. 1 (FIBIO 004-F10)
(14.87 £ 0.91 U); Cordyceps sp. (12.53 £ 0.12 U); Microascus sp. (10.03 £ 0.95 U);
Aspergillus nomius (9.77 = 0.24 U) and can be indicated for studies of optimization,
immobilization and characterization of enzymes. The substrates related to stingless
bees native to Brazil are still poorly explored and contain isolates of fungal species still
unknown to science and with potential use in biotechnological processes. All
knowledge about native bees will contribute to the conservation of these species.
Future studies on the relationships established between bee fungi must be conducted

to understand the ecological relationships.

Key-words: Filamentous fungi. Lipolytic activity. Micobiota. Stingless bee. Yeasts.
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1 INTRODUCAO

As abelhas nativas da mata atlantica do Nordeste brasileiro Melipona scutellaris
(Hymenoptera: Apidae: Meliponini) Latreille, 1811 possuem um atrofiamento do ferréo e sédo
conhecidas popularmente como Urucu verdadeira. Sao responsaveis pela polinizacao de
mais de 50 % de toda flora nativa brasileira (KERR et al., 1996; SILVEIRA et. al., 2002;
BALLIVIAN et al., 2008). Podem ser criadas em caixas racionais sendo esta pratica
conhecida como Meliponicultura. No Nordeste do Brasil, a meliponicultura possui varios
impactos sociais positivos, em especial na producéo de mel. A principal abelha domesticada
no Nordeste, entre os géneros de Melipona, é a M. scutellaris devido a sua alta producéo e
gualidade do mel (SILVA; PAZ, 2012).

O mel é utlizado para fins terapéuticos desde os primordios das sociedades
humanas. Devido as suas propriedades quimicas, pode apresentar atividade
antimicrobiana, anti-inflamatoria, anticancerigena, antioxidante, antiviral, entre outras (RAO
et al., 2016). As condicbes quimicas do mel, o torna um ambiente indspito para
desenvolvimento e permanéncia da maioria dos micro-organismos, assim a microbiota do
mel, geralmente, encontra-se em estado de laténcia (SILVA et al., 2017). No entanto, alguns
micro-organismos podem crescer sob condicbes severas, em ambientes extremos,
selecionados por pressao de alguns fatores como dessecacéao, temperatura, pH, salinidade,
entre outros (DUARTE, 2014). Os micro-organismos adaptados a ambientes de alta
concentracdo de acucar sdo denominados osmofilicos, enquanto que os que sobrevivem
em ambientes com baixa atividade de agua recebem denominacéo de xerofilos (DUARTE,
2014).

O mel de M. scutellaris apresenta uma alta concentracdo de acUcar e baixa atividade
de 4gua (SOUZA, 2008). Bactérias esporulantes, leveduras e fungos filamentosos podem
ser isolados em ninhos de abelha (SILVA et al., 2017). A microbiota presente no mel é
oriunda de fontes primarias e secundarias. As fontes microbianas primarias séo o polen, o
trato digestivo das abelhas, o ar e as flores, enquanto que, as fontes secundarias incluem

a atividade humana, equipamentos e recipientes para colheita (OLAITAN et al., 2007).

Alguns estudos que relataram a diversidade da microbiota em ninhos de diferentes
espécies de abelhas (GILLIAM; PREST, 1987; GILLIAM, 1997; FERRAZ et al., 2008; GOIS
et al., 2010; BARBOSA et al., 2016; BARBOSA et al., 2017; BARBOSA et al., 2018;
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PINHEIRO et al., 2018). Para a abelha M. scutellaris, espécies do fungo filamentoso
pertencente ao género Monascus foram isolados em substratos de M. scutellaris
(BARBOSA et al., 2017). Barbosa et al. (2018) evidenciaram a diversidade de espécies de
Aspergillus, Penicillium e Talaromyces também em substratos de M. scutellaris. No entanto,
existe uma grande lacuna sobre a micobiota relacionada as abelhas pertencentes da Tribo
Meliponini (SILVA et al., 2017), em especial no Brasil.

Neste contexto, o conhecimento desta comunidade micoldgica do mel e do poélen das
abelhas sem ferrdo nativas da Mata Atlantica brasileira, além de ser importante para o
registro taxondmico da diversidade das espécies, € fundamental para uma possivel
exploracdo dessas espécies em processos biotecnologicos, como por exemplo, na

producéo de enzimas lipoliticas.

As lipases (triacilglicerol Acil hidrolases, E.C. 3.1.1.3) s&o enzimas capazes de
catalisar reacdes de hidrolise de lipideos como os triglicerideos, e em ambientes com
restricio de &agua, podem catalisar reacdes de esterificacdo, interesterificacdo e
transesterificacdo (STOYTCHEVA et al., 2012; RODRIGUES, 2015; GEOFFRY; ACHUR,
2018). Grande parte da producéao de lipases € obtida a partir de micro-organismos e sao
amplamente utilizadas nas industrias alimenticias, de oleoquimica, de cosméticos,
farmacéuticas, na producdo de detergentes e de biodiesel (HASAN; SHAH; HAMEED,
2006; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012; RODRIGUES, 2015).

As enzimas de origem microbiana apresentam vantagens em relacdo as de origem
animal e vegetal, como, maior variedade de atividades cataliticas, altos rendimentos, a facil
manipulacdo genética dos organismos produtores, maior regularidade na sua producéo,
seguranca e pureza (HASAN et al., 2006; GEOFFRY; ACHUR, 2018). Os micro-organismos
extremo-tolerantes, em decorréncia as adaptac6es morfo-fisiolégicas, tendem a produzir
novas moléculas ou moléculas modificadas (WILSON; BRIMBLE, 2009). Varios fungos vém
sendo relatados como produtores de lipases, destacando-se os dos géneros Aspergillus,
Candida, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizopus (SHARMA; CHISTI; BANERJEE 2001,
GOPINATH et al., 2004; COLEN, 2006; ROVEDA et al., 2010; FERRAREZI, 2011; SINGH,;
MUKHOPADHYAY, 2012; REINEHR et al., 2014; DUARTE, 2014; RODRIGUES, 2015;
DAS et al., 2016; CANSECO-PEREZ et al., 2018).

A larga utilizacdo das lipases em meio industrial esta relacionada a diminuicdo dos

custos de producao. A selecao de novos microrganismos produtores e a utilizagcao de meios
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de cultivo de baixo custo séo vistas como excelentes alternativas para a diminuicdo de
gastos destes processos (REINEHR et al., 2014). Nesta perspectiva, o 6leo de Pequi €
considerado um substrato de facil obtencdo. O pequi é o fruto mais consumido,
comercializado e estudado na regido do Cerrado do Brasil, e também bastante utilizado em
alguns estados do Nordeste, como Ceard (SOMCHINDA et al., 2018) e a explora¢édo do
Pequizeiro (Caryocar brasiliens) é considerada sustentavel. O 6leo da polpa do Pequi pode
ser obtido de forma extrativista, € rico em &cidos graxos insaturados e possui uma coloragao
amarela (OLIVEIRA; SCARLOT, 2010).

1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi e avaliar seu potencial de producéo de lipases de
fungos isolados do podlen, mel e superficie do ninho no interior das colmeias das abelhas
sem ferrdo Melipona scutellaris da Mata Atlantica no municipio de Paulista, Pernambuco,

Brasil, utilizando Oleo da polpa de Pequi (C. brasiliense) como substrato.

1.1.2 Objetivos especificos

e |Isolar e identificar fungos filamentosos e leveduras em amostras de poélen, mel e
superficie das colmeias de M. scutellaris;

e Determinar a composicdo da micobiota de substratos de abelhas sem ferrdo em
areas de Floresta Atlantica em Pernambuco;

e Enriquecer as bases de dados genéticos de fungos isolados em ambiente de
Floresta Atlantica por meio do sequenciamento e depdsito das sequéncias no
National Center for Biotechnology Information (NCBI);

e Selecionar e indicar fungos que apresentam bom potencial de atividade lipolitica para

uso biotecnoldgico.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 ABELHAS NATIVAS DA MATA ATLANTICA BRASILEIRA

As abelhas estao difundidas nos mais diversos ecossistemas, elas desempenham
um importante servigo de polinizagdo. As abelhas podem ser insetos sociais ou solitarios,
entre as verdadeiramente sociais encontramos as abelhas meliferas, as mamangavas e as
abelhas sem ferrdo. As abelhas sem ferrdo recebem esse nome, por apresentarem um
atrofiamento de seu ferrdo (BALLIVIAN et al., 2008). Constituem um grupo formado por
mais de 300 espécies descritas e sdo classificadas na subfamilia Meliponinae e distribuidas
na tribo Meliponini (Tabela 1) (MICHENER, 2007; MARTINS et al., 2015). O Brasil possui a
maior diversidade de Meliponini, sendo registradas em torno de 240 espécies (HRNCIR et
al., 2017; MEIRELES, 2018). Sua distribuicdo geografica € observada nas regides tropicais
e subtropicais, com abrangéncia do Rio Grande do Sul ao Centro do México, e na Africa,
india, Maléasia, Indonésia e Australia (KERR et al., 1996; MICHENER, 2007).

Tabela 1 - Classificagdo das Abelhas da Tribo Meliponini

Nivel taxondmico Nome
Classe Insecta
Ordem Hymenoptera
Superfamilia Apoidea
Familia Apidae
Subfamilia Apinae
Tribo Meliponini

Fonte: VILLA-BOAS, 2012.

A palavra Meliponini € originaria de duas palavras do latim, mellis e ponere, que
significam: mellis = mel e ponere = pér ou colocar; ou seja, sdo abelhas que pdem o mel
em suas colmeias (HRNCIR et al., 2017). Essas abelhas permanecem na mesma colénia
por bastante tempo, e suas col6énias sdo compostas, normalmente, por uma Unica rainha,
as abelhas operarias e as abelhas macho. No ambiente natural, as abelhas sem ferréo
constroem seus ninhos em cavidades ja existentes como, troncos 0cos ou hinhos de cupins
e formigas abandonados (PEDRO; CAMARGO, 1999; SILVEIRA et al., 2002).
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Os meliponineos possuem um habito de nidificagéo, e seus ninhos séo construidos
pelos materiais coletados pelas abelhas operarias como resina, barro e argila. A resina &
importante na nidificacdo, pelo fato de se misturar com a cera formando o cerume que
compde toda a colmeia (BALLIVIAN et al., 2008; SILVEIRA; PAZ, 2012). O ninho &
composto pelos favos de cria, os potes de mel, potes de pélen, depésitos de cera e resina,
batume, invélucro, tubo de entrada e lixeira (Figura 1) (VENTURIERI, 2008). Dentro do
ninho, as células da cria podem ser agrupadas em favos horizontais, em cachos, ou até em
espiral (VENTURIERI, 2008).

Figura 1 - Esquematiza¢éo dos ninhos das Meliponinis em ambiente natural
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Fonte: VENTURIERI, 2008

A entrada dos ninhos das meliponineas acontece através de um ducto entre o orificio
de entrada e a cavidade no ninho, a estrutura é constituida uma juncéo de barro ou argila
com as resinas coletadas pelas abelhas operarias, comumente, possui formato de vulcéo
(Figura 2). Este tubo permite a entrada e saida de umas abelhas por vez da colmeia e, na
maioria das vezes é controlada por uma abelha operaria. Este controle é fundamental na

defesa do ninho contra possiveis invasores (VENTURIERI, 2008).
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As abelhas sem ferrdo séo insetos com altissimo grau de evolucéo social, vivendo
em colbnias permanentes e dividindo suas fungbes por entre as castas da sociedade
(BALLIVIAN et al., 2008). A rainha desempenha o papel de reproducéo e perpetuacdo da
espécie, as operarias ficam responsaveis pela constru¢do e manuten¢ao do ninho, atuando
na defesa da ninhada e coleta de alimentos, enquanto que, os machos nao possuem funcgéo
bem definida no ninho, em suma, eles aguardam a maturacdo sexual e vdo em busca das
abelhas princesas (HRNCIR, et al., 2017). A rainha também realiza ac6es para manter a
coesdo da colbnia, através de alguns rituais juntos as operarias e pela liberacdo de
feroménio (CAMARA et al., 2004). As larvas sdo alimentadas pelas abelhas operarias, que
depositam os alimentos nas células da cria. Quando as larvas eclodem, a manutencéo é
realizada pelas operarias que utilizam o cerume para fechar as células (CAMARA et al.,
2004).

Figura 2 - Entrada dos ninhos de abelhas da Tribo Meliponini. Entrada do ninho Melipona scutellaris

Fonte: Préprio autor.

A domesticacdo dessas abelhas é facilitada devido a falta de ferrdo. As meliponinis
podem ser criadas em caixas racionais e facilmente multiplicadas sem danos ao meio

ambiente (MEIRELES, 2018). A pratica de domesticacdo das abelhas sem ferrdo pelo
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meétodo de criagdo em caixas racionais € fundamental para conservagéo e importante para

exploracdo comercial que € denominada de meliponicultura (BARBOSA et al., 2018).

As espécies de Melipona sdo bastante dependentes de oco de &rvores vivas para
construcdo de seus ninhos, por conta disto, sdo raros ou ausentes 0s registros sem areas
urbanizadas ou dominadas pelas agricultura e pecuéaria (PEDRO; CAMARGO, 1999). As
abelhas sem ferrdo brasileiras se encontram ameacadas de extin¢do, Kerr et al. (2005)
elencaram os sete principais fatores que podem estar atrelados a reducdo populacional
dessas abelhas, como desmatamentos, queimadas, acdo dos meleiros e serralheiros,

isolamento de colmeias, uso de inseticidas.

Outro fator que pode estar relacionado ao declinio dessas abelhas, foi a introducao
de Apis melifera, que ocorreu ainda no periodo colonial (LOPES et. al., 2005; BALLIVIAN
et al., 2008). Atualmente, A. melifera é a abelha mais utilizada para producdo de mel no
mundo. Em relacdo as abelhas nativas sem ferrdo, a Apis tem uma maior produtividade de
mel e assim muitos produtores perdem o interesse na meliponicultura, em especial no Sul

e Sudeste do pais.

Entretanto, no Norte e Nordeste do Brasil a meliponicultura € bastante praticada
pelas comunidades tradicionais e camponesas (LOPES et. al., 2005). Segundo, Venturieri
(2008), na Amazobnia, por exemplo, a pratica da meliponicultura tem sido considerada uma
excelente alternativa para geracao de renda para o povo nativo, pois se configura como uso
sustentavel dos recursos naturais sem necessidade de remocao da cobertura vegetal nativa

e auxilia na perpetuacao e conservacao das espécies de meliponineos.
2.1.1 Melipona scutellaris Latreille, 1811

Entre os géneros das abelhas sem ferrdo, Melipona é o que apresenta maior nimero
de espécies (SILVEIRA et al., 2002). Desde o periodo pré-Cabral que as meliponinis sédo
domesticadas por diversas tribos indigenas, por isto também sdo chamadas como abelhas
indigenas sem ferrdo. No Nordeste brasileiro, duas espécies se destacam na domesticacao
por tribos de indios: M. compressipes (Tiuba) pelos Timbira, Tupinamba, Guajajara,
Tremembé, Guaja, Urubu, Gavido; e M. scutellaris (Urucu) que foi domesticada
principalmente pelas tribos: Potiguara, Kiriri, Xucuru, Pataxo, Paiaku, Tupirucuba, Caete,
Aymore (KERR, et al., 1996, ALVES et al., 2011).
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Melipona scutellaris (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) € uma abelha nativa da mata
atlantica do Nordeste brasileiro (Tabela 2), seu nome popular é urugu verdadeira, do tupi
"eiru'su“ que significa "abelha grande” (WEBBEE, 2014). Sua criacdo é destaque em alguns
estados do Nordeste, especialmente Pernambuco e Bahia (CARVALHO; ZANELLA, 2017).

Tabela 2 - Espécies de Abelhas da Tribo Meliponini nativas da Mata Atlantica brasileira

Espécie

Nome popular

Distribuicao geografica

Frieseomelitta varia

Melipona bicolor bicolor

Melipona bicolor schencki

Melipona mondury

Melipona obscurior
Melipona quadrifasciata
anthidioides
Melipona quadrifasciata

quadrifasciata

Melipona scutellaris

Scaptotrigona bipunctata

Continua

Manuel-D’abreu

Guarupu, Pé-De-Pau

Eira-Aviyq,
EirG,Guarupu, Guaraipo,
Pé-De-Pau, Guaraipo-
Negra e Guaraipo-

Sulina

Tuiuva, Tujuva,

Tujuba,
Monduri, Mondiri

Manduri

Mandacaia

Mandacaia

Urucgu-do-Nordeste,

Urugu-Verdadeira

Tubuna, Enrola-

Cabelo, Canudo

BA, GO, MG, MT,
SP, TO

BA, ES, MG, RJ, SP

PR, RJ, RS, SC, SP

BA, ES, MG, PR, RJ, RS,

SC, SP

MT, PR, RS, SC, SP

AL, BA, ES, GO, MS,

MG, PB, PE, RJ, SE, SP

MS, MG, PR, RJ, RS,

SC, SP

AL, BA, CE, PB, PE,

RN, SE

AC, CE, MA, MG, PA,

PR, RJ, RS, SC
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Tabela 2 conclusao

Espécie Nome popular Distribuicao geografica

Tombuna, Canudo,
Scaptotrigona aff. depilis MS, MG, PR, RS, SP
Mandaguari, Tubiba

Trompeta,
Mandaguari- BA, ES, MG, PR, RJ,
Scaptotrigona xanthotricha
Amarela, SC, SP
Tujumirim

Voré, vamos- AC, AM, AP, BA, ES,

Tetragona clavipes
embora, GO, MA, MG, MS, MT,

bora PR, PA, PI, RJ, RS, SC, SP
AM, AP, BA, CE, ES,
GO, MA, MG, MS, MT,
Tetragonisca angustula Jatai

PR, PB, PA, PE, RJ, RR,

RS, SC, SP

Fonte: VENTURIERI et al., 2012

M. scutellaris se diferencia das outras espécies do género pelo grande tamanho de
Seu corpo, por possuir coloracdo escura em sua face, apresentar linhas brancas nos bordos
de sua placa de quitina na parte dorsal, e por apresentar coloracdo de ferruginea para
amarelada em seus pelos do térax (Figura 3) (CARVALHO; ZANELLA, 2017). M. scutellaris
possui enorme importancia para o meio ambiente, sendo responsavel, por polinizar em
torno de 30 % a 90 % da polinizacéo da flora nativa da mata atlantica do Nordeste brasileiro
(SILVEIRA et al., 2002; BALLIVIAN et al., 2008; SANTOS, 2010). No Nordeste, M.
scutellaris além da importancia para o meio ambiente, tem na producdo de mel impactos
sociais positivos, (SILVEIRA et. al., 2002; SILVA; PAZ, 2012; BARBOSA et al., 2018).
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Figura 3 - Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Hymenoptera: Apidae: Meliponini). A: Abelha operéria; B:

Abelha macho

Fonte: CARVALHO; ZANELLA, 2017

M. scutellaris quando comparada a outras Meliponas, se destaca pela alta
guantidade de individuos no ninho, baixa agressividade, higiene e seletividade de coleta,
fazendo que o seu mel seja de excelente qualidade (CAMPOS et al., 2011). O mel da Urugu
€ uma iguaria valiosa para a regiao nordeste, tendo inimeras finalidades, em especial para
fins terapéuticos (WEBBEE, 2014). A producdo média de mel por essas abelhas pode
alcancar volumes de até 5 até 8 litros por colmeia durante um ano (DRUMOND, 2010) e

pode alcancar valores médios de mercado entre R$ 60,00 e R$ 300,00.

2.2 MEL DAS ABELHAS SEM FERRAO

O mel é um produto alimenticio liquido e viscoso, produzido pelas abelhas, tendo o
néctar das flores como sua principal matéria prima, combinados com substancias
especificas préprias das abelhas, sendo armazenado até madurar nos potes do ninho
(BRASIL, 2000). O mel foi um dos primeiros alimentos utilizados pelas sociedades humanas
como fonte de acucar (SOUZA et al., 2006). Em periodos antes de Cristo, 0s egipcios ja
praticavam a apicultura (BALLIVIAN et al., 2008). Na América Latina, os maias da regi&o
de Yucatan, tinham o costume de domesticar abelha sem ferrdo para o consumo de seu
mel, principalmente as espécies Melipona beecheii e Scaptotrigona spp. (VENTURIERI et
al., 2012). O uso do mel e do polen das abelhas nativas sem ferrdo nos periodos pré-
hispanicos e pré-Cabral, tinham papel significativo na dieta das comunidades indigenas
americanas (BALLIVIAN et al., 2008).
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No Brasil, antes do século XX, o mel e a cera que eram utilizados na alimentacao
pelo povo indigena, e os colonizadores na confeccdo de velas pelos padres jesuitas, tinham
origem das abelhas sem ferrdo (BALLIVIAN et al., 2008). Além disto, 0 mel das abelhas
sem ferrdo era bastante utilizado rituais religiosos, como homenagens a deuses e
embalsamento de defuntos (CAMARGO, 2012). Até 1838 no Brasil, as abelhas sem-ferrdo
eram as unicas produtoras de mel empregadas, até a introducéo da A. melifera no Brasil.
Esta introducdo, essencialmente, foi para extracdo de cera para producdo de velas dos
jesuitas, pois, segundo os jesuitas, o cerume das abelhas sem ferrdo apresentava baixa
gualidade (KERR et al., 2005).

O mel das abelhas sem ferrdo é considerado um produto especial, organico e raro,
gue possui um aroma e sabor unico. Diferente das abelhas europeias, o mel das abelhas
nativas € um pouco mais liquido e pode fermentar com certa facilidade e deve ser
armazenado em local refrigerado (VENTURIERI, 2008). O carater fisico-quimico, o mel das
abelhas sem ferrdo é definido, em geral, por valores Brix (°Brix), atividade de agua,
concentracdo de acucar, pH e acidez. Estudos quantificaram as caracteristicas fisico-
guimicas do mel das abelhas sem ferrdo (SOUZA et al., 2004; SOUZA et al., 2009; SOUZA
et al. 2009 (a); ALVES et al., 2011; CAMPOS et al., 2011; CHAVES et al., 2012; SPATH,
2013; JIMENEZ et al., 2016).

O mel das abelhas sem ferréo € caracterizado fisico-quimicamente por pH baixo, alta
acidez, alta concentracdo de acgUcar e baixa atividade de agua. Alguns fatores fisicos e
guimicos, como a acidez e pH, atrelado a outras moléculas presente no mel, atribuem a ele
uma atividade antimicrobiana (SOUZA, 2008). O pH e a acidez sdo considerados
importantes fatores antimicrobianos, criando uma barreira, principalmente, contra as
bactérias, que tem preferéncia de meios alcalinos e/ou neutros para seu desenvolvimento
(CONTI, 2000).

O mel é utilizado para fins terapéuticos por diversas civilizagbes humanas, seus
efeitos positivos tém sido confirmados por séculos de observacdes, tornando-se um dos
principais agentes terapéuticos da medicina tradicional (SZWEDA, 2017). Os antigos povos
Assirios, Chineses, gregos e romanos empregavam mel para feridas e doencas do intestino
(AL-JABRI, 2005). No antigo Egito, era bastante comum prescri¢cdes medicas baseadas no

uso de substancias comuns como o mel (MADALENO, 2015). No mundo islamico, o mel é
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considerado uma bebida terapéutica, tendo registros de 1000 anos atras de seu uso no
combate de diarreia e tuberculose (ETERAF-OSKOUEI; NAJAFI, 2013).

Atualmente no Brasil, € bastante frequente encontrar xaropes fabricados
caseiramente, utilizando o mel como matéria prima basica (MADALENO, 2015). Os estudos
de Costa Neto e Pacheco (2005) e Almeida e Albuquerque (2002) observaram que
populacdes de algumas de cidades do Nordeste do Brasil utilizavam o consumo do mel de
M. scutellaris diretamente no tratamento de doencas ligadas ao sistema respiratorio, como

gripes, bronquite, tosse, asma, e também e em problemas intestinais.

Na composicdo do mel podemos encontrar varias moléculas, incluindo frutose e
glicose, &gua, cinza, proteinas e aminoacidos, e tragos de enzimas, vitaminas e substancias
como os compostos fendlicos (RAO et al., 2016). Certas substancias especificas podem ser
encontradas no mel, como alguns tipos de acidos, entre eles: fendlicos, cafeico, elagico,
ferulico e p-cumarico; certos flavonoides, como apigenina, crisina, galangina, hesperetina,
kaempferol, pinocembrina e quercetina; e substancias antioxidantes, a exemplos de
tocoferais, acido ascoérbico, superoxido dismutase, catalase e glutationa reduzida (RAO et
al., 2016). Esta composicéo € influenciada por diversos fatores como a composi¢cdo do
néctar, condicbes climaticas, manejo do produtor e espécie de abelha que o produz
(CARVALHO et al., 2005; RAO et al., 2016).

As substancias que compdem o mel, atrelam a ele propriedades terapéuticas,
destacam-se propriedades antimicrobianas, antifiUngicas, antioxidantes, antiviral,
antiparasitaria e cicatrizantes (SUBRAHMANYAM, 1993; AL-MAMARY et al., 2002;
TOPHAM, 2002; AL-WAILI, 2004; ALNAQDY, et al., 2005; JIMENEZ et al., 2016; SHEHU
et al., 2016; PEREIRA, 2018).

Em relacdo ao mel das abelhas sem ferrdo, alguns estudos tém testado suas
propriedades terapéuticas. O mel de M. subnitida tem sido utilizado para acelerar o
processo de cicatrizacdo em pele de ratos. A aceleracdo do processo cicatricial se deu por
conta a atividade antibacteriana do mel que combateu diretamente bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas que estavam causando o processo infeccioso (ALVES et al.,
2008). O mel de abelhas do género Melipona tem eficicia na atividade antifungica e
antimicrobiana (PIMENTEL et al., 2013; CRUZ et al., 2014; PEREIRA, 2018; também
compararam a atividade antimicrobiana e antifungica e o mel de Scaptotrigona mexicana

apresenta atividade antioxidante (JIMENEZ et al., 2016). Todos esses estudos confirmaram
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algumas de suas propriedades terapéuticas, justificando utilizagcdo do mel na medicina

popular ao longo dos séculos.

2.3POLEN DOS NINHOS DAS ABELHAS SEM FERRAO

O pdlen é um produto fonte de proteinas, lipidios e sais minerais (CORONEL et al.,
2004). As abelhas se alimentam quase que exclusivamente de pélen e néctar, para isso,
precisam visitar bastantes flores por dia para suprir suas necessidades individuais e da
colmeia. As abelhas operarias realizam a coleta de polen e néctar dentro de flores, com
auxilio da corbicula (BALLIVIAN et al., 2008).

A corbicula € uma modificacéo do terceiro par de patas, ela é usada para recolher e
transportar o polen até a colmeia.  As abelhas sociais tendem a armazenar alimento,
principalmente nos periodos mais frio (FREITAS; SILVA, 2015). O polen armazenado
juntamente com o néctar e secrec¢des das glandulas hipofaringeas, que contém enzimas -
glicosidases, sdo transformadas em alimento e distribuidas para larvas em crescimento e
outros membros da colmeia (CARPES et al., 2009; ANDERSON et al., 2014).

No Brasil, os indios utilizam o pdlen das abelhas sem ferrdo no incremento de sua
alimentacdo (BALLIVIAN et al., 2008). Comunidades tradicionais da Amazonia utilizam o
polen das abelhas sem ferrdo também como alimento e no combate de algumas
enfermidades (SOUZA et al., 2004). Estudos tém procurado caracterizar fisico-
guimicamente o polen das abelhas sem ferrdo do Brasil. Souza et al. em 2004, analisaram
amostras de poélen de Melipona seminigra merrillae, M. compressipes manaosensis, M.
rufiventris paraenses e verificaram as amostras tinham um valor de concentracdo de acucar
acima de 30 %, um teor de proteina acima dos 15 % e baixo teor de lipidios apresentando
valor médio de 4 %. Barbara et al. (2018) verificaram que o polen de ninhos de M. subnitida,
M. sclutellaris, M. mandacaia, Scaptotrigona sp., F. varia apresentou uma alta concentracao

de acucar, de flavonoides e alta acidez.

Alguns metabolitos secundarios de plantas como flavonoides podem ser
encontrados em poélen de abelhas sem ferrdo, o que retifica sua utilizacdo para fins
terapéuticos (LINS et al., 2003; SILVA et al., 2009). Mas ainda séo escassos estudos que
acerca das propriedades terapéuticas de polen dos ninhos das abelhas sem ferrdo. O pdlen
também é considerado uma fonte primaria para a composi¢cédo microbiana nas colmeias das
abelhas (OLAITAN et al., 2007).



26

2.4FUNGOS E AS ABELHAS SEM FERRAO

Os fungos séo organismos cosmopolitas que podem ser isolados nos mais diversos
substratos, inclusive nos produtos das abelhas, como mel e pdlen. Devido a seu aparato
fisiolégico, os fungos filamentosos e leveduras conseguem se submeter a altas pressdes
osmoticas, e podem se desenvolver em substratos com altas concentracdes de aclcares,
como exemplo o mel (SOUZA, 2008).

No mel, os organismos tolerantes a alta concentracdo de acgucar (osmofilicos)
conseguem se multiplicar e realizar a fermentacdo quando ha um aumento da umidade
(CARVALHO et al., 2005). Os fungos presentes no mel e no pélen tendem a permanecer
em laténcia ou de néo se desenvolver, por causa das caracteristicas fisico-quimicas desses
substratos (SILVA et al., 2017).

Comumente leveduras séo isoladas dos favos de mel, esses fungos podem ter
origem nas proprias abelhas, matérias-primas (néctar) ou de fontes externas (WHITE
JUNIOR, 1978; OLAITAN et al., 2007). Existe um déficit de informagdes sobre a microbiota
relacionada as abelhas da Tribo Meliponini (SILVA et al., 2017) e apenas alguns estudos
relatam a presenca de fungos relacionados as abelhas sem ferrdo (OLIVEIRA; MORATO,
2000; ELTZ et al., 2002; ROSA et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2003; FERRAZ, et al., 2008;
SOUZA et al., 2009; GOIS et al., 2010; DANIEL et al., 2013; BARBOSA et al., 2016,
BARBOSA etal., 2017; TIAGO, 2017; BARBOSA et al., 2018; PALUDO et al., 2018, SOUZA
et al., 2018).

No geral, os fungos associados a abelhas e ninhos sdo organismos saprobios, no
entanto, podemos encontrar fungos desenvolvendo interacdes ecoldgicas harménicas, e
estabelecendo relacbes de mutualismo com as abelhas (MENEZES et al., 2015). Os
estudos dessas interacfes ainda sao bastante raros (OLIVEIRA; MORATO, 2000). Eltz et
al. (2002) relataram que abelhas Tetragonula collina estavam recolhendo esporos de
Rhizopus sp. no lugar do pdlen. Oliveira; Morato (2000) observaram que espécies de
Trigona estavam se alimentando de uma massa mucilaginosa de esporos de cogumelos
dos géneros Dictyophora e Phallus substituindo o pdélen. Em outros estudos foram
observados comportamento semelhante das abelhas (ROUBIK, 1989; BURR et al., 1996).
A pesquisa de Paludo et al. (2018), elucidou o papel das leveduras do género

Zygosaccharomyces no desenvolvimento para o estagio larval de abelhas da espécie
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Scaptotrigona depilis, verificando que este fungo produz moléculas percussoras para a

sintese de esteroides.

Poucos estudos abordaram a micodiversidade das abelhas sem ferrdo no Brasil
(ROSAetal., 2003; TEIXEIRA et al., 2003; FERRAZ, et al., 2008; GOIS et al., 2010; DANIEL
et al., 2013; BARBOSA et al., 2016; BARBOSA et al., 2017; TIAGO, 2017; BARBOSA et
al., 2018; SOUZA et al., 2018). Rosa et al. (2003) determinaram a diversidade de espécies
de leveduras isoladas de substratos de T. angustula, M. quadrifasciata, Frieseomelitta varia.
Teixeira et al. (2003) reportaram uma espécie nova de levedura, Starmerella meliponinorum
associada a substratos de T. angustula, M. quadrifasciata e M. rufiventris. Daniel et al.
(2013), também reporta uma espécie nova de Starmerella, associada a M. quinquefasciata.
Em 2016, Barbosa et al. estimaram a diversidade de leveduras em mel de M. mandacaia,
M. asilvai, Patarmona sp. e Scaptotrigona sp., relatando a presenca de leveduras
pertencentes aos géneros Candida, Debaryomyces, Dekkera, Kloeckera e Pichia. Em outro
estudo, Ferraz et al. (2008), identificaram fungos filamentosos pertencentes aos géneros
Aspergillus, Penicillium, Curvularia, Monilia, Nigrospora, Tricoderma isolados no corpo das

abelhas M. subnitida.

Em relacdo a M. Scutellaris, Gois et al. (2010) relataram a presenca de Aspergillus
sp., Penicillium sp. e leveduras em amostras de mel. Barbosa et al. (2017) registraram a
presenca de cinco espécies de Monascus em mel, polen e superficie da colmeia de M.
scutellaris, e relataram trés espécies novas para a ciéncia; Barbosa et al. (2018)
evidenciaram diversidade de espécies de Penicillium e Talaromyces, reportando a presenca

de 27 espécies sendo sete novas para a ciéncia.

2.5ENZIMAS HIDROLITICAS: LIPASE

Nos sistemas biolégicos, as enzimas sdo responsaveis por catalisar as reacdes
guimicas. Atuam em solucfes aquosas, diminuindo a energia de ativacédo e acelerando as
reacdes, sob condi¢des especificas de substrato, temperatura e pH (NELSON; COX, 2014).
Sao classificadas segundo a Unido Internacional de Bioquimica (IUB) em funcédo das
reacdes que catalisam e divididas em seis classes: oxirredutases, transferases, hidrolases,
liases, isomerases e ligases (Tabela 3) (SANCHEZ; DEMAIN, 2017).
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Tabela 3 - Classificagcdo das enzimas de acordo com a Unido internacional de Bioquimica (IUB)

Classe Nome da ) . .
Tipo de reacéo catalisada
n° classe
1 Oxirredutases Transferéncia de elétrons (ions hidrico ou atomos de H)
2 Transferases Reac0Oes de transferéncia de grupos
) Reacdes de hidrdlise (transferéncia de grupos funcionais para a
3 Hidrolases .
agua).
Clivagem de C-C, C-0, C-N ou outras liga¢fes por eliminacéo,
4 Liases rompimento de ligacdes duplas ou anéis, ou adicdo de grupos a ligacdes
duplas.
Transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula produzindo
5 Isomerases ) .
formas isoméricas
] Formacdao de ligagBes C-C, C-S, C-0 e C-N por reacdes de
6 Ligases

condensacéo acopladas a hidrélise de ATP ou cofatores similares

Fonte: NELSON; COX (2014).

As lipases (triacilglicerol-acil hidrolase, EC 3.1.1.3) sdo enzimas hidrossoluveis que
catalisam a reacdo de hidrélise da ligacdo éster do triacilglicerol de cadeia longa na
interface Oleo-agua liberando acidos graxos livres, diacilglicerdis, monoacilglicerdis e
glicerol (Figura 4) (MESSIAS et al., 2011; COLLA et al., 2012; BINDIYA; RAMANA, 2013;
HERMES et al., 2013; MEHTA et al., 2017; PATEL et al., 2018). As lipases sdo ubiquas em
plantas, animais e micro-organismos (GEOFFRY; ACHUR, 2018), nos eucariotos tém
funcdo importante em varios estagios do metabolismo lipidico, incluindo digestdo de

gordura, absorcéo, reconstituicdo e metabolismo das lipoproteinas (SHARMA et al., 2001).

Figura 4 - Reacdo de hidrolise catalisada pelas Lipases
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Triacilglicerol Glicerol Acidos

Fonte: JAEGER; REETZ, 1998.
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Varias enzimas hidroliticas sdo bastante utilizadas em processos industriais, estima-
se que de todo comercio enzimatico, 75 % das enzimas vendidas sdo de hidrolases
(SAVITHA et al., 2010). O uso da biocatalise nas industrias tem sido bastante eficiente no
desenvolvimento de processos tecnoldgicos (RODRIGUES et al., 2015), no entanto, a alta
demanda por estas enzimas e o alto custo de producdo € um grande obsticulo para

producéo das mesmas em grande escala (DAS et al., 2016).

Das mais de 4000 enzimas conhecidas, em torno de 200 s&o utilizadas
comercialmente para uso industrial, e a maioria é de origem microbiana. Aproximadamente
75 % de todas as enzimas industrializadas sao hidrolases, e destas, cerca de 90 % séao
produzidas por micro-organismos através de processos fermentativos (MESSIAS et al.,
2011).

2.5.1 Lipases de origem microbiana

Entre as mais diversas enzimas microbianas, as lipases ganham uma atencao
especial no mercado industrial. O alto rendimento, facilidade de manipulagdo genética e
rapido crescimento dos micro-organismos, facilidade de otimizacdo da producéo, baixo
custo e facil rastreio das enzimas mais adequadas a determinados propdsitos, impulsiona
a bioprospeccao das enzimas microbianas (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; SANCHEZ;
DEMAIN, 2017; GEOFFRY; ACHUR, 2018).

As lipases microbianas apresentam as vantagens de permanecerem ativas e
estaveis em ambientes de temperaturas extremas, grandes variacdes de pH, em solventes
organicos, e por apresentar quimio-seletividade, regio-seletividade e enantio-seletividade,
guando comparadas as de origem animal e vegetal. As lipases microbianas podem ainda
catalisar uma variedade de reacdes quimicas, sdo ativadas quando absorvidas em uma
interface Oleo-agua e quando estdo imersas em solventes organicos, catalisam reacdes
além da hidrolise do triacilglicerol, como a esterificacdo, interesterificacdo, aciddlise,
alcodlise e amindlise (Figura 5) (MEHTA et al. 2017; SANCHEZ; DEMAIN, 2017; PATEL et
al., 2018).
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Figura 5 - Reacdes catalisadas pelas lipases em solvente organico de interesse industrial
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Fonte: FERRAREZI, 2011.

A bioprospeccao enzimatica de origem fungica € considerada uma opc¢ao mais
rentavel em comparacdo com a bacteriana. Os fungos produzem enzimas extracelulares
com alto teor de pureza e em altas concentracdes, o que facilita o isolamento e imobilizacéao
(SANCHEZ; DEMAIN, 2017). Alguns isolados fungicos tém sido relatados como bons
produtores de lipases. Entre os filamentosos os generos Acremonium, Aspergillus,
Alternaria, Beauveria, Colletotrichum, Geotrichum, Humicola, Meterhizium, Mucor,
Penicillium, Rhizopus, Rhizomucor, Talaromyces, Trichoderma e entre as leveduras, 0s
géneros Candida, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Trichosporon, Williopsis, Yarrowia
(SHAMA et al.,, 2001; TREICHEL et al.,, 2010; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012;
GEOFFRY; ACHUR, 2018).

O crescimento fungico em meio de cultura é influenciado por vérios fatores como,
temperatura, pH, composicdo do meio (fontes de nitrogénio e fontes de carbono), tempos
de incubacédo. As condic¢des de cultivo do fungo como temperatura, pH, fontes de carbono
e nitrogénio, fontes minerais e fatores vitaminicos podem influenciar diretamente a
producédo enzimatica (SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012). A lipase microbiana € produzida
na presenca de um indutor que pode ser o préprio substrato ou o produto da sua hidrdlise,

gue ao ser adicionado no meio de cultivo estimula a produgcéo (ROVEDA et al., 2010).
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As lipases fungicas podem ser produzidas a partir da Fermentacao em Estado Sdlido
(FES) ou da Fermentacdo Submersa (FSm). FES é o processo de fermentacao a partir do
cultivo do micro-organismo a partir de um substrato solido (FARINAS et al., 2014). A FES
confere ao fungo maior produtividade em termos de maior concentracdo enzimatica, maior
estabilidade da enzima, e menor chance de contaminagdo com outros micro-organismos
(SINGHANIA et al., 2009), além de ter um baixo uso da dgua no bioprocesso. A FSm é um
bioprocesso de fermentacdo em meio liquido em que 0s nutrientes necessarios para o
desenvolvimento dos micro-organismos estardo suspensos ou diluidos no liquido
(FARINAS et al., 2014). A FSm € um processo mais caro e requer maior gasto de energia,
guando comparado a FES. Apesar de ser um processo mais caro, € a técnica preferida
para produgéo de enzimas em escala comercial, estima-se que em torno de 90 % das
enzimas comerciais sdo produzidas a partir da FSm (HOLKER et al., 2004). A FSm
apresenta algumas vantagens em relacdo a FES, tem maior controle e temperatura, pH,
agitacdo, regulacdo de nutrientes, facilitando o processo de otimizacdo da producéo,

imobilizacao e purificagéo das enzimas produzidas.

A baixa toxicidade, a baixa inibicdo do produto, alto rendimento em meio ndo aquoso,
baixo tempo de reacéo, resisténcia a temperatura, pH, alcool e reutilizabilidade da enzima
imobilizada, séo fatores que favorecem a utilizacdo das lipases em meio industrial. Estas
enzimas conseguem catalisar reacdes em diferentes faixas de pH entre 4 e 11, e
temperatura entre 10° C e 96° C, o que reduz a energia que seria necessario para direcionar
as reacOes (MEHTA et al., 2017). As lipases de origem microbiana sdo uma excelente
opcao nas reacdes sob elevadas temperaturas e segundo Hasan et al. (2006), existem
algumas vantagens em realizar bioprocessos sob temperaturas elevadas: aumento da
difusdo; maior solubilidade dos lipidios ou substratos organicos, maior solubilidade dos
reagentes; maior taxa de reacado; reacfes mais rapidas e menor risco de contaminagao

microbiana.

A versatilidade de catalisar reagbes faz com que a lipase possua aplicacdes
promissoras em diversos segmentos industriais como no processamento quimico organico,
nas formulacbes de detergentes, sintese de biossurfactantes, inddstria oleoquimica,
indastria lactea, industria agroquimica, fabricacdo de papel, nutricdo, cosméticos e
processamento farmacéutico (STOYTCHEVA et al., 2012; GEOFFRY; ACHUR, 2018). O

setor de fabricagdo de bebidas e alimentos, é principal comprador de enzimas microbianas,
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comercializa, por ano, em torno de US $ 1,2 bilhdo no mercado de enzimas (SANCHEZ;
DEMAIN, 2017).

Na industria de alimentos, as lipases sdo amplamente usadas para producdo de uma
variedade de produtos como sucos de frutas, alimentos, produtos farmacéuticos e laticinios.
As gorduras, 6leos e derivados sdo os principais alvos de lipases em tecnologia de
alimentos. As lipases podem atuar como emulsionantes em alimentos, produtos
farmacéuticos e cosméticos (SANCHEZ; DEMAIN, 2017). Na area de laticinios as lipases
tém um papel importante na producdo dos aromas que compde os derivados e quando ha
formacdo de acidos graxos livres junto a outras substancias, a producdo do aroma €
acelerada. As lipases atuam hidrolisando a gordura do leite e promovendo a producgao de
substancias volateis que dao os aromas caracteristicas em queijos e produtos similares
(COLLA et al., 2012). Em outra possibilidade de aplicacdo para a industria alimenticia,
utilizando para reducéo do teor de gordura saturada da manteiga de 0leo de palma sem
haver producéo de gordura trans (SHIN; AKOH; LEE, 2010).

Na industria téxtil, as lipases sao utilizadas para auxiliar a remocao de lipideos para
proporcionar ao tecido maior absorvéncia e melhorar a nivelagcdo no tingimento. Seu uso
também é importante para reduzir as estrias e rachaduras nos sistemas de abrasao de brim,
e também auxilia na producéo e modificacao do poliéster (HASAN et al., 2006). As lipases
também sdo aplicadas na industria farmacéutica, sendo utilizadas para producdo de
biossensores. Os biossensores, a partir da lipase, funcionam como um dispositivo para
deteccédo quantitativa dos triacilglicerois. Esses sensores sao de baixo custo e mais ageis
gue os meétodos analiticos padrbes (MEHTA et al., 2017). Diferentes lipases imobilizadas
em eletrodos do biossensores lipidicos, sdo utilizadas para determinar quantitativamente
triglicerideos e colesterol (IMAMURA et al., 1985; MASAHIKO et al., 1995; REJEB et al.,
2014) contribuindo para diagndstico clinico, e na detec¢cdo de um inseticida Diazinon em
meio aquoso (ZEHANI et al., 2014).

O principal mercado da lipase € a producédo de detergentes, a venda de lipases para
este setor € responsavel por uma parcela de 32 % do total da comercializacdo no mundo
(COLLA et al., 2012). Nos detergentes, as lipases catalisam a reacdo de hidrolise dos
lipidios, elas sé@o adicionadas em detergentes para roupas e para o lar. Para eficiéncia das
lipases nos detergentes precisam possuir baixa especificidade de substrato, para ter

capacidade de hidrolisar os mais diversos tipos de gorduras; devem suportar lavagens em
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pH alcalino e em temperatura de até 60° C; e possuir a capacidade de se manter estavel
com outros ingredientes importantes que compdem os detergentes, como os sulfonatos,
outras enzimas e benzenos (SHARMA et al., 2001). E estimado que cerca de 1000
toneladas de lipases sao utilizadas em aproximadamente 13 bilhdes de toneladas de
detergentes no mundo inteiro (MEHTA et al., 2017).

Na industria de biocombustiveis, a lipase tem destaque na producédo de biodiesel. O
biodiesel € um combustivel produzido a partir de 6leo vegetal sem produzir 6xido de enxofre
(HASAN et al., 2006). Com a possibilidade de substituicdo de combustiveis fésseis, o
biodiesel tem ganhando bastante importancia. Na producdo de biodiesel as lipases agem
na transesterificagcao de triacilglicerdis (COLLA et al., 2012).

Alguns estudos testaram e comprovaram o uso de lipases de micro-organismos na
producéo de biodiesel (NOUREDDINI et al., 2005; SOUZA et al., 2016). As lipases também
podem ser utilizadas para remover componentes hidrofébicos da madeira, como
triglicerideos e ceras (SANCHEZ; DEMAIN, 2017). A acéao das lipases na remocao de
residuos de papel, gera o aumento da taxa de polpacéo, melhora a brancura e intensidade,
e auxilia e prolonga a vida do equipamento. A aplicacéo das lipases na industria de papeis,
também reduz impacto ambiental, pelo processamento de grandes quantidades de celulose

e biomassa lignocelulésica (HASAN et al., 2006).

Esse constante crescimento do mercado enzimatico microbiano acelera o
desenvolvimento e implantacdo de novas tecnologias para a producdo enzimatica, como
uso da engenharia genética e acelera o surgimento de novos campos de aplicacdo (COLLA
et al., 2012). Apesar da grande importancia na industria, apenas de 2 % dos micro-
organismos conhecidos ja foram testados para produgédo enzimatica (HASAN et al., 2006).
As demandas industriais incentivam a bioprospec¢do de novas fontes de lipases com
diferentes caracteristicas cataliticas, em diferentes substratos, estimulando a selecdo de

novas linhagens de micro-organismos de interesse (TREICHEL et al., 2010).

2.6 PEQUI (Caryocar brasiliense)

O Género Caryocar € distribuido em 16 espécies, que sdo conhecidas por nomes
populares, como pequi, piqui, piquia e piquivinagreiro. Dentre essas, 14 ocorrem no Brasil,
e a Caryocar brasiliense Cambess que € conhecida como pequizeiro. A palavra pequi vem

do tupi (Pyqui que Py =casca e qui=espinho), o pequizeiro (Figura 6) é uma espécie tipica
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da regido do Cerrado, mas pode ser encontrada na Floresta Amazobnica, Caatinga e Mata
Atlantica. No nordeste do Brasil, € nativa e cultivada nos estados do Piaui, Ceara e
Maranhao (LIMA et al., 2007; VERA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2018).

Entre as espécies frutiferas do Cerrado brasileiro, C. brasiliense (Figura 6) possuli
enorme potencial para a exploragdo sustentavel. Suas frutas sdo excelentes fontes de
nutrientes, com propriedades sensoriais diferenciadas, como a cor, aroma e 0 sabor
(BEZERRA; BARROS; COELHO, 2017). O pequi é o fruto mais consumido, comercializado
e estudado do Cerrado, nos aspectos nutricional, ecolégico e econémico (SOMCHINDA et
al., 2018). O pequizeiro produz em meédia de 500 a 2.000 frutos, por safra, e seu fruto possui
alto teor de 6leo tanto na améndoa e quanto na polpa (SEBRAE, 2016).

A Polpa do pequi tem o dobro de vitamina C que a laranja, além disso é importante
fonte de vitamina A (OLIVEIRA; SCARLOT, 2010). A polpa do fruto de pequi apresenta uma
composi¢cdo media de lipideos acima de 30% e desses lipideos sdo compostos por acidos
graxos insaturados. Na polpa também é possivel encontrar em concentracfes acima de
20% os acidos oleico e palmitico (LIMA et al., 2007).

Figura 6 - Pequi, fruto do Caryocar brasiliense

Fonte: OLIVEIRA; SCARLOT, 2010

O Oleo extraido das améndoas se caracteriza por ser um 6leo rico em proteinas, tem
cor clara cheiro suave bastante peculiar, e é de dificil extracdo. E considerado um 6leo

nobre e de excelente qualidade, seu valor de mercado pode chegar até R$ 60,00/litro. Para
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a producao de 1 litro de do 6leo das améndoas é necesséario em torno de 2Kg de améndoas.

O dleo da polpa do pequi tem coloracdo amarela, e é rico em acidos graxos insaturados.

A extracdo do Oleo acontece na prépria residéncia dos extrativistas e € mais
facilmente encontrado no comercio. Em periodo de colheita, por dia, os agroextrativistas
conseguem coletar até 60 kg de carocos de pequi. Sdo necessarios em torno de 10 kg de
pequi para produzir 1 litro de 6leo da polpa. Cada coleta pode render cerca de 6 litros de
6leo da polpa. Os 6leos da polpa sdo comercializados em feiras livres e 0 custo médio do
litro de 6leo é de cerca R$ 7,00. Este 6leo tem uso potencial para producdo de
biocombustiveis e lubrificantes para automoveis e geradores de energia elétrica
(OLIVEIRA; SCARLOT, 2010). O éleo da polpa de Pequi é de facil acesso e obtencéo, e

tem um excelente potencial para teste como substrato para producéo de lipases fungicas.

Tabela 4 - Comparacéo da composicéo dos Acidos graxos de diferentes 6leos em relagéo ao 6leo de pequi,

a cada 100 gramas de parte comestivel

Numero do Descricéo dos Acidos Graxos Acidos Graxos Acidos Graxos
alimento alimentos saturados insaturados polissaturados
259 Azeite, de dendé 43,1 40,1 16,6

Azeite, de oliva,
260 ) 14,9 75,5 9,5
extra virgem

267 Oleo, de babacu 50,9 18,6 30,2
268 Oleo, de canola 7,9 62,6 28,4
269 Oleo, de girassol 10,8 25,4 62,6
270 Oleo, de milho 15,2 33,4 50,9
271 Oleo, de pequi 39,9 55,8 4,2
272 Oleo, de soja 15,2 23,3 60,0

Fonte: Tabela brasileira de composi¢do de alimentos (2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1COLETA E ISOLAMENTO DOS FUNGOS

A coleta foi realizada em colmeias criadas em caixas racionais de M. scutellaris em
fragmento de Mata Atlantica (7°55'49.8"S e 34°56'37.0"W) localizado na cidade de Paulista,
Pernambuco, Brasil entre os meses de novembro 2017 e abril de 2018. Foram realizadas
quatro coletas (Figura 7) totalizando 36 amostras compostas do mel, de pdlen e da
superficie da colmeia armazenadas em tubos tipo Falcon esterilizados.

O isolamento dos fungos foi realizado seguindo as recomendacdes de Barbosa et al.
(2017). Para o mel e pdélen, 25 g de cada amostra foram suspensos em 225 mL de agua
peptonada (0,1 %) esterilizada e submetidas a agitacdo durante cinco minutos e em seguida
realizadas diluicdes de 1:10 e 1:100 em agua peptonada (0,1 %) esterilizada. A partir das
diluigbes, aliguotas de 0,1 mL de cada amostra, separadamente, foram semeadas em
placas de Petri contendo meio Agar Dichloran 18 % Glicerol (DG18) e Agar Extrato de Malte
(MEA) acrescidos de 0,17 g/L de cloranfenicol. As placas de Petri foram incubadas sob
temperatura de 27 °C + 1 °C em estufa do tipo Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD)
durante um periodo de 7 a 14 dias. Para a amostra de superficie da colmeia, foi friccionado
um swab esterilizado sobre a superficie das células de cria, e dos potes de mel e pdlen, o
swab colocado em um tubo de ensaio contendo 3 mL de agua peptonada (0,1 %)
esterilizada e submetido a agitacéo por cinco minutos. O semeio seguiu 0 mesmo protocolo

citado acima. Todo experimento foi realizado em triplicata.
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Figura 7 - Coleta de mel, pdlen e superficie da colmeia em caixas racionais de Melipona scutellaris em

fragmento de Mata Atlantica na cidade de Paulista
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Fonte: Préprio Autor

3.2PURIFICACAO E CRIOPRESERVACAO DOS ISOLADOS

Os isolados foram purificados em placas de Petri meio DG18 e MEA incubados a
temperatura de 27 °C + 1 °C em estufa do tipo BOD durante 7 a 14 dias, apés este periodo
os fungos foram criopreservados. O estoque da solucéo criopreservante foi composta de
por duas solucdes: Solucdo A, contendo 60 mL de Glicerol em 40 mL de agua destilada;
Solucédo B, contendo 0,9 g de cloreto de s6dio em 100 mL de agua destilada. Para
criopreservacao a biomassa fungica foi transferida para microtubos rosqueaveis de 1,5 mL
contendo 1 mL solucao criopreservante na diluicdo 1:1 da Solucéo A + Solucéo B, e foram
armazenadas no freezer sob temperatura de -12 °C. Os isolados fungicos estao
criopreservados na Fungal Work Collection: Fungos Fitopatogenicos e Biocontrolados
(FIBIO) no Laboratoério de Fungos Fitopatogénicos e Biocontroladores, Departamento de

Micologia, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco.

3.3IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS

Os isolados de fungos filamentosos foram identificados morfologicamente
observando caracteristicas macroscoépicas das coldnias (coloragdo, aspecto, didametro das
colonias, presenca de pigmento) e caracteristicas microscopicas (microestruturas

somaticas e reprodutivas), utilizando metodologia e literatura especifica (ELLIS, 1971; ELIS,
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1976, CARMICHAEL et al., 1980; SUTTON, 1980; KLICH, 2002; HESSELTINE; FENNEL,
1995; SAMSON; PITT, 2000; SAMSON et al., 2010).

3.4IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

A extragdo do DNA gendmico e amplificagdo via PCR foram realizadas no
Laboratorio de Biologia Molecular de Fungos do Departamento de Micologia da UFPE. O
DNA gendmico foi obtido a partir de culturas crescidas em meio MEA por 5 dias a 25 °C.
Para extracao foi utilizado Kit de Extracao Wizard® Genomic DNA Purification, seguindo as
instrucbes do fabricante. Apds extracdo do DNA, todas as amostras de DNA fungos
filamentosos foram amplificadas via PCR e sequenciados os fragmentos da regido ITS1,
5.8S e ITS2 do rDNA utilizando os primers ITS1 e ITS4 para uma triagem inicial. Para as
leveduras, foi amplificada o dominio D1/D2 da regido LSU do rDNA utilizando os primers
LRO e LR5, e os fragmentos sequenciados. As condicbes de amplificacdo seguiram 0s
protocolos de o Samson et al. (2010) e Houbraken et al. (2012). Os produtos amplificados
foram purificados com as enzimas Exonuclease | e Fosfatase Alcalina contidas no kit
lllustra ExoProStar 1-Step (GE Healthcare), seguindo as recomendacfes do fabricante, e
encaminhadas para sequenciamento utilizando os mesmos primers e o kit BigDye®
Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) na Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento e Expressédo Génica do Centro

de Ciéncias Bioldgicas da UFPE.

3.5ANALISES FILOGENETICAS

Os cromatogramas do sequenciamento foram analisados utilizando o programa
SegMan v.10.0.1. Apés a edicao, todas as sequéncias foram utilizadas para busca das mais
similares depositadas no GenBank, utilizando a ferramenta BLAST1.2.0 released. As
sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando o programa MAFFT (KATOH et al., 2005) e
os alinhamentos foram otimizados de forma manual com auxilio do programa MEGA 7
(TAMURA et al., 2011). Os modelos de substituicdo nucleotidica foram determinados
através do jModelTest v. 2.1.7 (POSADA, 2008). Para a andlise filogenética de maxima
verossimilhanca (ML), foi utilizado o software RAXML-VI-HPC v. 7.0.3 (STAMATAKIS, 2006)
e para a analise de Bayesian (Bl) o programa MrBayes v.3.2.1 (RONQUIST et al., 2012).
As arvores filogenéticas foram visualizadas com auxiliodo programa FigTree v. 1.1.2
(RAMBAUT, 2009) e editadas no Adobe lllustrator v.CS5.1. Para analises combinadas, 0s
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alinhamentos individuais foram concatenados usando o programa Mesquite v3.04
(MADDISON; MADDISON, 2016).

3.6 ANALISE DOS DADOS

A frequéncia absoluta (FA) e a frequéncia relativa (FR) dos fungos isolados das
colmeias de M. scutellaris foram calculadas seguindo as instru¢des de Laurran et al. (2002),
em que, FA representa a quantidade total de isolados e a FR o namero de isolados de cada
espécie dividido pelo numero total de isolados.

3.7 PRODUCAO DE LIPASES PELOS FUNGOS ISOLADOS DE AMOSTRAS DE
COLMEIA DE M. scutellaris

3.7.1 Fermentacdo submersa

A avaliacéo da producéao de lipases pelos fungos isolados foi realizada em processo
de fermentacdo submersa. Os fungos isolados de colmeias de M. scutellaris foram
selecionados para analise da producdo de lipases com base nos dados obtidos do
agrupamento as regides ITS para os fungos filamentosos e LSU para as leveduras. Os
isolados foram inoculados em tubos de ensaio contendo BDA, e 0 crescimento ocorreu por
sete dias para os fungos filamentosos e trés dias para as leveduras, a 25 °C.
Posteriormente, foi preparada uma suspensdo de esporos na concentracdo de 107
esporos/mL, de cada uma dos isolados selecionados, separadamente. Aliquotas de 1 mL
de cada suspenséao foram transferidas, separadamente, para frascos de Erlenmeyer de 250
mL contendo 49 mL do meio de cultura, adaptado de Farias (2017). O meio foi constituido
por 0,8 g de peptona de carne, acrescido de 0,1% (v/v) de tween 80 e de 1 mL de Oleo de
pequi, para cada 48 mL de 4gua destilada. Os frascos foram entdo submetidos a agitacéo
(rotacdo de 150 rpm) durante 120 horas para fungos filamentosos e 72 horas para as
leveduras, sob temperatura de 25° C. Para obtencdo do extrato bruto, o conteudo dos
frascos foi filtrado a vacuo e trés aliquotas de 1 mL do extrato bruto foram transferidas para
tubos de Eppendorf esterilizados, e foram centrifugados a 15000 g por 10 minutos a 4 °C
(Hettich Mikro 22R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, D-78532 Tuttlingen), o sobrenadante
foi separado, acondicionado em tubos de Eppendorf esterilizados e armazenados sob

temperatura de -6 °C.
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3.7.2 Avaliacdo da atividade lipolitica

O substrato para avaliacdo da atividade lipolitica foi o p-nitrofenil palmitato (p-NPP),
preparado em solucdo, como a seguir: 3 mg de p-NPP dissolvido em 1 mL de propanol,
diluido em 9 mL de tampéao Tris—HCI 50 mM e pH 8.0 contendo 40 mg de Triton X-100 e 10
mg de goma arabica (WINKLER; STUCKMANN, 1979; ROWE; HOWARD, 2002). Amostras
de 0,1 mL do sobrenadante resultante da centrifugacdo foram misturadas com 0,9 mL de
solucédo do substrato. Apos incubacao a 37° C por 30 minutos foi medida a absorbancia por
espectrofotometria a 410 nm de comprimento de onda. Uma unidade de atividade lipolitica
U (U.mLt.min"t) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 mol
de p-nitrophenol por minuto (Figura 8).

Figura 8 - Representacéo esquematica da reacao de hidrolise do p-nitrofenil palmitato catalisada por

lipase

OCOC;5Hyy

OH
s Lipase A
| + H‘,O —_ L + ClﬁHjV_COOH
= \f

Acido Palmitico

NO‘; NO.'

p-nitrofenil palmitato p-nitrofenol

Fonte: BORGES, 2012
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4 RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1IDENTIFICACAO DOS FUNGOS ISOLADOS DOS SUBSTRATOS DAS
COLMEIAS DE M. scutellaris

Foi obtido um total de 284 fungos sendo 189 fungos filamentosos e 95 leveduras.
Do mel (81) foram isolados, 39 fungos filamentosos e 42 leveduras; do p6len foram obtidos
71 isolados, destes, 50 foram fungos filamentosos e 21 leveduras. Na superficie da colmeia,
de um total de 132 isolados de fungos obtidos, 100 foram fungos filamentosos e 32

leveduras (Tabela 5).

Tabela 5 - Quantitativo de isolados de fungos obtidos do mel, pélen e superficie da colmeia em caixas

racionais de Melipona scutellaris

Mel Poélen Superficie da Colmeia Total
Fungos
] 39 50 100 189
filamentosos
Leveduras 42 21 32 95
Total 81 71 132 284

Fonte: Préprio autor.

Os fungos sdo organismos com distribuicdo cosmopolita e por apresentarem alta
adaptabilidade sao relatados nos mais diversos substratos, no entanto, relatos relacionados
a substratos de abelhas nativas da mata atlantica brasileira sdo raros ou inexistentes. Em
nosso estudo, o nimero de isolados de leveduras no mel foi superior ao numero de fungos
filamentosos nesse substrato, no entanto, foi inferior ao nimero de fungos filamentosos
isolados do pdlen e da superficie da colmeia. Conforme a literatura disponivel, a maior
ocorréncia de leveduras no mel ja era esperada (ROSA et al. 2003; TEIXEIRA et al., 2003;
THIAGO-CALACA, 2011; DANIEL et al., 2013; BARBOSA et al., 2016). Sabe-se que o mel
de M. scutellaris possui alta concentracédo de acucar, baixa atividade de agua e pH &cido
(SOUZA, 2008), desta forma, € esperado que os fungos presentes no mel e no pdlen
tendam a permanecer em laténcia ou ndo se desenvolverem; devido as caracteristicas
fisico-quimicas desses substratos (SILVA et al., 2017). Sendo assim, ndo ha garantia de

crescimento dos fungos quando esses substratos sdo semeados em meio de cultura.
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A limitacdo da identificacdo dos fungos utilizando apenas andlises morfologicas, abre
espaco para utilizacdo de ferramentas moleculares que tém sido mais eficientes para
determinacao taxondmica dos fungos. O sequenciamento do dominio D1/D2 do gen 26S
do rDNA regi&o génica LSU permite verificar diferenciacdes interespecificas de leveduras,
e tem se mostrado como ferramenta importante para a identificagdo em nivel de espécie
(KURTZMAN; ROBNETT; BASEHOAR-POWERS, 2008; KURTZMAN, 2014). A utilizacao
de primers ITS-1 e ITS-4 para amplificacdo e sequenciamento das regides ITS1-5.8S e
ITS2 do rDNA tem sido utilizado frequentemente na identificacdo dos fungos filamentosos
em nivel de espécie (LUPATINI; MELLO; ANTONIOLLI, 2008).

Nas figuras 10 e 11 estdo apresentadas a reconstrucao filogenética da regido ITS do
rDNA para os fungos filamentosos e LSU para as leveduras, respectivamente, pois sao 0s
barcordes comuns para todos nesses grupos de isolados. Com base nas informacgdes
obtidas a partir do sequenciamento parcial ITS1-5.8S-ITS2, e também pela identificacao
morfoldgica seguindo as descri¢cdes das espécies tipo, os isolados de fungos filamentosos
(Figura 9) foram identificados como pertencentes a 67 espécies distribuidas em 26 géneros:
Acremonium (4), Aspergillus (12), Castanediella (1), Cladosporium (5), Cordyceps (1),
Cyphellophora (1), Fusarium (1), Microascus (1), Monascus (7), Neurospora (1),
Oidiodendron (1), Paecilomyces (1), Parascedosporium (1), Parengyodontium (1),
Penicillium (12), Pestalotiopsis (1), Phaeoacremonium (1), Phlebia (2), Polyporus (1),
Rasamsonia (1), Rhizomucor (1), Simplicillium (1), Talaromyces (9), Verticillium (1),
Xernoacremonium (1) e Zygosporium (1). Em relacdo as leveduras (Figura 9), o
sequenciamento do dominio D1/D2 do gen 26S do rDNA regido génica LSU, permitiu a
identificacdo de 32 espécies distribuidas em 12 géneros: Bensingtonia (1), Blastobotrys (1),
Candida (5), Gjaerumia (1), Hyphopichia (1), Kodamaea (1), Moniliella (1), Priceomyces (1),
Pseudozyma (1), Starmerella (2), Wickerhamiella (1) e Zygosaccharomyces (1) (Tabela 7).

Alguns isolados ndo agruparam nos clados de espécies ja descritas, entdo acredita-
se que esses isolados sejam espécies novas. Entre os fungos filamentosos, as possiveis
novas espécies pertencem aos géneros Castanediella, Monascus, Oidiodendron, e
Talaromyces, sendo colocadas ao longo do presente estudo como: Castanediella
meliponae sp. nov. (1), Monascus sp. nov. (1), Oidiodendron sp. nov. (1), Talaromyces sp.
nov. (1) (Tabela 7). Para as leveduras, as possiveis novas espécies isolados pertencem

aos géneros Candida, Gjaerumia, e Zygosaccharomyces sendo colocadas ao longo do
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trabalho como: Candida sp. nov. 1 (8), Candida sp. nov. 2 (2), Candida sp. nov. 3 (26),
Gjaerumia sp. nov. (11) e Zygosaccharomyces sp. nov. (1).

Figura 9 - Fungos filamentosos e leveduras isolados de colmeias de Melipona scutellaris. Culturas semeadas em
placas de Petri contendo meio Agar Malte (12 & 52 linha) e Batata Dextrose Agar (62 e 72 linha) crescidos
por sete dias a 25 °C. 12 Linha (da Esquerda para direita): Talaromyces pinophilus, T. pigmentosus,
Aspergillus laciniosus, Pencillium austrosinicum, A. monius; 22 Linha (da Esquerda para direita): T.
scorteus, Penicillium brocae, A. sydowii, A. chevalieri, P. steckii; 32 Linha (da Esquerda para direita): P.
brocae, P. mallochii, T. albobiverticillius, Phaeoacremonium australiense, Zygosporium masonii. 42 linha

(da Esquerda para direita): Starmerella bombicola, Kodamaea ohmeri, Wickerhamiella versatilis.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 10 - Agrupamento por género usando analise de méxima verossimilhanca (ML) para regido ITS1, 5.8S
e ITS2 do rDNA de fungos filamentosos isolados a partir de amostras de mel, polen e na superficie
das colmeias de Melipona scutellaris coletadas no presente estudo. Valores de bootstrap a partir

de 1000 repeticdes séo indicados nos nds
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Figura 11 - Agrupamento por género usando andlise de maxima verossimilhanca (ML) para o dominio D1/D2
do gen 26S do rDNA das leveduras isoladas a partir de amostras de mel, pélen e na superficie das
colmeias de Melipona scutellaris coletadas no presente estudo. Valores de bootstrap a partir de

1000 repeti¢cdes sdo indicados nos nds
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Todos os dados de frequéncia relativa e absoluta dos fungos isolados do mel, pélen

e superficie da colmeia de M. scutellaris estdo descriminados na Tabela 6. Entre as

espécies de fungos filamentosos, Penicillium citrinum (6,0 %), Monascus sp. 6 (6,0 %) e

Cladosporium sp. 1 (5,3 %), apresentaram as maiores frequéncias relativas, seguidos de

Penicillium mallochii (3,9 %), Microascus sp. (2,8 %), Aspergillus sydowii (2,5 %),

Aspergillus sp. 1 (2,1 %), Cladosporium sp. 5 (2,1 %), Penicillium sp. 8 (2,1 %).

Tabela 6 - Espécies de fungos filamentosos e leveduras isoladas de Mel, polen e superficie da colmeia de

Melipona scutellaris. Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR)

. Acesso ) Superficie
Especie Mel Polen ) FR FA
FIBIO da colmeia
Acremonium sp. 1 001-A10 1 0,4 % 1
Acremonium sp. 2 002-H9 1 0,4 % 1
Acremonium sp. 3 004-A2 1 0,4 % 1
Acremonium sp. 4 002-C3 1 0,4 % 1
Aspergillus auricomus 001-D8 1 0,4 % 1
i _ . 003-D5 ; 004-
Aspergillus chevalieri 1 2 1,1% 3
F8; 004-H10
Aspergillus fumigatus 002-110 1 0,4 % 1
Aspergillus laciniosus 002-H10 1 0,4 % 1
Aspergillus nomius 003-C9 1 1 0,7 % 2
005-A6; 005-
. A7; 005-A8
Aspergillus sp. 1 6 2,1% 6
005-A9; 005-
A10; 005-B1
Aspergillus sp. 2 004-J5 1 0,4 % 1
Aspergillus sp. 3 004-B10 1 0,4 % 1
Aspergillus sp. 4 003-G9 1 0,4 % 1
002-E7; 002-
Aspergillus sclerotiorum F5; 003 J2; 1 3 1,4 % 4
004-H8
) ) 003-D6; 004-
Aspergillus subalbidus 3 1,1 % 3
110; 005-C3

Continua
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) Acesso Superficie
Espécie Mel Pélen ) FR FA
FIBIO da colmeia
001-A5; 003-
) . A3; 003-D4; 7
Aspergillus sydowii 5 25%
003-J3; 003-J9;
004-A1; 004-A8
Castanediella meliponae 002-B3 1 0,4 % 1
001-A9; 001-
H6; 002-C7;
002-D1; 002-
D7; 002-F3;
. 002-G6; 002-
Cladosporium sp. 1 6 4 5 53 % 15
G10; 002-H1;
002-J6; 002-J7;
004-F10; 003-
H7; 004-H1,
004-H2
Cladosporium sp. 2 004-F9 1 0,4 % 1
i 002-D9; 003-
Cladosporium sp. 3 1 1 0,7 % 2
D1
Cladosporium sp. 4  001-A4; 003-F8 2 0,7 % 2
002-A1; 002-
) A2; 002-F6;
Cladosporium sp. 5 2 4 2,1% 6
002-J7; 002-J9;
004-C10
Cordyceps sp. 003-G5 1 0,4 % 1
Cyphellophora
yP p 002-A5 1 0,4 % 1
eucalypti
Fusarium equiseti
] 003-F2 1 0,4 % 1
isolate F17
) 001-B1; 002-
Microascus sp.
B2; 002-13;002-
I5; 002-16; 002- 3 3 2 2,8 % 8
17; 004-C9;
004-D8

Continua
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Espécie Acesso Superfl’-cie R
FIBIO da colmeia
Monascus sp. 1 005-C2 0,4 % 1
Monascus sp. 2 001-J6 0,4 % 1
Monascus sp. 3 001-C7 0,4 % 1
Monascus sp. 4 001-J3; 002-A3 2 0,7 % 2
Monascus sp. 5 002-A9; 002-J1 2 0,7 % 2
001-A2; 001-
C3; 001-D1;
001-D9; 001-
E4; 001-ES5;
001-E6; 001-
Monascus sp. 6 E9; 002-D2; 8 6,0 %
002-E2; 002-18;
002-J2; 003-
D9; 003-
G7;003-J6;
004-B3; 004-H9
Monascus sp. nov. 003-C3 0,4 % 1
Neurospora sp. 004-J1 1 0,4 % 1
Oidiodendron sp. nov. 003-F5 0,4 % 1
Paecilomyces formosus 003-H2 1 0,4 % 1
Parascedosporium sp. 002-G2; 002- 1 0,7 %
Cc4
Parengyodontium album 003-E2 0,4 %
Pencillium
austrosinicum 002-E8; 003-E6 2 0,7 %
Penicillium brocae 002-F4; 003-14; 4 14%

004-A6; 004-B4

Continua
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. Acesso ) Superficie
Especie Mel Polen ) FR FA
FIBIO da colmeia

001-A8; 001-
C4; 001-C10;
001-D4; 001-
E2; 001-F3;
001-F6; 001-
Penicllium citrinum F9; 001-F10; 4 12 1 6,0 % 17
001-G5; 001-
H9; 001-H10;
002-C6; 003-
F4; 003-D3;
004-C1; 004-
D5

002-E4; 002-
E10; 002-FS8;
002-H2; 003-
Penicillium mallochii A8; 003-A9; 2 9 3,9% 11
003-E7; 003-
J5; 004-B7;
004-J3; 005-B7

Penicillium sp. 1 004-A9; 004-C6 1 1 0,7 % 2
Penicillium sp. 3 003-J4 1 0,4 % 1
Penicillium sp. 4 004-A10 1 0,4 % 1
Penicillium sp. 5 001-G8 1 0,4 % 1
Penicillium sp. 6 005-A3 1 0,4 % 1
i 001-D2; 002-
Penicillium sp. 7 1 1 0,7 % 2
H5
003-D7; 004-
o A4; 004-B5;
Penicillium sp. 8 1 5 21% 6
004-B6; 004-15;
005-B5
004-A3; 004-
Penicllium steckii A5; 004-C3; 5 1,8 % 5
004-13; 004-J10
Pestalotiopsis
004-H7 1 0,4 % 1

microspora

Continua
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) Acesso Superficie
Espécie Mel Pélen ) FR FA
FIBIO da colmeia
Phaeoacremonium
i 003-17 1 0,4 % 1
australiense
Phlebia floridensis 003-C8 1 0,4 % 1
Phlebia sp. 004-E4 1 0,4 % 1
Polyporus sp 001-F8 1 0,4 % 1
Rasamsonia sp. 004-14 1 0,4 % 1
Rhizoctonia papaya 004-C8 1 0,4 % 1
Rhizomucor sp. 003-G10 1 0,4 % 1
Simplicillium
) 001-G7 1 0,4 % 1
sympodiophorum
Talaromyces 002-G9; 003-
T 1 0,7 % 2
albobiverticillius B7
Talaromyces
o 002-E9 1 0,4 % 1
indigoticus
002-C10; 002-
Talaromyces H4; 003-F7;
. 3 1,8 % 5
pigmentosus 004-D9; 004-
D10
Talaromyces
. ) 001-D3 1 0,4 % 1
pinophilus
001-A1; 001-
Talaromyces sp. 1 3 1,1% 3
A3; 001-A6
Talaromyces sp. 2 002-B7 1 0,4 % 1
Talaromyces sp. 3 003-F3 1 0,4 % 1
Talaromyces sp. nov.
003-D8 1 0,4 % 1
Talaromyces 002-H7; 003-
3 1,1 % 3
scorteus D2; 002-19
Verticillium sp. 002-E6 1 0,4 % 1
Xenoacremonium sp. 003-J10 1 0,4 % 1
Zygosporium masonii 004-G8 1 0,4 % 1
Bensingtonia sp. 003-H5 1 0,4 % 1
002-B9; 002-
Blastobotrys
) H6; 003-G3; 1 3 1,4 % 4
chiropterorum
003-D10

Continua



51

Tabela 6 continuacéao
Acesso ) Superficie
Mel Pélen FR FA

Espécie
FIBIO
001-B3; 001-
C8; 001-E3;
001-G6; 001-
i i J8; 002-D5;
Candida apicola 2 4
003-18; 003-J7;
004-B1; 004-
B2; 004-E2;
004-H5; 004-17
i . 003-H3; 004-
Candida cf. etchellsii
H3; 004-H4
001-G2; 002-
F9; 002-G3;
) 003-E10; 003-
Candida sp.nov. 1
G1; 003-G2;
005-C1 3 1 3 2,4 % 7
) 001-H4; 002-
Candida sp. nov. 2 1 1
A8
001-C9; 001-
D10; 001-E1
001-G9; 001-
H5; 001-H7
001-H8; 001-J4
001-J9; 001-
J10; 002-B8
i 002-B10; 002-
Candida sp. nov. 3 18 4 2
C8; 002-E3;
002-F2; 003-
A2; 003-A5;
003-B1; 003-
B6; 003-C6;
003-C10; 003-
B8; 004-ES6;
004-11
002-E1; 004-B9 0,7 %
002-D10
1

da colmeia

7 4,5% 13

2 1,1% 3

0,7 % 2

8,4 % 24

Hyphopichia burtonii

0,4 %

Kodamaea ohmeri

Continua



Tabela 6 conclusao

52

) Acesso Superficie
Espécie Mel Pélen ) FR FA
FIBIO da colmeia
- 001-F5; 003-
Moniliella sp. 1 1 1,1% 3
G8; 005-B3
001-B4; 001-
E1l; 001-ES;
) ) 001-F4; 001-
Gjaerumia sp. nov.
G4; 001-G10; 4 5 2 3,9% 11
001-16; 001-18;
001-19; 001-J7;
002-C9
i 003-F6; 004-
Priceomyces
i i G6; 005-Al; 1 3 1,1 % 4
melissophilus
005-A5
Pseudozyma
o 004-C4 1 0,4 % 1
hubeiensis
001-H1; 001-
H3; 001-13
) 002-C2; 002- 5 2 25% 7
Starmerella bombicola
D6; 002-F7;
002-H3
Starmerella
. 002-F10 1 0,4 % 1
meliponinorum
002-B4; 002-
C1; 002-D3
i } . 003-A4; 003-
Wickerhamiella versatilis 1 5 3,2% 9
B3; 003-C1;
003-F4; 003-
H4; 003-E9
Zygosaccharomyces sp.
Yo Y P 003-C4 1 0,4 % 1
nov.
Total 81 71 132 284

Fonte: Préprio Autor

Em nosso estudo, os géneros Aspergillus (11,3 %), Cladosporium (9,6 %), Monascus

(9 %), Penicillium (25,3 %) e Talaromyces (6,7 %) apresentam as maiores frequéncias.

Constatamos a ocorréncia de 12 espécies provaveis de Penicillium (25,3 %), sendo o

género mais frequente entre os fungos filamentosos. Destas, cinco foram confirmadas como
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P. austrosinicum, P. brocae, P. citrinum, P. mallochii, P. steckii. Reportamos a primeira

ocorréncia de P. austrosinicum relacionados a M. scutellaris.

Resultados semelhantes foram obtidos por Souza et al. (2018), que isolaram fungos
dos corpos de abelhas operarias de M. seminigra e M. interrupta da Floresta Amaz6nica
(Manaus) e verificaram que isolados de Penicillium foram mais frequentes. Foi observado,
também, que o alto nimero de isolados de P. citrinum coincide com os dados obtidos por
Barbosa et al. (2018) em estudo sobre a presenca de fungos em substratos de colmeias da
abelha M. scutellaris. Barbosa et al. (2018) reportaram a ocorréncia de 21 espécies de
Penicillium, entre elas P. citrinum, e seis espécies de Talaromyces. Penicillium citrinum é
comum em solos tropicais e possui alta capacidade de producdo de metabdlitos
secundarios, em especial, a micotoxina citrinina (MALMSTR@M; CHRISTOPHERSEN;
FRISVAD, 2000).

Relatos sobre a ocorréncia de Talaromyces em substratos de M. scutellaris s&o raros
(BARBOSA et al., 2018). Coincidindo com o estudo de Barbosa et al. (2018), constatamos
a ocorréncia Talaromyces scorteus e T. pigmentosus, sendo esta Ultima descrita por
Barbosa et al. (2018). Reportamos aqui também como primeira ocorréncia em substratos
relacionados a M. scutellaris as espécies Talaromyces albobiverticillius, T. indigoticus e T.

pinophilus.

A alta presenca de isolados de Aspergillus, Cladosporium em nosso estudo é
semelhante aos dados obtidos por Souza et al. (2018), Ferraz et al. (2008), Tiago (2017).
No entanto, Souza et al. (2018) relataram alta frequéncia de isolados de Fusarium,
Paecilomyces e Verticilium, enquanto que observamos uma baixa frequéncia desses
géneros. Segundo Souza et al. (2018), alguns fatores como clima, habitat e diferentes
regides podem influenciar na diferenca da micodiversidade em substratos de abelhas sem
ferrdo. Stuart; Lamas; Pimentel (2004) isolaram fungos do corpo de abelhas sem ferrdo
Trigona sp. e verificaram a maior frequéncia dos géneros Rhizopus e Aspergillus. Em 2017,
Tiago, determinou a diversidade da microbiota associada as colmeias e castas de M.
interrupta e M. seminigra, e verificou que foi Aspergillus o género mais abundante. Ferraz
et al. (2008) analisaram a micobiota relacionada a substratos de abelhas sem ferrdo e
verificaram a presenca de fungos no corpo de abelhas operarias da espécie M. subnitida

constatando alta frequéncia de isolados de Aspergillus.
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No presente estudo reportamos a primeira ocorréncia das espécies de Aspergillus,
A. auricomus, A. laciniosus, A. monius em substratos de M. scutellaris. Aspergillus séo
facilmente encontrados no ar, e tem sido isolado do corpo das abelhas (STUART; LAMAS;
PIMENTEL, 2004). Alguns isolados de Aspergillus sdo conhecidos por causarem danos as
abelhas. Foley et al. (2014), mostraram a grande quantidade de isolados de Aspergillus na
superficie de abelhas adultas de Apis mellifera, entre eles, A. fumigatus e A. monius. Esses
isolados sdo conhecidamente oportunistas das larvas de Apis melifera, podendo causar
sérios danos as colmeias. No entanto, alguns isolados de Aspergillus, como A. sydowii, A.
sec. niger, A. fumigatus, e A. sclerotirum tém sido relatados compondo a micobiota de
substratos relacionados as abelhas (GILLIAM, 1997; GILLIAM et al.,, 1989; INGLIS;
SIGLER; GOETTEL, 1993; KACANIOVA et al., 2009; FELSOCIOVA et al., 2012). Em 2010,
Gois et al. quantificaram Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de fungos em amostras
de mel de M. scutellaris e verificaram a ocorréncia de A. flavus, Aspergillus sp., P. digitatum,
Penicillium sp., e concluiram que a presenca desses fungos no mel é considerada um fator

intrinseco da producao pelas abelhas nativas.

Constatamos baixa frequéncia de isolados de Rhizomucor. Informacdes sobre
fungos Mucolares em substratos de abelhas sem ferrdo ainda sado escassas. Fungos
pertencentes a esta Ordem ja foram relatados em substratos de abelhas sem ferrdo. Souza
et al. (2018) obtiveram isolados de Rhizopus a partir de abelhas operarias de M. seminigra
e M. interrupta da Floresta Amazonica (Manaus), e Stuart et al. (2004) relataram alta a
presenca deste género isolado do corpo de abelhas operarias de Trigona sp. Em outro
estudo, Eltz et al. (2002), observaram o estabelecimento de relacdo harménica entre
isolados de Rhizopus sp. abelhas T. collina, e relataram que abelhas da espécie estavam
recolhendo esporos de Rhizopus sp. no lugar do pdlen, e que este fungo quando cultivado

por elas, auxiliava na manutencéo do pH da ninhada.

Em nossa pesquisa, foram obtidos isolados de provaveis sete espécies de
Monascus, sendo como provavel espécie nova. Os isolados obtidos provavelmente séo
espécies ja descritas por Barbosa et al. (2017) e analises mais precisas serao necessarias
para confirmacao desses isolados. Em 2017, Barbosa et al. relataram a presenca de cinco
espécies pertencentes ao género Monascus, isoladas de mel, pélen e superficie da colmeia
de M. scutellaris, e reportaram trés novas espécies, Monascus flavipigmentosus, Monascus

mellicol e Monascus recifensis.
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No presente estudo, ainda foi descrita a espécie Castanediella meliponae (Figura 12)
J.E. Felinto-Santos, R.N. Barbosa & N.T. Oliveira, sp. nov. (HYDE et al., 2019) com base
nos dados do sequenciamento das regifes LSU e ITS do rDNA, isolada da superficie da
colmeia de M. scutellaris. Castanediella € um género Unico pertencente a familia
Castanediellaceae, ocorre comumente parasitando folhas, e C. meliponae é o primeiro

registro do género Castanediella em substratos das colmeias de abelhas.

Os outros géneros de fungos filamentosos identificados que apresentaram baixa
frequéncia, foram considerados de rara ocorréncia ou primeiro relato relacionados a M.
scutellaris e sdo os seguintes: Acremonium, Castanediella, Cordyceps, Cyphellophora,
Microascus, Neurospora, Oidiodendron, Paecilomyces, Parascedosporium,
Parengyodontium, Pestalotiopsis, Phaeoacremonium, Phlebia, Plyporus, Rasamsonia,
Rhizomucor, Simplicillium, Verticillium, Xernoacremonium e Zygosporium.

Figura 12 — Castanediella meliponae (Figura 12) J.E. Felinto-Santos, R.N. Barbosa & N.T. Oliveira, sp. nov.
A: Superficie do ninho de Melipona scutellaris. B: (esquerda para a direita) Superficie e reverso

de crescimento de colénias em PDA. C: Células conidiogénicas e conidios. D: Conidiéforo e

conidios. E: Conidios. Barras de escala: c —e = 10 ym

Fonte: HYDE et al., 2019.
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Entre os géneros de leveduras identificados, Bensingtonia, Blastobotrys, Candida,
Hyphopichia, Kodamaea, Moniliella, Priceomyces, Pseudozyma, Starmerella e
Zygosaccharomyces, as espécies mais frequentes foram Candida sp. nov. 3 (9,2 %),
Candida apicola (4,2 %), Gjaerumia sp. nov. (3,9 %), Wickerhamiella versatilis (3,2 %),
Candida sp. nov. 1 (2,8 %) e Starmerella bombicola (2,5 %). Os isolados de Bensingtonia,
Gjaerumia sdo aqui reportados como primeira ocorréncia em substratos de M. scutellaris.
Resultados semelhantes foram obtidos por Rosa et al. (2003) quando analisaram a
diversidade de espécies de leveduras isoladas de substratos das abelhas Trigona
angustula, M. quadrifasciata e Frieseomelitta varia, e observaram isolados dos géneros

Candida, Kodamaea, Pseudozyma, Starmerella e Zygosaccharomyces.

Neste trabalho foram identificadas as espécies de leveduras Candida apicola,
Kodamaea ohmeri e S. meliponinorum. Meireles (2018) também isolou leveduras de mel,
polen e células da cria de meliponario das espécies M. interrupta e C. femorata, obtendo
0S seguintes géneros: Candida, Hyphopichia, Kodamaea, Pichia, Wickerhamiella e
Zygosaccharomyces, e identificando em nivel de espécie C. apicola, K. ohmeri e W.

versalitis.

Em nosso estudo, C. apicola foi registrada com alta frequéncia em substratos de M.
scutellaris. Resultados semelhantes foram obtidos em 2016 por Barbosa et al. em amostras
de mel das espécies de abelhas sem ferrdo da Caatinga das espécies M. mandacaia, M.
asilvai, Patarmona sp e Scaptotrigona sp, e verificaram a presenca de isolados
pertencentes aos géneros Candida, Debaryomyces, Dekkera, Kloeckera e Pichia. Entre as
espécies de Candida obtidas, C. apicola foi retratada como espécie comum no isolamento

em meéis destas abelhas.

No presente trabalho as leveduras Starmerella bombicola e S. meliponinorum foram
isoladas em substratos de M. scutellaris. Esse género ja foi encontrado em substratos de
outras abelhas sem ferrdo. Teixeira et al. (2003) descreveram uma espécie nova de
levedura, S. meliponinorum sendo isolada de substratos de T. angustula, M. quadrifasciata
e M. rufiventris. Daniel et al. (2013) também reportaram uma espécie Starmerella,

associada a M. quinquefasciata.

Segundo Barbosa et al. (2016), as leveduras tém importante papel na cadeia tréfica,
pela sua proliferacdo entre os habitats e podem ser carregadas por vetores, como 0sS

insetos. Em Drosophila spp. as leveduras podem desencadear e manter uma associagao
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mutualista insetos-leveduras contribuindo de forma direta na nutricdo desses insetos.
Engel; Martinson; Moran (2012) relataram a relagc&o evolutiva dos microrganismos presentes
no intestino de Apis melifera, esta relacdo pode estar presente em outras abelhas sociais,
favorecendo a diversificacdo de microrganismos especificos nas abelhas.

Metabolicamente as leveduras possuem um papel importante no processamento e
transformagdo do pdlen dentro dos ninhos, secretando enzimas que atuam na
biodisponibilizagdo de nutrientes do substrato vegetal e melhorando qualidade nutricional
do alimento (MEIRELES, 2018). Paludo et al. (2018) estudaram a relagéo abelha-inseto,
verificando que leveduras de espécies Zygosaccharomyces sp. produzem moléculas
percussoras para a sintese de esteroides importantes para desenvolvimento do estagio
larval de abelhas da espécie Scaptotrigona depilis

Durante este estudo com M. scutellaris, as colmeias foram monitoradas e nao foram
detectados danos aparentes nas abelhas causados por fungos. As colmeias permaneceram
sem manuseio pelos criadores. Segundo Gilliam (1997) os fungos que ocorrem de forma
natural ndo representam ameacas as abelhas. A possivel origem dos fungos aqui obtidos
deve estar relacionada ao habito forrageiro das abelhas, como a coleta do néctar, entre

outros fatores como vento e chuva (SOUZA et al. 2018).

Apesar dos estudos sobre micodiversidade dos substratos das abelhas sem ferréo
do Brasil ainda serem raros, os dados obtidos e comparados com a literatura disponivel nos
permitem inferir que espécies de Aspergillus, Candida, Clasdoporium, Fusarium,
Monascus, Penicillium, Talaromyces, Wickerhamiella e Zygosaccharomyces compdem a
micobiota das abelhas sem ferrdo. Portanto, esses estudos sao de fundamental importancia
para a conservacao das abelhas, e para investigacdo do patrimbnio biolégico fungico,
inclusive com a descoberta de espécies inéditas para ciéncia e que tenham potencial

biotecnolégico.

4.2PRODUCAO DE LIPASES POR FUNGOS ISOLADOS DE AMOSTRAS DE
COLMEIA DE M. scutellaris

De um total de 48 isolados, entre fungos filamentosos e leveduras, todos os isolados
foram capazes de produzir lipases (Tabela 7). A atividade lipolitica variou de 3,86 a 20,76
U.mL1.min-*(U). Entre os fungos filamentosos os isolados Aspergillus nomius 9.77 + 0,24
U; Aspergillus sclerotiorum 8,56 + 0,24 U (Figura 14); Cladosporium sp. 1 (FIBIO 002-H1)
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20,76 + 0,03 U; Cladosporium sp. 1 (FIBIO 004-F10) 14,87 + 0,91 U; Cladosporium sp. 4
17,06 + 0,08 U (Figura 15); Cordyceps sp. 12,53 = 0,12 U; Microascus sp.10,03 £ 0,95 U
foram os que apresentaram os maiores valores. Entre as leveduras, Candida sp. nov. 3
(FIBIO 001-H7) 7,34 + 0,74 U; Priceomyces melissophilus 8,46 + 0,24 U foram as que

apresentaram os maiores valores.

Figura 13 - Producéo de lipases por isolados de Aspergillus de amostras de colmeia de Melipona scutellaris.

A: Controle negativo; B: A. monius; C: A. sclerotiorum

Fonte: Autor
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Figura 14 - Producéo de lipases por isolados de Cladosporium de amostras de colmeia de Melipona scutellaris.

A: Controle negativo; B: Cladosporium sp. 1 (FIBIO 002-H1); C: Cladosporium sp. 4; D:

*

Cladosporium sp. 1 (FIBIO 004-F10)

Fonte: Proprio Autor

Tabela 7 - Atividade lipolitica do fungos filamentosos e leveduras isolados do mel, pélen e superficie colmeia

de Melipona scutellaris

solado NUimero de Atividade Lipolitica
acesso (FIBIO) (U.mLt.mint)
Acremonium sp. 1 001-A10 5.39+0,01
Acremonium sp. 3 002-C3 5.29+0,42
Aspergillus auricomus 001-D8 6.30 £ 0,39
Aspergillus sp. 4 003-G9 4.72 0,28
Aspergillus laciniosus 002-H10 6.19+0,19
Aspergillus nomius 003-C9 9.77 0,24
Aspergillus sclerotiorum 003-J2 8.56 + 0,24
Aspergillus sydowii 003-D4 7.32 £ 0,63
Blastobotrys chiropterorum 002-B9 4.25+0,01
Candida apicola 004-E2 4.07 £ 0,05

Continua



Tabela 7 continuagéo

Atividade Lipolitica

Isolado Acesso FIBIO (U.mL~min-)
Candida sp.nov. 1 003-E10 4.28 £ 0,03
Candida sp.nov. 3 004-E6 4.06 £ 0,01
Candida sp.nov. 3 001-H7 7.34+£0,74
Candida sp.nov. 3 002-E3 4.42 £ 0,04
Cladosporium sp. 1 002-H1 20.76 £ 0,03
Cladosporium sp. 1 002-C7 7.88 £ 0,37
Cladosporium sp. 1 001-A9 8.08 = 0,68
Cladosporium sp. 1 002-D7 7.24 £ 0,12
Cladosporium sp. 1 004-F10 14.87 + 0,91
Cladosporium sp. 1 002-J7 5.56 £ 0,12
Cladosporium sp. 2 004-F9 8.37 £ 0,08
Cladosporium sp. 3 002-D9 5.55+0,37
Cladosporium sp. 4 003-F8 17.06 = 0,08

Cordyceps sp. 003-G5 12.53 £ 0,12
Fusarium equiseti isolate F17 003-F2 5.62 + 0,19
Microascus sp. 004-14 6.13+ 1,49
Microascus sp. 002-15 10.03 £ 0,95
Monascus sp. 1 005-C2 4.36 £ 0,12
Monascus sp. 6 001-A2 4.31+0,23
Moniliella sp. 002-G8 547 +0,21
Oidiodendron sp. nov. 003-F5 3.86£0,11
Paecilomyces formosus 003-H2 491 +0,15
Parascedosporium sp. 002-C4 6.58 = 0,09
Penicillium citrinum 001-H10 4.62 + 0,00
Penicillium mallochii 002-H2 6.84 £ 0,13

Continua
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Tabela 7 concluséao

Atividade Lipolitica

Isolado Acesso FIBIO (U.mL~min-)
Penicillium sp. 8 003-D7 4.27 £ 0,07
Penicillium citrinum 001-F3 6.23 +0,19
Polyporus sp. 001-F8 4.54 £ 0,00
Priceomyces melissophilus 001-D3 8.46 £ 0,24
Rhizomucor sp. 003-G10 8.41+ 0,51
Simplicillium sympodiophorum 001-G7 4.09 + 0,08
Starmerella meliponinorum 002-F10 5.18 £ 0,04
Talaromyces albobiverticillius 003-B7 496 +£0,11
Talaromyces pigmentosus 004-D9 6.68 + 0,00
Talaromyces pigmentosus 002-H4 6.32+ 0,35
Talaromyces sp. 1 001-A1 5.23+0,32
Wickerhamiella versatilis 003-A4 4.70 +0,04
Zygosaccharomyces sp. nov. 003-C4 4.32 £ 0,03

Fonte: Préprio Autor

As lipases (triacilglicerol Acil hidrolases, E.C. 3.1.1.3) microbianas sdo enzimas
bastante versateis em ambientes com restricdo de agua, e catalisam diversas reacfes de
interesse industrial (STOYTCHEVA et al., 2012; RODRIGUES, 2015; GEOFFRY; ACHUR,
2018). O mercado de lipases microbiana movimenta bilhdes de dolares todos os anos. As
lipases de origem microbianas séo utilizadas em diversas aplicacbes industriais por
exemplo detergentes, sintese de biossurfactantes, industria oleoquimica, indastria lactea,
indastria agroquimica, fabricacdo de papel, nutricdo, cosméticos e processamento
farmacéutico (STOYTCHEVA et al., 2012; GEOFFRY; ACHUR, 2018). Santana (2012)
testou o 6leo de pequi como fonte alternativa de carbono para producéo de biossurfactante
por Candida lipolytica, e obteve resultados promissores. Goncgalves (2007) isolou 11 cepas
de leveduras a partir do 6leo de pequi, e testou a producéo de lipases usando 6leo de azeite

como indutor, verificando que Yarrowia lipolytica foi a cepa mais produtiva atingindo 3,0
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U/ml nas melhores condicfes testadas. Nao ha relatos sobre a utilizacdo do 6leo de pequi

como substrato para producgéo de lipases por fungos.

Isolados das espécies de Aspergillus, Cladosporium, Cordyceps, Microascus e
Rhizomucor foram boas produtoras de lipases neste trabalho. Véarios estudos tém relatado
a producdo de lipases por fungos (ROVEDA et al., 2010; BINDIYA; RAMANA, 2013;
SHOREIT; ISMAIL; MOHAMED, 2013; BINDIYA; RAMANA, 2014; RODRIGUES, 2015;
PENHA et al., 2016; MAROTTI et al., 2017).

Os resultados verificados para os isolados Cladosporium sp. 1 (FIBIO 002-H1) 20.76
+ 0,03 U e Cladosporium sp. 4 17.06 + 0,08 U sdo bastante promissores para estudos
futuros. Shoreit et al. (2013) avaliaram qualitativamente a producéo de lipases por trés
isolados de C. cladosporioides e verificaram a producdo de lipase apresentando indice
enzimatico acima de 1. Patil et al. (2015) avaliaram a producédo de lipases entre fungos
endofiticos, e verificaram que um isolado de Cladosporium sp. apresentou a maior
produtividade com atividade de 0,72 UmL™. Chinaglia et al. (2014) analisaram as
caracteristicas de lipases obtidas de Cladosporium cladosporioides, e verificaram que as
mesmas apresentaram maior estabilidade térmica que as lipases produzidas por P. solitum,
com preservacao da atividade completa até 48°C e sendo mais ativa em reacdes de ésteres
de acidos de cadeia média.

Aspergillus e Penicillium sdo géneros que possuem bastante impacto social positivo,
pois sdo amplamente utilizados em estudos de biotecnologia (YILMAZ et al., 2014; TSANG
et al., 2018). Rodrigues (2015) isolou fungos de escuma de caixa de 6leo, e avaliou
producédo de lipases utilizando 6leo de soja como substrato, e relatou um isolado de
Penicillium sp. e um de Rhizomucor sp. como os melhores isolados na atividade lipolitica.
Bindiya; Ramana (2013), verificaram a producdo de lipases por Aspergillus sydowii e
desenvolveram estudo de imobilizacdo enzima, obtendo resultado de producdo maxima de
63.936 U/ml. Roveda et al. (2010), testaram a producéao de lipases por fungos dos géneros
Penicillium, Aspergillus, Trichoderma e Fusarium isolados de residuos de laticinios, eles
verificaram, utilizando azeite de oliva como substrato, que dois isolados de Aspergillus, e
um de Penicillium foram os melhores produtores com resultados entre 1.250 e 2.250 U/dia.

Neste trabalho um isolado de Microascus sp. apresentou atividade lipolitica de 10,03
U. Roberts et al. (1987) avaliaram quantitativamente a producédo de lipases em meio soélido

de Microascus cinere e ndo constataram atividade lipolitica. Estudos sobre a atividade



63

lipolitica de espécies de Microascus sdo raras e o resultado do nosso estudo diverge dos
resultados desses autores.

Aqui relatamos a producgéo de lipases por Talaromyces pigmentosus, Talaromyces
albobiverticillius, Talaromyces sp. 1, com a producao variando entre 4.96 e 6.68 U. Segundo
Yilmaz et al. (2014), algumas espécies de Talaromyces sdo importantes na producéo de
enzimas e pigmentos sollveis. Algumas pesquisas tém relatado a producéo de lipases pela
espécie T. thermophilus em termos de imobilizacdo e caracterizacdo dessas enzimas
(ROMDHANE et al., 2010).

Os isolados Candida sp. nov. 3 (001-H7) e Priceomyces melissophilus, alcangcaram
uma producéo de 7.34 £ 0,74 U e 8.46 £ 0,24 U, respectivamente, e SA0 promissoras para
estudos de otimizacdo da producao. Nao ha referéncias na literatura de relatos de producao
de lipases por isolados de Priceomyces.

As leveduras tém grande importancia econémica em diversas industrias. Esses
organismos secretam enzimas que hidrolisam uma gama de moléculas e, portanto, tém um
grande potencial para producéo de lipases no campo das industrial (CHI et al., 2006). Os
géneros de leveduras Rhodotorula, Candida, Pichia e Geotrichum, sdo os mais utilizados
para producéao de lipases (ALAMI et al., 2017). Em 2017, Alami et al. verificaram a producao
de lipases de Candida spp. isoladas de manguezal e ap0s a realizacdo de otimizacao da
producédo, conseguiram valores acima de 1000 U/ml nas condic¢Oes ideais. Yilmaz; Sezgin;
Yilmaz (2011) em estudo de imobilizacdo de lipases de Candida rugosa, e obteve como
melhor resultado uma producdo de 212,9 U / g de suporte com 200 % de atividade e a
enatiosseletivadade com suporte de 98 %.

Estudos sobre prospecc¢éo enzimatica de fungos isolados a partir de colmeias de M.
scutellaris na literatura ainda sdo poucos ou nao disponiveis. Em especial, os fungos
isolados do mel e do pdlen, tendem a ser organismos extremo-tolerantes e podem ser
produtores de moléculas novas ou modificadas. Dessa forma, é recomendado que futuras
pesquisas sejam desenvolvidas no tocante a biotecnologia desses fungos abordando

otimizacdo da producdo, caracterizacao e imobilizacao de lipases.
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5 CONCLUSOES

Aspergillus, Cladosporium, Monascus, Penicillium e Talaromyces s&o géneros de
fungos filamentosos frequentes em substratos de Melipona scutellaris;

Candida, Gjaerumia, Starmerella e Wickerhamiella s&o géneros de leveduras
frequentes em substratos Melipona scutellaris;

Todos os isolados testados para producéo de lipases séo produtores;

Os fungos isolados de substratos de M. scutellaris sdo promissores para estudos em
producéo de lipases;

Os isolados Aspergillus nomius, Cladosporium sp. 1 (FIBIO 002-H1), Cladosporium
sp. 1 (FIBIO 004-F10), Cladosporium sp. 4, Cordyceps sp., Microascus sp., Candida
sp. nov. 3 (001-H7) e Priceomyces melissophilus séo indicados para estudos de

caracterizacao, imobilizacao das lipases.
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