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RESUMO

A diversidade das plantas frutiferas na Amazonia brasileira ultrapassa sua riqueza visivel,
revelando um vasto potencial bioativo ainda pouco explorado. Com o0 aumento da demanda por
produtos contendo compostos bioativos, a busca por alternativas inovadoras se intensifica, o
que ressalta a importancia de explorar a variabilidade microbioldgica presente em cada planta.
Este estudo teve como objetivo investigar a biodiversidade e o potencial de fermentacéo
alcoolica de leveduras isoladas de frutos nativos da Amazoénia Central, por meio do isolamento
e da caracterizacdo dessas leveduras utilizando métodos bioquimicos e moleculares. Dessa
forma, buscou-se avaliar a diversidade e a atividade fermentativa das leveduras, com foco na
viabilidade para a producdo de bebidas fermentadas a partir de frutos amazonicos. Foram
coletados frutos de dez espécies de faner6gamas da regido amazonica: acai, pataud, tucuma,
inaj4, pupunharana, guarana, tapereba, araga-boi, bacuri-do-igap6 e ubaia. O resultado foi o
isolamento de 24 leveduras, as quais foram identificadas como espécies dos géneros
Meyerozyma sp. (cinco isolados), Pichia (quatro de P. kudriavzevii e trés de P. terricola), e
Kodamaea ohmeri (quatro isolados). Além disso, foram identificados representantes do subfilo
Saccharomycotina (um isolado), da familia Debaryomycetaceae (trés isolados), da familia
Rhynchogastremaceae (um isolado) e do género Hanseniaspora sp. (um isolado). As analises
morfologicas revelaram diferencas celulares entre os isolados, inclusive entre os identificados
molecularmente como pertencentes & mesma espécie. A analise fermentativa demonstrou que
os espécimes da familia Debaryomycetaceae, do género Meyerozyma, bem como as espécies
Kodamaea ohmeri e Pichia kudriavzevii, foram capazes de fermentar glicose, sacarose e
frutose. Destaca-se a P. kudriavzevii, que apresentou as melhores caracteristicas para o
desenvolvimento de bebidas fermentadas regionais a partir de Theobroma grandiflorum
(cupuagu) e Astrocaryum aculeatum (tucuma).

Palavras-chave: Aplicacdo biotecnoldgica, Microbiota frutifera, Leveduras amazénicas,

Fermentacdo ndo convencional.



ABSTRACT

The diversity of fruit-bearing plants in the Brazilian Amazon goes beyond their visible richness,
revealing a vast, yet underexplored bioactive potential. With the increasing demand for products
containing bioactive compounds, the search for innovative alternatives intensifies, highlighting
the importance of exploring the microbiological variability present in each plant. This study
aimed to investigate the biodiversity and the potential for alcoholic fermentation of yeasts
isolated from native fruits of Central Amazonia, through the isolation and characterization of
these yeasts using biochemical and molecular methods. Thus, the goal was to assess the
diversity and fermentative activity of the yeasts, focusing on their potential for the production
of fermented beverages from Amazonian fruits. Fruits from ten species of Amazonian
phanerogams were collected: acai, pataua, tucuma, inaja, pupunharana, guarana, tapereba,
araca-boi, bacuri-do-igap6, and ubaia. This resulted in the isolation of 24 yeasts, which were
identified as species from the genera Meyerozyma sp. (five isolates), Pichia (four of P.
kudriavzevii and three of P. terricola), and Kodamaea ohmeri (four isolates). Additionally,
representatives of the subphylum Saccharomycotina (one isolate), the family
Debaryomycetaceae (three isolates), the family Rhynchogastremaceae (one isolate), and the
genus Hanseniaspora sp. (one isolate) were identified. Morphological analyses revealed
cellular differences among the isolates, even among those molecularly identified as belonging
to the same species. Fermentative analysis showed that the specimens from the
Debaryomycetaceae family, the genus Meyerozyma, as well as the species Kodamaea ohmeri
and Pichia kudriavzevii, were capable of fermenting glucose, sucrose, and fructose. Notably,
P. kudriavzevii demonstrated the best characteristics for the development of regional fermented
beverages from Theobroma grandiflorum (cupuacgu) and Astrocaryum aculeatum (tucuma).

Keywords: Biotechnological application, Fruit microbiota, Amazonian yeasts, Unconventional
fermentation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é amplamente reconhecido como um dos paises mais biodiversos, ocupando
posicdo de destaque no cenario mundial como uma nacdo megadiversa (Forzza et al., 2016;
Ulloa et al., 2017). Até o momento, foram catalogadas mais de 50 mil espécies de plantas, das
quais cerca de 35 mil pertencem as angiospermas. Dentre essas, mais de 12 mil estdo registradas
na regido fitogeografica amazonica (Flora e Funga do Brasil, 2024). A Amaz6nia Central, uma
sub-regido do bioma amazonico, abrange partes significativas dos estados do Amazonas e Para,
concentrando-se ao longo do Rio Amazonas e seus afluentes (Alianca Aguas Amazonicas,
2024).

Diversas familias botanicas, como Arecaceae, Anacardiaceae, Sapindaceae, Myrtaceae,
Clusiaceae, entre outras, destacam-se por sua relevancia econdmica, sobretudo no que se refere
a producdo de frutos amplamente consumidos na regido Norte do Brasil (Rabelo, 2012).
Espécies de palmeiras amazdnicas, como Euterpe oleracea Mart. (acai), Oenocarpus bataua
Mart. (pataud), Astrocaryum aculeatum G. Mey. (tucumd) e Attalea maripa (Aubl.) Mart.
(inaja), também tem papel fundamental na economia local. Esses frutos séo utilizados tanto no
consumo in natura quanto no processamento agroindustrial, fortalecendo politicas de
conservacao da biodiversidade e promovendo praticas sustentaveis (Pereira, 2015; Berni et al.,
2019).

Além das palmeiras, outras fanerégamas amazonicas, como Theobroma grandiflorum
(Willd. ex Spreng.) K.Schum. (cupuact), Paullinia cupana Kunth (guarana), Spondias mombin
L. (taperebd) e Eugenia stipitata McVaugh (araca-boi), tém ganhado destaque em pesquisas
biotecnoldgicas. Espécies como Garcinia fluviatilis Mouzinho & L. Marinho (bacuri-do-igap0)
e Eugenia patrisii Vahl (ubaia) merecem atencdo pela presenca de compostos bioativos com
potencial quimiopreventivo (Silva et al., 2010). Esses frutos oferecem oportunidade para
descobertas de novos compostos nutricionais e microrganismos associados, especialmente
leveduras, que séo cruciais para processos fermentativos (Almeida 2020).

Considerando a microbiota associada aos frutos amazonicos, composta principalmente
por fungos e bactérias, verifica-se que esta apresenta potencial para a producéo de metabdlitos
bioativos com propriedades antioxidantes e antidiabéticas (Chapla; Biasetto; Aradjo et al.,
2013). No entanto, o conhecimento sobre a diversidade e o potencial desses microrganismos
ainda é limitado, o que ressalta a importancia de estudos voltados para a caracterizacao
microbioldgica (Lindow; Brandl, 2003; Bonatelli, 2012).
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Estudos como de Barros et al., (2022) apontam os biomas brasileiros como fontes ricas
e consistentes de novas espécies ou linhagens de leveduras, destacando-se pelo potencial
biotecnoldgico e pela valorizacéo da biodiversidade local. O uso dessas leveduras na industria
alimenticia ndo s6 valoriza a diversidade microbiana nacional, mas também reduz a
dependéncia de linhagens importadas, possibilitando a criacdo de produtos sustentaveis e com
caracteristicas sensoriais diferenciadas (Philipson; Blair, 1957; Barros et al., 2022; Palladino et
al., 2023).

Adicionalmente, o isolamento de fungos endofiticos € essencial para sua caracterizacao
morfologica e bioquimica, permitindo a analise da diversidade de espécies e o rastreamento de
metabolitos bioativos, com aplicacdes biotecnoldgicas em diversos setores (Hartmann et al.,
2000; Senanayake et al., 2020). Nesse contexto, 0s recursos genéticos e bioquimicos de valor
comercial das leveduras nativas surgem como uma estratégia promissora, capaz de agregar
valor a biodiversidade local, fomentar praticas sustentaveis e promover inovacées na producao
de bens de alto valor agregado. Compreender a origem e 0s impactos ambientais associados ao
uso desses recursos € crucial para garantir um manejo responsavel, alinhando conservacéo
ambiental e desenvolvimento econémico.

Dessa forma, este estudo contribui para o0 avan¢o do conhecimento sobre a diversidade
microbiana da Amazonia e seu potencial biotecnoldgico, com foco na aplicacao de leveduras
nativas na fermentacdo de mostos de T. grandiflorum (cupuacu) e A. aculeatum (tucumad). A
identificacéo e caracterizacdo dessas leveduras permitem reconhecer microrganismos com alta
capacidade fermentativa, favorecendo a valorizacao de ingredientes amazonicos na producao
de bebidas fermentadas. Além de potencializar o aproveitamento de frutos regionais, 0 uso
dessas leveduras contribui para a obtencdo de produtos com perfis sensoriais distintos,
reforcando a importancia da microbiota local nos processos biotecnoldgicos e na agregacdo de

valor a biodiversidade amazonica.
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1.2 Objetivo

1.2.1 Objetivo Geral
e Investigar a biodiversidade e o potencial fermentativo de leveduras isoladas de frutos

nativos da Amazénia Central.

1.2.2 Objetivos Especificos

e |solar e caracterizar por métodos morfologicos, bioquimicos e moleculares leveduras
associadas aos frutos da Amazonia Central;

e Avaliar a diversidade dos isolados;

e Auvaliar a atividade fermentativa de grupos dos isolados;

e Fermentar de 3 a5 isolados para obtencéo de bebidas a base dos frutos da Amazénia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Frutiferas Amazonicas

As plantas frutiferas desempenham um papel importante na manutencao da diversidade
florestal da Amazonia, oferecendo beneficios econdémicos e sociais as comunidades locais
(Portal Amazbnia, 2023). Agricultores familiares da regido integram conhecimentos
tradicionais com inovag@es ao longo do tempo, aprimorando praticas agricolas adaptadas as
condicdes especificas de clima, solo e vegetacdo (Frare; Oliveira; Freitas, 2017). A agricultura
amazonica esta conectada a biodiversidade local, promovendo o uso sustentavel de recursos
naturais, como caga, pesca e extrativismo vegetal (Souza et al., 2023).

O extrativismo de palmeiras, como E. oleracea, O. bataua e A. aculeatum (Figura 1),
destaca-se como uma pratica sustentavel, pois permite a exploracao de frutos sem causar danos
permanentes as plantas e ao meio ambiente. Esses recursos tém sido empregados
comercialmente na producdo de itens como ceras, 6leos, cremes, fibras, palmito, amido entre
outros (Tomlinson, 1990; Santelli et al., 2006). O interesse por compostos derivados de 6leos
e gorduras de palmeiras tem estimulado estudos sobre a bioprospeccédo de espécies amazénicas,
devido aos seus potenciais aplicacdes nas areas farmacéutica, alimenticia e cosmética (Gomes
et al., 2020). Além de sua relevancia econdmica, as palmeiras possuem valor cultural
significativo para as comunidades amazoénicas, desempenhando papel essencial na subsisténcia,
conservacao da biodiversidade e promog¢do do desenvolvimento sustentavel da regido (Silva;
Sevalho; Miranda, 2021).

A biodiversidade amazonica inclui uma variedade de espécies frutiferas de elevado
valor nutricional e funcional (Figura 2). Por exemplo, P. cupana é reconhecida pelo alto teor
de cafeina nas sementes, apresentando propriedades estimulantes e beneficios potenciais a
salde (Schimpl et al., 2013). Da mesma forma, os frutos de S. mombin s&o ricos em vitamina
C e carotenoides, atuando como antioxidante e fortalecendo o sistema imunoldgico (Oliveira et
al., 2008).

Além disso, os frutos de E. oleracea ganharam visibilidade internacional por suas
propriedades nutricionais e classificagio como  "superalimentos”, contribuindo
significativamente para a subsisténcia local e 0 mercado internacional (Smith, 2014). Os frutos
como de E. stipitata tém atraido atencdo cientifica devido ao seu potencial antioxidante e anti-
inflamatdrio, evidenciando relevancia para a saude humana (Araujo et al., 2019; Cunha et al.,
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2019; Garcia et al., 2020; Silva et al., 2021). As espécies como G. fluviatilis e E. patrisii
apresentam compostos bioativos promissores, justificando a necessidade de investigacoes
adicionais no campo da biotecnologia. Esses e outros compostos bioativos encontrados nas
frutiferas amazonicas estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Principais frutiferas amazonicas e seus compostos bioativos.

Fruto Compostos Bioativos Referéncias
P. cupana (Guarana) Cafeina, metilxantinas, taninos, polifenois Schimpl et al. (2013)

S. mombin (Tapereba) Vitamina C, carotenoides, flavonoides (miricetina, Oliveira et al. (2008)
quercetina, kaempferol)

E. stipitata (Araga-boi) ~ Compostos fendlicos, flavonoides, antioxidantes Aragjo et al. (2019);
Cunha et al. (2019)

E. patrisii (Ubaia) Compostos fenolicos, antioxidantes Silva et al. (2021)

G. fluviatilis (Bacuri-do-  Alcaldides, compostos fendlicos Garcia et al. (2020)

igapo)

E. oleracea (Agal) Antocianinas, flavonoides, compostos fendlicos, Smith (2014)
acidos graxos insaturados

O. bataua (Pataua) [-caroteno, fenois, taninos, lipidios, fibras, ferro, Tomlinson (1990); Santelli
cobre, potassio et al. (2006)

A. aculeatum (Tucumd)  PB-caroteno, fitosterois (esqualeno, B-sitosterol), Gomes et al. (2020)
acidos graxos (oleico, palmitico)

A. maripa (Inaja) Compostos fendlicos, B-caroteno, acidos graxos, Henderson, Galeano e
antioxidantes Bernal (1995)

S. ingjai (Pupunharana)  Pouco estudado, potencial antioxidante e bioativo Lorenzi et al. (2004)

Fonte: Elaboracdo propria a partir de Schimpl et al. (2013), Oliveira et al. (2008), Smith (2014), Araljo
etal. (2019), Cunha et al. (2019), Garcia et al. (2020), Silva et al. (2021), Tomlinson (1990), Santelli et
al. (2006), Gomes et al. (2020), Henderson, Galeano e Bernal (1995) e Lorenzi et al. (2004).

Figura 1-Frutos coletados das palmeiras amazonicas
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Legenda: A. Oenocarpus bataua (pataud); B. Attalea maripa (inaja); C. Syagrus inajai (pupunharana);
D. Astrocaryum aculeatum (tucuma); E. Euterpe oleracea (acai).
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Figura 2-Frutos coletados de diferentes espécies frutiferas amazonicas

boi); D. Eugenia patrisii (ubaia); E. Garcinia fluviatilis (bacuri-do-igap0).

2.1.1 Euterpe oleracea Mart. (Acai)

A palmeira E. oleracea (Arecaceae), conhecida popularmente como agcai, é
caracterizada por apresentar um estipe unico cilindrico que pode alcancar até 25 metros de
altura, com coloracdo cinza-escura e cicatrizes aneladas (Rabelo, 2012). Seus frutos, do tipo
drupa, possuem formato globoso, epicarpo fino e liso, adquirindo uma coloragdo negro-
arroxeada quando maduros. A polpa, ou mesocarpo, é pouco volumosa, exibindo coloracado
violacea e espessura reduzida (Flora do Brasil, 2024).

As propriedades benéficas das raizes, foliolos e drupa sdo reconhecidas como fontes ndo
citotoxicas de antioxidantes, com aplicacBes farmacéuticas, nutracéuticas e/ou cosmeéticas
(Brunschwig, 2016). Além disso, o 6leo extraido por meio da formacdo de complexos de
inclusdo de ciclodextrina, demonstra eficAcia como agente antibactericida e contribui para o
desenvolvimento de novos farmacos (Magalhaes et al., 2020).

Os frutos sdo particularmente ricos em antocianinas, compostos que tém sido associados
a modulacdo do metabolismo lipidico no organismo, reduzindo os efeitos do estresse oxidativo,
e apresentam efeitos positivos na regulacdo dos niveis de glicemia (Cedrim; Barros;
Nascimento, 2018). Estudos indicam que o consumo de acai exerce um efeito protetor em
pacientes com hipertensdo, reduzindo a frequéncia cardiaca e também melhora o desempenho
fisico, aumentando a funcdo vascular (Soares et al., 2020; Muto et al., 2021).
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2.1.2 Oenocarpus bataua Mart. (Pataud)

A palmeira de O. bataua (Arecaceae) pode atingir até 25 metros de altura, apresenta
estipes com cicatrizes anelares (Rabelo, 2012). A prética de manejo tradicional do pataug,
através da producdo extrativista é uma alternativa para a economia florestal de baixo carbono,
contribuindo para a preservacdo da floresta e para a geracdo de renda local. Um exemplo
emblematico dessa pratica € a extracdo do 6leo conhecido como "Azeite da Amazonia"”, cujo
potencial econdmico tem despertado interesse crescente (Ambiente Brasil, 2023).

Os frutos séo elipsoides, de coloracdo arroxeada escura e superficie lisa, ricos em
nutrientes, especialmente aminoacidos e gorduras insaturadas, fundamentais para a salude
humana (Mushtaq et al., 2019; Serra et al., 2019). Na Amazonia, além de seu uso culinario,
eles desempenham um papel importante na medicina tradicional, onde sdo macerados para o
tratamento de malaria, representando uma op¢do acessivel e de baixo custo em regides tropicais
(Montufar et al., 2016). Esses frutos também séo usados na producédo de vinhos naturais nao
alcoolicos, juntamente com frutas amazonicas como E. oleracea, o que fortalece a valorizagédo

dos produtos regionais e o desenvolvimento cultural local (Rabelo, 2012).

2.1.3 Astrocaryum aculeatum G. Mey. (Tucuma)

Entre as palmeiras da regido amazénica, A. aculeatum (Arecaceae), conhecida como
tucuma. Dispde de estipe frequentemente marcado por espinhos e cicatrizes anelares, dispondo
de frutos ovoides que variam de cor entre verde-clara e amarelada ricos em 6leo (Rabelo, 2012).

A conservacdo do tucuma e de seu habitat natural € essencial para garantir a
sustentabilidade de seu uso (Santos et al., 2015). O seu fruto possui uma rica variabilidade de
compostos quimicos, incluindo B-carotenoides, fitoesterdis como esqualeno e B-sitosterol, além
de acidos graxos como o &cido oleico e o &cido palmitico (Gomes et al., 2020; Medeiros et al.,
2022). E um dos frutos mais consumidos na regido amazonica, pois esté associado a uma melhor
salde e longevidade, sendo considerado um importante recurso etnofarmacolégico. Além disso,
é eficaz na prevencdo de doencas vasculares, inflamatérias e cerebrais, podendo ser utilizado
como suplemento nutracéutico (Jantsch et al., 2021).

Estudos cientificos destacam que a casca calcificada do fruto do tucuméd pode ser
utilizada como catalisador na sintese de biodiesel, com capacidade de reutilizacdo por até cinco

vezes (Mendonca et al., 2019).
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2.1.4 Attalea maripa (Aubl.) Mart. (Inaja)

A palmeira A. maripa (Arecaceae), conhecida como inaja, mede até 25 metros de altura
e dispde de frutos elipsoides de coloracdo marrom (Flora e Funga do Brasil 2024). Estudos
evidenciam sua importancia como fonte alimentar, contribuindo de forma significativa para o
sustento das comunidades locais na regido amazonica (Portal Amazonia, 2023; UOU, 2023).

De acordo com Shanley; Medina (2005), a versatilidade da polpa, pode ser consumida
in natura ou utilizada na preparacdo de iguarias, como bebidas, mingaus e doces. Além disso,
0 6leo extraido dos frutos, com seu sabor caracteristico e coloracdo vibrante, tem despertado
interesse em aplicacbes industriais, destacando-se, inclusive, na producdo de margarina,
conforme constatado por Oliveira, Pedro et al., (2021).

Os estudos de Barbi et al., (2019) aprofundam a analise da composi¢do quimica do dleo
de inaja, evidenciando sua riqueza em compostos fenodlicos, B-caroteno e 4cidos graxos, além
de sua notavel estabilidade térmica e propriedades protetoras contra agentes patogénicos e
fatores ambientais adversos. Pesquisas, como a de Silva et al., (2021), destacam o potencial

antioxidante dos subprodutos do processamento do 6leo, como as proantocianidinas.

2.1.5 Syagrus inajai (Spruce) Becc. (Pupunharana)

A arvore de Syagrus inajai (Arecaceae), conhecida como pupunharana ou pupunha-
brava, € caracterizada por um estipe Unico que pode atingir até 23 metros de altura, com frutos
em formato elipsoides, lisos e de coloracdo amarelo-alaranjada quando maduros (Miranda;
Rabelo, 2008). Esta espécie ¢ valorizada pelas comunidades locais, que consomem seus frutos
frequentemente in natura e utilizam o endocarpo em confeccdo de objetos decorativos
artesanais. Adicionalmente, o estipe da palmeira é empregado na fabricagdo de arcos para
flechas pelos povos indigenas, evidenciando sua significativa importancia cultural e utilidade
pratica ao longo do tempo (Miranda; Rabelo, 2008).

Embora exista um conhecimento e uso tradicional por parte das comunidades locais, 0s
recursos da pupunharana séo explorados em pequena escala, com pouca investigacao sobre seus
compostos bioativos (Marcomini, 2013). As informacdes detalhadas sobre a composicéo de
frutas nativas, como a S. inajai, sdo fundamentais para impulsionar o mercado econdmico

regional. Esses dados sdo fundamentais para o controle de qualidade, seguranca alimentar e
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adequacao da ingestdo de nutrientes para a populacdo, conforme destacado por Becker et al.,
(2018).

2.1.6 Paullinia cupana Kunth (Guarand)

A trepadeira P. cupana (Sapindaceae), conhecida popularmente como guarana, se
destaca por suas pequenas gavinhas e frutos globosos e brilhantes (Rabelo, 2012). Reconhecida
em varias culturas por suas propriedades estimulantes, afrodisiacas e adstringentes, o guarana
é uma parte essencial da diversidade encontrada na floresta amazonica. Antigamente, o rizoma
do guarana era utilizado em chés por culturas amazénicas, porém, com o avanco tecnologico,
suas sementes sdo agora moidas e comercializadas em forma de pd, comprimidos e/ou capsulas
(Patricio et al., 2019).

As industrias de refrigerantes no Brasil fazem uso das sementes do guarand em suas
formulacGes (Marques et al., 2019). Estas possuem funcdes farmacologicas, incluindo
atividades antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas, estimulantes, cognitivas, além de
proporcionar protecdo hepética e auxiliar na perda de peso (Marques et al., 2019). Estudos
também demonstraram que o co-encapsulamento do extrato de guarana com probiéticos pode
reduzir o estresse oxidativo nas células gastrointestinais (Silva et al., 2022).

Trabalhos cientificos evidenciam que concentracGes de extratos de guaranad exercem
efeitos protetores contra danos induzidos pela acroleina e podem ser utilizados como terapia
complementar para reduzir a inflamacdo associada a lipotoxicidade (Bittencourt, 2020; Ruchel
et al, 2021). Além disso, os polifenois presentes no guarand possuem a capacidade de inibir as
atividades o-glucosidase e a-amilase, 0 que o torna um potencial fonte alimentar com
propriedades anti-hiperglicémicas (Silva et al., 2018). Essas ac¢des sdo atribuidas ao alto teor de
metilxantinas e taninos presentes nas sementes de guarana (Marques et al., 2019).

Analises da concentracdo de compostos quimicos em bebidas energéticas a base de
guarana mostram conformidade com as normas estabelecidas pela Quimica Verde, o que
representa um grande potencial econdmico na producao de bebidas ndo alcodlicas e energéticas
(Marques et al., 2019; Silva et al., 2021).
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2.1.7 Spondias mombin L. (Taperebd)

A éarvore de S. mombin (Anacardiaceae), conhecida popularmente como caja-mirim,
cajazeiro, taperebd, imbuzeiro-tapereba ou simplesmente caja, pode atingir até 30 metros de
altura. Seus frutos sdo ovoides, lisos, de coloracdo amarelo-alaranjada e aroma agradavel,
dispostos em cachos na arvore (Rabelo, 2012).

O fruto é utilizado em preparacdes culindrias como vinhos naturais ndo alcoolicos,
doces, geleias e licores, também, demonstrou atividades moluscicidas e antivirais (Carvalho,
2006). De acordo com Dantas et al., (2019), os compostos antioxidantes presentes no tapereba
ajudam na prevencéo de doencas cronicas.

A composicdo quimica do tapereba inclui flavonoides como miricetina, quercetina e
kaempferol, reconhecidos por suas propriedades antioxidantes (Neri-Numa et al., 2013a). Esses
compostos bioativos sdo importantes na neutralizacdo de radicais livres, contribuindo para a
reducdo do risco de doencas degenerativas. Além disso, a mistura de taperebd com o murici
resulta em produtos com caracteristicas bioativas e antioxidantes superiores, ressaltando a

versatilidade e potencial de uso dessa fruta em combinagdes alimentares (Aniceto et al., 2021).

2.1.8 Eugenia stipitata McVaugh (Araca-boi)

A arvore ou arvoreta de E. stipitata (Myrtaceae), pode atingir até 18 metros de altura,
dispde de frutos caracterizados por serem bagas globosas de cor verde a amarela (Flora e Funga
do Brasil, 2024). Sdo amplamente reconhecidos na regido como araca-boi, conforme descrito
por Rabelo (2012) e Souza, et al., (2018). A polpa é frequentemente utilizada na producéo de
sucos, sorvetes, geleias e frisantes sendo apreciada tanto por seu sabor, quanto por seu valor
nutritivo (Kinupp; Lorenzi, 2014).

Estudos conduzidos por Neri-Numa, et al., (2013b) e Aradjo et al., (2019) destacam que
esses frutos sdo ricos em fibras, minerais, carotenoides e compostos fenolicos, como miricetina,
quercetina e acido galico, além de vitaminas e sais minerais. De acordo com Aradjo, et al.,
(2021b), as sementes do fruto possuem uma capacidade antioxidante significativa, devido ao

seu alto teor de polifenois, que permanecem ativos mesmo apos o0 processo digestivo.



21

2.1.9 Eugenia patrisii Vahl (Ubaia)

A frutifera E. patrisii (Myrtaceae) pode alcancar até 8 metros de altura, apresentando
frutos globosos, vermelhos, lisos e de sabor adocicado, conforme descrito por Souza (2015). A
auséncia de um cultivo estruturado mantém a ubaia classificada como "fruto silvestre",
evidenciando uma lacuna significativa em termos de pesquisa e documentacdo sobre essa
espéecie (Cavalcante, 2010). No entanto, estudos de Pacheco et al. (2021) apontam que a
producdo de E. patrisii pode ser consideravelmente aprimorada com a adocéo de técnicas de
manejo adequadas e adubacdo organica, resultando em um desenvolvimento vegetativo
vigoroso e maior produtividade de frutos. Aliado a precocidade da frutificacdo, esse processo
favorece a diversificacdo de pomares, beneficiando tanto a oferta de frutos para a alimentagéo
humana quanto a conservagdo dos recursos naturais da Amazonia.

Além disso, Jer6bnimo et al. (2021) destacam que os 6leos essenciais extraidos dessa
planta possuem atividades antioxidantes e uma notavel acao citotdxica sobre células de pulmao,
colon, estbmago e melanoma, sugerindo seu grande potencial no desenvolvimento de terapias
fitoterapicas. Nesse contexto, Cruz et al. (2022) ressaltam o elevado teor de 6xido de (E)-
cariofileno e cariofileno no 6leo essencial da E. patrisii, sugerindo seu potencial como fonte de

compostos com propriedades anticancerigenas e anestésicas.

2.1.10 Garcinia fluviatilis Mouzinho & L. Marinho (Bacuri-do-igapd/Bacuripari)

A érvore de G. fluviatilis (Clusiaceae) pode atingir até 10 m de altura, popularmente
conhecida como bacuri-do-igapé ou bacuripari, com frutos globosos amarelo-alaranjado e
endocarpo branco com sabor acido-doce (Rabelo, 2012). A polpa desse fruto pode ser utilizada
na culinaria para doces e sorvetes, enquanto as sementes junto com a polpa podem se tornar
uma bebida como frisantes (Kinupp; Lorenzi, 2014).

A espécie de G. fluviatilis foi proposta recentemente, em 2019, e direcionou o
entendimento de outras duas espécies antes reportadas para a Amazénia, sendo elas, G.
brasiliensis Mart. e G. gardneriana (Planch. & Triana) Zappi que atualmente foram
consideradas restritas para a Floresta Atlantica (Mouzinho et al., 2022). Vale ressaltar que
género Garcinia é conhecido por abrigar uma diversidade de metabdlitos bioativos, incluindo

compostos com propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e anticancerigenas (Lim, 2012).
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2.2 Leveduras Fermentativas

As leveduras sdo fungos unicelulares que atualmente estdo classificados em dois
grandes filos (Ascomycota e Basidiomycota) do reino Fungi e dominio Eukarya (Kurtzman,
Fell, & Boekhout, 2011). Esses organismos sdo altamente versateis pois ocupam diferentes
ambientes, incluindo solo, agua, plantas e animais, estabelecendo interacdes simbidticas ou
parasitarias com hospedeiros, como a pele e o trato intestinal de diversos seres vivos (Montes
de Oca et al., 2016).

A reproducéo das leveduras ocorre predominantemente por brotamento ou fisséo, e, em
seus estagios sexuais, elas ndo formam corpos frutiferos tipicos, como ocorre em outros grupos
de fungos (Boulton; Quain, 2001). A identificacdo dos microrganismos leveduriformes pode
ser realizada com base em caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, imunoldgicas e técnicas
avancgadas de biologia molecular (Santos, 2020).

As leveduras tém desempenhado um papel importante na vida humana ha milhares de
anos, sendo fundamentais em processos industriais como na producdo de cervejas, vinhos
fermentados alcodlicos, cidras, saqué, destilados, paes e queijos (Kurtzman; Fell; Boekhout,
2011). Também, fornecem bases para inovacGes biotecnoldgicas em areas como a producao de
bioetanol e enzimas. Além disso, contribuem para pesquisas farmacéuticas e gendmicas que €
evidenciada pela capacidade de produzir biomoléculas de interesse (Santos, 2020).

Um aspecto de destaque nesse contexto € o papel da fermentagdo, um processo
bioquimico no qual aglcares sdo convertidos em &lcool, diéxido de carbono e outros
metabolitos secundarios, contribuindo para a otimizacdo dos processos industriais € a melhoria
da qualidade dos produtos finais (Moreira et al., 2015; Oliveira, Francyslayne; Sampaio;
Oliveira, Bruno, 2021). Durante esse processo, moléculas de piruvato sdo metabolizadas,
gerando didxido de carbono e acetaldeido, que posteriormente sdo reduzidos a etanol,
evidenciando a relevancia desse mecanismo para o desenvolvimento de alimentos fermentados
de alto valor agregado. Nesse sentido, a diversidade gendmica e fenotipica das leveduras sugere
a existéncia de papéis ecoldgicos distintos, o que torna ainda mais crucial a investigacao de sua
ecologia e distribuicdo, areas que permanecem pouco exploradas e que podem oferecer novos
insights sobre as interagOes e funcdes desses microrganismos em ambientes fermentativos
(Spurley et al., 2022).

A espécie Saccharomyces cerevisiae € especialmente notavel entre os fungos

leveduriformes, devido a sua fisiologia singular e ao seu papel essencial na fermentagédo de
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alimentos e processos industriais (Johnson; Chavarri-Erasun, 2022). De acordo com Barbosa;
Costa; Simiqueli, (2022) a capacidade fermentativa e enzimatica de S. cerevisiae é essencial
em processos industriais, onde enzimas como invertase, pectinase e amilase séo amplamente
utilizadas na hidrolise de acglcares e amidos, aprimorando a textura e o sabor dos produtos
alimenticios. Entretanto, as leveduras ndo-Saccharomyces, com suas caracteristicas
metabolicas distintas, sdo amplamente utilizadas em processos fermentativos para gerar
diferentes produtos. Algumas espécies, como Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia
pulcherrima e Torulaspora delbrueckii, tém sido empregadas na vinificacdo para modular o
perfil sensorial dos vinhos, contribuindo para a producdo de ésteres e &cidos organicos. Ja
Pichia kudriavzevii e Meyerozyma guilliermondii demonstraram potencial na fermentacao de
frutas tropicais, favorecendo a formacdo de compostos arométicos. Além disso, algumas
leveduras ndo convencionais séo exploradas na producao de cervejas artesanais e fermentacdes
ndo alcodlicas, devido a sua capacidade de influenciar caracteristicas como acidez, corpo e
estabilidade microbioldgica dos produtos. Embora possam impactar a qualidade sensorial dos
vinhos, eram historicamente tratadas como contaminantes, sendo priorizada sua eliminacéo ou
manutencdo em baixas concentragdes (Maicas, 2020).

Entre essas leveduras ndo-Saccharomyces, especies como Torulaspora delbrueckii,
Metschnikowia pulcherrima, Schizosaccharomyces pombe e Saccharomycodes ludwigii,
modificam o sabor do vinho e a formagdo de espuma devido ao perfil de aminodcidos, a
concentracdo de aménia, compostos aromaticos voldteis, glicerol e proteinas (lvit; Kemp,
2018). Adicionalmente, estudos envolvendo os géneros Pichia, Hanseniaspora e Candida,
isolados de frutas variadas, destacaram sua importancia para fermentacéo (Diaz-Mufioz; Vuyst,
2021).

De acordo com Nisiotou et al., (2018) o uso de leveduras indigenas ndo-Saccharomyces
com boas caracteristicas enolégicas, podem trazer maior diversidade aos vinhos regionais e
acrescentar tragos distintivos que refletem o territdrio regional. Corroborando, Palladino et al.,
(2023) destacam que as leveduras brasileiras apresentam caracteristicas fisioldgicas e
metabdlicas diversificadas, com potencial significativo para a inddstria de alimentos,
permitindo a criacdo de sabores, aromas e texturas Unicas. Além de atender as crescentes
demandas por produtos personalizados e saudaveis, essas leveduras promovem a valorizagao

de residuos agroindustriais.
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2.3 Bebida Fermentada por Leveduras

A crescente demanda por uma dieta diversificada, baseada em fontes alimentares
saudaveis com elevado valor nutricional, econémico e socioambiental, tem impulsionado o
interesse por alimentos originarios da Amazo6nia como parte da alimentacdo da populagédo
(Guimaraes et al., 2020), isso € uma oportunidade, mas também um desafio para as industrias
alimenticias, demandadas a produzir alimentos que sejam simultaneamente funcionais e
saborosos, enquanto empregam técnicas capazes de reduzir as atividades microbianas e
enzimaticas responsaveis pela deterioracdo e perda de propriedades bioativas dos produtos
(Araujo et al., 2021a; Souza et al., 2022).

A producdo de bebidas alcoolicas fermentadas a partir de frutos apresenta-se como uma
estratégia eficaz para agregar valor nutricional e funcional aos produtos, além de ampliar sua
vida util (Marshall; Mejia, 2011). Durante a fermentagdo, ocorrem modificagdes bioquimicas
na matéria-prima, resultando na liberacdo de nutrientes, formacdo de compostos bioativos e
alteracdo das propriedades fisico-quimicas e sensoriais das bebidas (Swami et al., 2014;
Guimennaet al., 2016). O metabolismo das leveduras desempenha um papel fundamental nesse
processo, influenciando caracteristicas como o perfil aromatico e a capacidade antioxidante do
produto final (Bovo et al., 2018; Campos-Garcia et al., 2018; Souza et al., 2022).

A fermentacdo ndo apenas agrega valor aos produtos regionais e ndo convencionais
encontrados na AmazoOnia, mas também pode reduzir a necessidade de refrigeracdo ao
modificar as caracteristicas do alimento e aumentar sua estabilidade microbiolégica (Souza et
al., 2022). Além disso, a capacidade fermentativa das leveduras fornece informacdes essenciais
sobre o desempenho do processo e a qualidade do produto final, permitindo otimizacGes em
parametros fermentativos e controle das caracteristicas sensoriais e bioquimicas da bebida
(Boulton; Quain, 2001).

Considerando a vasta biodiversidade da regido amazé6nica, ha um grande potencial para
a descoberta de novas espécies de leveduras associadas aos frutos amazénicos, o que abre um
campo promissor para a biotecnologia alimentar (Silva et al., 2023). A interagdo entre as
leveduras e esses frutos destaca-se como uma area estratégica de pesquisa, especialmente no
desenvolvimento de processos fermentativos inovadores.

No entanto, os estudos sobre o valor nutricional dos frutos ndo convencionais ainda sao
incipientes, especialmente no que diz respeito a caracterizacdo de seus compostos bioativos, o

que limita sua promocéo e a ampliacdo de seu consumo (Souza et al., 2022). Diante disso, a
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continuidade das pesquisas nessas areas é crucial para explorar o potencial desses frutos tanto
na nutricdo humana quanto na industria alimenticia. Tais investigacfes podem ndo apenas
agregar valor aos produtos regionais, mas também contribuir para a diversificacdo da oferta de
bebidas fermentadas, ampliando o mercado e promovendo o uso sustentavel dos recursos
naturais amazonicos.

Evidentemente, a colaboracdo entre academia, industria e 6rgdos reguladores é
fundamental para garantir a exploracdo plena desse potencial, assegurar o cumprimento de
padrGes de seguranca e qualidade, e fomentar a inovacdo sustentavel no setor alimenticio
(Palladino et al., 2023)."
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta e Isolamento

Os frutos utilizados neste estudo foram coletados em diferentes locais do estado do
Amazonas. Os frutos de E. oleracea, Syagrus inajai, A. maripa; S. mombin, E. stipitata, G.
fluviatilis e E. patrisii foram coletados no campus da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM), em Manaus, Amazonas. Os frutos da P. cupana foram coletados em Maués,
Amazonas, enquanto os frutos de O. bataua e A. aculeatum foram coletados em Presidente
Figueiredo, Amazonas.

As coletas ocorreram em diferentes meses ao longo dos anos 2022 e 2023, de acordo
com o periodo de frutificacdo e dispersdo de cada espécie. Utilizaram-se equipamentos
especificos para coleta e armazenamento. As exsicatas das plantas frutiferas das quais foram
isoladas as leveduras fermentativas foram incorporadas ao Herbario INPA sob os nimeros de
tombamento INPA 300004; INPA 300005; INPA 300006; INPA 300007; INPA 300008 (Figura
3). O acesso ao patriménio genético foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero de
cadastro 52801.

Cada fruto foi submetido ao processo de higienizacdo para garantir a eliminacédo de
microrganismos indesejados. Inicialmente, os frutos foram lavados com agua corrente e sabéo
neutro, utilizando uma esponja estéril para remover sujidades superficiais. Em seguida, foram
submetidos a assepsia em camara de fluxo laminar descontaminada nos seguintes passos:
imersdo em etanol 70% por 60 segundos, hipoclorito de s6dio 3% por 180 segundos, etanol
70% por 30 segundos e, finalmente, agua destilada autoclavada por 30 segundos (Souza et al.,
2004).

Para a obtencdo de leveduras, foram empregados dois métodos distintos e nao
correlacionados para o isolamento microbiano, designados como Método 1 (MI) e Método 2
(MI1). Inicialmente, utilizou-se MI (Figura 4A), no entanto, este ndo produziu os resultados
esperados de obter individuos leveduriformes dos frutos. Assim, foi implementado o MlI
(Figura 4B) como uma abordagem alternativa para garantir um isolamento de leveduras mais

direcionado.
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Figura 3-Espécimes das frutiferas testemunhos analisados para o isolamento de leveduras
fermentativas

Legenda: Exsicatas depositadas no Herbario INPA

Para a MI, foram utilizadas as diferentes estruturas dos frutos (epicarpo (casca),
mesocarpo (polpa) e semente) separando-os com auxilio de estiletes, pincas e placas de Petri
estéreis e dispostos e categorizados conforme as estruturas especificas dos frutos. Quatro
fragmentos de cada estrutura foram inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) e meio de cultura Sabouraud (SB) ambos suplementados com
antibidticos (ampicilina) com uma concentracdo de 100 pg/mL. As inoculagdes foram
realizadas em triplicata para cada meio de cultura e para cada estrutura do fruto. Entdo o
material foi mantido em estufa a 26 °C até o crescimento das col6nias microbianas.

Apbs 48 horas as placas que apresentaram leveduras foram submetidas a etapa de
repicagem em tubos de ensaio contendo 0 meio correspondente ao seu crescimento, sem a
presenca de antibidticos e transferidos para estufa BOD a 26 °C por um periodo de 48 a 72
horas. Apos a incubacéo, as culturas foram novamente repicadas para placas de Petri, a fim de
permitir a continuidade do crescimento e a subsequente andlise microbiana, pureza e
preservacao.

Os procedimentos do MII para a higienizacdo e assepsia dos frutos foram realizados
conforme descrito no MI. Depois da assepsia dos frutos, foram retirados o epicarpo e

mesocarpo, e ambos foram pesados em balanca digital portatil com auxilio de uma placa de
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Petri autoclavada e balanca previamente tarada para garantir a seguranca da assepsia. Foi
determinada a propor¢do de 1 g de material vegetal para cada 1 mL de &gua destilada
autoclavada. Esta preparacdo foi triturada em um mixer Philips Walita 400W por 5 a 10
minutos, até obter uma mistura homogénea. Posteriormente, 40 ml desse composto
(fruto+agua) foi transferida para tubos Falcon de 50 mL esterilizados e incubados em uma BOD
a 26 °C por 48 horas. Apds esse tempo, com auxilio de uma micropipeta e uma ponteira
esterilizada, foram retirados 50 pl da mistura e inoculados em placas de Petri contendo meio de
cultura BDA suplementado com antibiético. Com auxilio de uma alca de Drigalski, a mistura
foi uniformemente espalhada sobre a superficie do meio de cultura para garantir uma
distribuicdo homogénea. As placas foram entdo transferidas para uma incubadora do tipo BOD,
mantida a 26 °C, e incubadas por um periodo adicional de 48 a 72 horas. Todos os isolados de
leveduras foram submetidos a cultivo em meio BDA e SB para verificar se 0 meio de cultivo

influencia no isolamento.

Figura 4-Métodos Ml e MII

Legenda: A. Processo de isolamento de microrganismo com MI, B. Processo de isolamento de
microrganismo com MII.
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3.2 Caracterizacdo Morfoldgica e Bioquimica dos Isolados e Preservacao

A pureza dos isolados foi confirmada por analises micromorfologicas. A anélise
macroscopica foi realizada por meio da observacao das col6nias quanto a superficie, cor, forma,
borda e elevacdo, conforme descrito por Madigan et al. (2010), utilizando um
estereomicroscopio binocular. A analise micromorfoldgica foi efetuada por meio de coloracéo
de Gram como mostra a Figura 5 (Tortora; Funke; Case, 2013), seguindo as etapas descritas a

sequir:




=
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3
4
5.
6
7
8
9

Pipetar 10 yuL do meio SB com o microrganismo isolado previamente, reativado 48
horas antes, incubado em estufa BOD a 28 £ 2 °C;

Deixar o material secar a temperatura ambiente;

Corar com violeta de cristal por 60 segundos;

Lavar com solucéo salina e deixar secar;

Cobrir a lamina com solucéo de iodo de Gram (ou Lugol) por 60 segundos;

Lavar novamente com solucdo salina e deixar secar;

Lavar com &lcool a 95% ou acetona para descolorir;

Lavar novamente com solucdo salina e deixar secar;

Cobrir com Safranina por 60 segundos;

10. Lavar com solucdo salina, secar e observar sob o microscopio éptico.

Figura 5-Coloracdo de Gram dos isolados
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Legenda: Laminas dos isolados feitas com a coloragdo Gram.
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O procedimento possibilitou observar a presenca de brotamento e classificar as

caracteristicas distintivas das leveduras em relagéo ao tamanho, forma e reproducéo, permitindo

uma andlise mais detalhada de sua estrutura celular e identificacdo morfolégica. Também

permitiu avaliar a pureza das coldnias, identificando possiveis contaminacdes por outros

microrganismos. A morfologia das col6nias e das células leveduriformes foi comparada com

dados da literatura especializada.

Para a etapa de purificacdo das leveduras, foi empregada a metodologia descrita por

Souza et al., (2004), com adaptacOes especificas. As leveduras purificadas foram conservadas

em triplicata utilizando o método de criopreservacdo com glicerol a 20%, conforme descrito
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por Costa et al., (2009). Esse método de conservacao permite manter a viabilidade das leveduras
por longos periodos de tempo, garantindo sua estabilidade genética e funcional.

Todos os isolados foram devidamente preservados e incorporados a colecdo de fungos
do Laboratdrio de Bioensaios e Microrganismos da Amazonia (LaBMicrA), localizado na
Central Analitica da UFAM.

3.3 Avaliagéo do Potencial Fermentativo das Leveduras Isoladas

O teste de fermentacdo seguiu os procedimentos descritos por Silva (1996) e Lacaz et
al., (1998), com adaptacGes especificas do laboratério. Para realiza-lo, uma coldnia pura de
levedura foi retirada e inoculada em tubos de ensaio de vidro com tampa de rosca. Dentro dos
tubos foram colocados tubos de Durham invertidos e adicionados 10 mL de meio liquido YPD
(extrato de levedura e peptona a 20 g/L), acrescido de 2% da fonte de carbono a ser testada,
incluindo glicose, sacarose, maltose, frutose e o caldo LST (Lauril Sulfato Triptose), conforme

ilustrado na Figura 6.

Figura 6-Esquema para o teste de fermentacao
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Legenda: Relacdo da fonte de carbono usada para o teste de fermentacdo das leveduras isoladas e seus
respectivos valores.

Todas as leveduras isoladas foram submetidas ao teste de fermentacdo com diferentes
fontes de carbono. Entre os monossacarideos, foram utilizados glicose (CsH1206) € frutose
(CsH1206), que se diferenciam pela estrutura de seis e cinco atomos de carbono em anel,

respectivamente. Foram também testados os dissacarideos sacarose (Ci2H22011) e maltose
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(Ci12H22011). Além disso, o meio LST foi incluido para identificar microrganismos com
capacidade de metabolizar lactose, fornecendo uma avaliacdo adicional da versatilidade
fermentativa das leveduras devido a sua composic¢do seletiva.

O experimento foi realizado em triplicata, com leituras diérias durante 15 dias apos a
inoculacdo. A capacidade fermentativa foi avaliada pela producéo de gas nos tubos de Durham,
com as seguintes pontuacdes: 0 para auséncia de gas, 1 para preenchimento de 1/3 do volume
do tubo com gés, 2 para preenchimento de 2/3 e 3 para tubo completamente cheio de gas. Com
base nesses dados, foi possivel avaliar preliminarmente a capacidade fermentativa das

leveduras em cada fonte de carbono testada.

3.4 Extracdo de DNA

A andlise molecular foi iniciada com a extracdo de DNA das leveduras, seguindo o
protocolo descrito por Vicente et al. (2008), com adaptac@es especificas para as condi¢des do
laboratdrio. As linhagens selecionadas foram cultivadas em tubos contendo 10 mL de meio SB,
incubados a 28 + 2 °C por um periodo de 48 a 72 horas. A extracdo do DNA gendmico total foi
realizada utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA), seguindo o0
protocolo “Isolation of Genomic DNA from Yeast Cultures or Plant Tissue”, conforme as
instrucdes fornecidas pelo fabricante.

O sucesso da extracdo e integridade do DNA total foram avaliadas por eletroforese em
gel de agarose a 0,8% (m/v), em tampdo TBE 0,5%, contendo brometo de etidio a uma
concentracdo final de 0,5 pg/mL (Souza et al., 2004). A eletroforese foi conduzida utilizando a
fonte de alimentacdo PW200 (PWSYS, Brasil), configurada para aplicacdo de 140 V, 400 mA

de corrente e poténcia de 120W, durante 60 minutos.

3.5 Amplificacdo do gene ITS e purificacédo

O DNA total extraido foi utilizado como molde para amplificacdo do gene ITS através
de ReagBes em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando o kit HS™ Tag DNA Polymerase
(Sinapse Inc., Brasil) e primers ITS1-forward (5-TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG-3") ¢
ITS4-reverse (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3"). As reagdes para cada amostra foram
preparadas para um volume final de 25 uL, com os seguintes componentes: 15,3 pL de dgua
MilliQ, 2,5 pL de tampdo Mg?* Plus, 1 uL de Desoxirribonucleotideos Fosfatados (ANTPs) a 5
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mM, 2 pL de primers ITS1 (3,8 uM) e ITS4 (3,8 uM), 0,2 puL de Taq DNA Polimerase (5
U/uL) e 2 pL de amostra. A amplificacdo ocorreu em termociclador Veriti™ Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific, EUA) sob as seguintes condicdes: inicializacdo a 94°C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 59°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, com uma etapa final de extensdo a 72°C por
10 minutos.

A andlise dos produtos de PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%
(m/v) em tampdo TBE 0,5%, contendo brometo de etidio a uma concentracdo final de 0,5
pg/mL (Souzaet al., 2004). A corrida eletroforética ocorreu com uso da fonte PW200 (PWSYS,
Brasil) configurada para aplicacédo de tensao de 140 V, corrente de 400 mA e poténcia de 120W,
durante 60 minutos. Para estimativa do tamanho molecular, foi utilizado o marcador 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen, EUA). A visualizagdo e fotodocumentagdo foram realizadas em
fotodocumentador L-Pix Chemi (Loccus, Brasil).

Apds amplificacdo e visualizacao, os produtos de PCR foram purificados utilizando o
kit EXoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific, EUA), conforme
as instrucbes do fabricante, com intuito de remover primers livres e nucleotideos néo

incorporados.

3.6 Sequenciamento

As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit BigDye® Terminator
v3.1 (Thermo Fisher Scientific, EUA) para ambos os primers (ITS1 e ITS4), separadamente. A
reacao teve um volume final de 10 pL, com os seguintes componentes: 2 uL de agua MilliQ,
1,5 pL de tampéo de sequenciamento (5x), 1 pL de primer (3,2 uM), 0,5 puL de BigDye
Terminator Mix e 5 pL do produto de PCR purificado. A termociclagem para sequenciamento
foi conduzida com os seguintes ciclos: 96°C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos de 96°C por 10
segundos, 50°C por 10 segundos e 60°C por 4 minutos. Ap6s a reacdo de sequenciamento, 0s
produtos foram purificados por meio de precipitacdo com EDTA e Etanol. As leituras foram
realizadas em sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, EUA).
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3.7 Processamento e montagem de sequéncias

Ap0s o0 sequenciamento, cada amostra resultou em um par de arquivos no formato AB1,
um contendo as sequéncias dirigidas pelo primer ITS1 e outro as sequéncias dirigidas pelo
primer 1TS4. O processamento das sequéncias foi conduzido utilizando o programa BioEdit
(versdo 5.0.9). Os arquivos de cromatogramas brutos (formato AB1) foram inspecionados
manualmente para garantir a qualidade das sequéncias a serem utilizadas nas proximas anélises.
Foram removidas as regides iniciais e terminais com baixa qualidade, incluindo aquelas
correspondentes aos primers utilizados durante a amplificacdo. Adicionalmente, as bases
degeneradas identificadas nas sequéncias foram substituidas por bases nucleotidicas nédo
determinadas, representadas pelo simbolo "N".

Para montagem de contigs, todas as sequéncias construidas a partir do primer ITS4
foram convertidas em seu reverso complemento. Em seguida, as sequéncias complementares
(ITS1 e ITS4) foram submetidas a montagem por meio da ferramenta Contig Assembly
Program — CAP (Huang, 1992). Nos casos em que a montagem nao foi viavel devido a auséncia
de sobreposicéo suficiente entre as sequéncias, a sequéncia com maior extenséo e qualidade foi

selecionada para as analises subsequentes.

3.8 Classificacdo taxonémica

ApOs processamento e montagem, 0s contigs e sequéncias ndo montadas foram
submetidas a analise de classificacdo taxonémica utilizando a plataforma UNITE (Kdljalg et
al., 2020; Abarenkov et al., 2023), empregando a base dados UNITE Species Hypothesis
(versdo 8.2). A classificacdo foi realizada por meio de busca do tipo BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) utilizando os parametros padrdo (default) da plataforma. Para
classificacdo taxondmica, foram avaliados todos os resultados da saida padrdo — 30 matchs.
Foram consideradas classificacdes a nivel de espécie, quando todos os matchs resultaram na
mesma espécie, com uma porcentagem de similaridade > 96% e um E-value = 0.0. Quando a
sequéncia submetida foi relacionada a mais de um taxon, com porcentagem de similaridade >

96% e E-vale = 0.0, a classificacéo foi restrita a relagcdo taxondmica mais proxima entre a taxa.

3.9 Analise filogenética
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Todas as sequéncias submetidas a classificagdo taxondmica foram alinhadas pelo
algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004), utilizando os parametros padrdo disponiveis no programa
MEGA11 (Tamura; Stecher; Kumar, 2021). Com base no alinhamento, foram selecionadas
regides tanto conservadas quanto informativas para inferéncia filogenética. Essas sequéncias
alinhadas e curadas, foram submetidas ao servidor web 1Q-TREE (Trifinopoulos et al., 2016)
para avaliacdo do modelo evolutivo mais adequado para a anélise filogenética.

Em seguida, foi construida a arvore filogenética a partir das sequéncias alinhadas e
curadas. Para isso foi utilizado o programa MEGA11 (Tamura; Stecher; Kumar, 2021), método
de Maxima Verossimilhanca, modelo de dois parametros de Kimura (K2P) (Kimura, 1980), de
acordo com o sugerido pelo servidor web IQ-TREE, e 1000 repeticdes de bootstrap. A
sequéncia do gene ITS da levedura Cryptococcus neoformans (NR_171785.1), disponivel no
banco de dados NCBI Nucleotide, foi incorporada como outgroup para a ancoragem da
topologia da arvore. A arvore filogenética foi exportada no formato SVG e convertida para
PNG utilizando a biblioteca CairoSVG versdo 2.5.2 (CAIROSVG DEVELOPMENT TEAM,
2024), implementada na linguagem de programacgdo Python (versdo 3.10.12) em ambiente
Google Colab (Google, 2024). A converséo foi realizada com uma resoluc¢do de 300 DPI para

garantir a qualidade da imagem.

3.10 Obtencédo de bebidas a base dos frutos da Amazénia

A preparacado para o teste da bebida fermentada iniciou-se com a selecdo das leveduras
gue demonstraram capacidade para fermentar glicose, sacarose e frutose, conforme o protocolo
do Instituto Adolfo Lutz (2008), adaptado as especificacbes do laboratdrio. Os frutos escolhidos
foram o T. grandiflorum (cupuacu) e o A. aculeatum (tucuma), selecionados com base nos
objetivos deste estudo e na origem regional dessas frutas.

O procedimento envolveu a despolpa dos frutos, que foram misturados com agua
destilada autoclavada nas proporcdes de 1:1 para o cupuacgu e 1:4 para o tucuma, utilizando um
liquidificador doméstico. A mistura foi entdo centrifugada em centrifuga modelo Hitachia 7777
G por 20 minutos a 4 °C (Figura 7). Em seguida, com auxilio de um refratbmetro digital,
ajustou-se o °Brix, adicionando-se sacarose até atingir o valor de 15 °Brix. Para garantir a
eliminagdo de microrganismos indesejaveis, 0 mosto foi submetido a tratamento térmico a 60°

C por 30 minutos, e o pH foi ajustado para 5.
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Foram aplicados 15 mL do mosto em tubos de ensaio de 20 mL, aos quais foram
adicionados 1 mL de meio SB contendo as leveduras previamente incubadas por 48 horas. Uma
aliquota de 10 pL de cada amostra de levedura teve suas células contadas com auxilio da cAmara
de Neubauer. As observacdes foram realizadas em microscopio Optico para verificar a
viabilidade e a morfologia das células de levedura. O teste de fermentacdo foi conduzido a
temperaturas entre 25 °C e 30 °C durante 15 dias, com leituras realizadas a cada 72 horas para
monitorar o progresso da fermentacdo, incluindo a variacao de °Brix e a producgdo de didxido

de carbono.

Figura 7-Etapas que antecedem o teste de fermentacéo para 0 mosto de tucuma e cupuacu
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Legenda: Etapas que antecedem o teste de fermentagdo para 0 mosto de tucuma e cupuagu.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e Preservacgdo dos Microrganismos de Frutos Amazonicos

O isolamento de leveduras a partir de frutos tem sido amplamente explorado devido a
diversidade microbiana presente nesses nichos e ao potencial biotecnoldgico desses
microrganismos (Silva et al., 2023; Macédo et al., 2023a). Estudos demonstram que as
estruturas do fruto, como polpa, casca e sementes, representam ambientes propicios para o
desenvolvimento de leveduras, especialmente devido & presenca de agucares fermentéveis e
compostos bioativos (Gava et al., 2018; Kasmiarti et al., 2022). Silva et al. (2023), por exemplo,
utilizaram fermentacdo espontanea para isolar linhagens de leveduras de E. stipitata, T. cacao
e T. grandiflorum, refor¢ando a importancia de estratégias de isolamento que considerem o0s
frutos como reservatérios microbianos, ainda que também abriguem outros grupos de
microrganismos.

Essa pesquisa resultou no isolamento e preservacdo de 119 microrganismos, dos quais
75 foram fungos filamentosos, 20 bactérias e 24 fungos leveduriformes. Os fungos filamentosos
foram preservados utilizando os métodos de preservacdo Castellane, Palito e Glicerol a 20%,
enquanto as bactérias e leveduras foram preservadas em Glicerol a 20% armazenado em
temperatura de -80 °C. Esses microrganismos estdo atualmente conservados na colecdo do
Laboratorio de Bioensaios e Microrganismos da Amazoénia (LaBMicrA), na Universidade
Federal do Amazonas (UFAM).

Os resultados indicam que a utilizacdo dos meios de cultivo BDA e SB levou ao
isolamento de 18 (75,0%) e 6 (25,0%) leveduras, respectivamente. Além disso, a0 empregar o
método MII, foi possivel isolar 20 (83,3%) leveduras, enquanto o método MI resultou no
isolamento de 4 (16,7%). Esses dados demonstram a maior eficiéncia do meio BDA em
comparacao ao SB, bem como a superioridade do método MII em relagdo ao Ml no isolamento
de leveduras. Ao repicar os isolados de leveduras para avaliar sua seletividade em relacéo aos
meios de cultura, observou-se crescimento em ambos 0s meios testados, indicando auséncia de
preferéncia especifica por um meio em detrimento do outro. Observou-se, no entanto, um
aumento na quantidade de fungos leveduriformes ao aplicar o método MII, com um percentual
de 83,3% dos isolados obtidos por essa abordagem, em comparacao a 16,7% pelo método M.

Esses dados indicam a maior eficiéncia do MII no isolamento de leveduras.
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A aplicacdo do método MII sugere que as leveduras podem estar concentradas em
estruturas especificas do fruto, e que o crescimento de fungos filamentosos e bactérias pode
comprometer ou dificultar seu isolamento. Nesse contexto, a maceragdo e a trituragédo dos
tecidos dos frutos podem favorecer o isolamento das leveduras ao aumentar a disponibilidade
de nutrientes, como acucares, e facilitar a liberacdo desses microrganismos. Além disso, a
dispersdo do material sobre a placa pode proporcionar um acesso mais imediato aos nutrientes
do meio, favorecendo o crescimento das leveduras em detrimento de outros microrganismos,
especialmente se estas apresentarem caracteristicas de inibicdo ou competitividade em
ambientes acucarados.

A distribuicdo ndo uniforme das leveduras nos diferentes tecidos do fruto é coerente
com as caracteristicas estruturais e quimicas do mesocarpo, que apresenta maior probabilidade
de abrigar esses microrganismos. Estudos realizados por Gava et al. (2018) e Kasmiarti et al.
(2022) reforcam essa especificidade de habitat ao abordar métodos distintos para o isolamento
de leveduras em frutos variados.

O trabalho desenvolvido por Macédo et al. (2023a), ao isolar 27 linhagens de leveduras
dos sucos de graviola (Annona muricata) e umbu-caja (Spondias spp.) por meio de fermentagéo
natural, também corrobora a hipétese de que leveduras associadas a frutos podem ser isoladas
de forma eficiente a partir da fermentacéo espontanea, evidenciando sua adaptacédo a substratos

acucarados.

4.2 Caracteristicas Macro e Micromorfoldgicas dos Isolados de Leveduras por Métodos

Bioquimicos

As variagdes nas caracteristicas morfoldgicas observadas entre os isolados microbianos
refletem a diversidade de espécies de leveduras associadas aos frutos amazonicos. A analise
dessas variacdes, tanto morfoldgicas quanto bioquimicas, ¢ fundamental para compreender a
composicdo microbiana presente nos frutos, pois permite identificar padres de adaptacéo,
interacbes com os tecidos vegetais e possiveis mecanismos de competicdo entre
microrganismos. Esses dados fornecem informacdes relevantes sobre a ecologia microbiana
dos frutos e sua relacdo com as plantas hospedeiras, além de contribuir para a exploracdo de
potenciais aplicagdes biotecnoldgicas e ecologicas dessa biodiversidade.

A auséncia de registros de leveduras provenientes dos habitats dos frutos de A.

aculeatum, A. maripa, S. inajai e E. patrisii evidencia uma lacuna significativa na literatura
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cientifica. Nesse contexto, este estudo se destaca como pioneiro ao identificar e caracterizar
leveduras associadas a essas plantas, cujas espécies ainda ndo haviam sido documentadas na
literatura ou em bancos de dados cientificos. A continuidade dessa linha de investigacdo pode
levar & descoberta de linhagens com propriedades promissoras para aplica¢cdes inovadoras.
Estudos anteriores, como os de Sperandio, Martins do Vale e Moreira (2015) e Macédo et al.
(2023a), ja evidenciaram o potencial biotecnolégico de leveduras isoladas de frutos,
especialmente para o controle biologico de pragas e processos fermentativos. Além disso, essa
abordagem pode contribuir para a identificacdo de novas espécies com caracteristicas Unicas,
ampliando o conhecimento sobre a biodiversidade microbiana e suas aplicacfes em diversas
areas, como saude, agricultura e industria de alimentos (Barros et al., 2022).

As leveduras isoladas nesta pesquisa exibiram consideravel diversidade morfoldgica,
sugerindo a presenca de diferentes espécies e possiveis adaptacdes aos nichos ecoldgicos dos
frutos. As variacdes fenotipicas observadas, como diferencas na superficie, coloracéo, borda e
elevacdo das colonias, refletem a diversidade intra e interespecifica entre os isolados. Por
exemplo, os isolados LaBMicrA 1375 e LaBMicrA 1386, ambos identificados como Pichia
kudriavzevii, apresentaram variacdes morfoldgicas distintas, sugerindo plasticidade fenotipica
dentro da espécie. Da mesma forma, o isolado LaBMicrA 1393 (P. terricola) apresentou
caracteristicas diferentes em relacdo aos isolados LaBMicrA 1392 e LaBMicrA 1394, apesar
de todos terem sido obtidos do mesmo fruto, indicando que diferentes linhagens podem
coexistir e se especializar em microambientes especificos dentro do mesmo hospedeiro vegetal.

Os géneros Pichia e Meyerozyma foram os mais abundantes, sendo isolados dos frutos
de O. bataua, S. injai, A. aculeatum, A. maripa e E. stipitata (para Meyerozyma), enquanto
Pichia foi encontrado em E. oleracea e A. maripa. Em contrapartida, o género Kodamaea foi
menos abundante, sendo identificado apenas nos frutos de A. maripa, E. patrisii e S. injai.

Os resultados obtidos sugerem que a diversidade de leveduras pode estar associada as
caracteristicas dos frutos analisados e aos ambientes onde essas plantas se encontram.
Diferencas na composicdo de espécies foram observadas entre frutos distintos, o que pode
indicar uma relacdo entre a microbiota e 0 hospedeiro vegetal. No entanto, investigagoes
adicionais, com um nimero maior de amostras e variaveis ambientais, sd0 necessarias para
confirmar essa influéncia. No presente estudo, entre as frutiferas analisadas, os frutos da
palmeira A. maripa foram identificados como o habitat que abriga a maior variedade de géneros
de leveduras, sugerindo que suas condi¢des microambientais podem favorecer a proliferacdo

desses microrganismos. A presenca dessa diversidade pode estar relacionada a composicdo
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nutricional das diferentes partes da planta, aliada as condicdes especificas de umidade e
temperatura do ambiente amazonico.

Nesta pesquisa, A. maripa apresentou um numero significativo de leveduras isoladas,
sugerindo que seus frutos oferecem condi¢cdes favoréveis para a colonizacdo desses
microrganismos. Essa elevada diversidade pode estar associada a fatores como composi¢éo
quimica da polpa, presenca de metabolitos secundarios e disponibilidade de acucares
fermentéveis. De forma semelhante, Fernandes et al. (2024) identificaram E. stipitata como um
hospedeiro com elevada diversidade de leveduras (19 individuos), refor¢ando a hipo6tese de que
certos frutos amazonicos podem atuar como nichos preferenciais para esses microrganismos.
Assim, a presenca abundante de leveduras em A. maripa e E. stipitata sugere que caracteristicas
especificas dessas espécies podem favorecer sua colonizacdo, 0 que merece investigacao mais
aprofundada.

Os frutos analisados da Amazoénia Central apresentaram variacdes na diversidade de
leveduras, sugerindo que fatores como composicdo quimica, estrutura do fruto e condigdes
ambientais influenciam a microbiota associada. A predominancia de determinadas espécies em
frutos especificos indica que certas caracteristicas do hospedeiro podem favorecer a
colonizacdo e o desenvolvimento desses microrganismos.

Esses achados estdo em consonancia com o estudo de Gava et al. (2018), que explorou
a diversidade microbiana em plantas cultivadas em regides semiaridas dos estados de
Pernambuco e Bahia. Segundo os autores, os frutos da videira apresentaram o maior sucesso no
isolamento de leveduras, possivelmente devido a sua alta concentracdo de aclcares e ao pH
favoravel ao desenvolvimento desses microrganismos.

A comparacao entre diferentes biomas reforca a hipdtese de que a flora nativa de cada
regido abriga uma microbiota especifica, influenciada tanto pelas condi¢fes ambientais quanto
pelas caracteristicas dos frutos. A variabilidade na quantidade e diversidade de leveduras entre
diferentes hospedeiros e regifes destaca a importancia de fatores ecoldgicos na colonizacao

desses microrganismos e evidencia o potencial biotecnoldgico dessa biodiversidade.

4.2.1 Leveduras Isoladas de Astrocaryum aculeatum (Tucuma)

Foram obtidos quatro isolados leveduriformes a partir de A. aculeatum utilizando o
método MII. Esses isolados foram identificados como Meyerozyma spp. (LaBMicrA 1380),
Debaryomycetaceae sp. (LaBMicrA 1381) e M. caribbica (LaBMicrA 1385 e LaBMicrA
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1388). A identificacdo das espécies foi realizada por meio de analises morfoldgicas macro e
microscopicas, complementadas por caracterizacdo molecular.

A analise morfoldgica desses individuos revelou pouca variacdo entre os isolados,
conforme apresentado na Tabela 2. Ainda que pertencam a géneros distintos, Meyerozyma e
Debaryomycetaceae fazem parte da mesma ordem (Saccharomycetales), 0 que sugere possiveis
semelhancas ecoldgicas e funcionais entre esses microrganismos. Em relacdo as leveduras
isoladas de outros frutos, foram empregadas as mesmas metodologias de identificacéo,
garantindo a comparabilidade dos dados obtidos.

. Estes apresentaram-se de acordo com os parametros morfoldgicos da colénia com
superficie lisa e convexa, coloracdo creme, forma circular e borda lisa. Diferenciou-se o isolado
LaBMicrA 1388, na coloragdo (branca), o isolado LaBMicrA 1385 na forma (irregular) e o
isolado LaBMicrA 1381 na elevacdo (elevada). Entre os pardmetros morfoldgicos da célula,
todos apresentaram caracteristicas ogivas (Figura 8).

Figura 8-Crescimento das leveduras isoladas de Astrocaryum aculeatum
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Legenda: A. crescimento em meio BDA; B. crescimento em meio SB; C. col6nia dos isolados; D. células
dos isolados.

4.2.2 Leveduras Isoladas de Attalea maripa (Inaja) e Syagrus inajai (Pupunharana)

Entre os microrganismos isolados de A. maripa (Figuras 9 e 10), por meio do método
de inoculacdo em meio de cultivo (MI1), foram obtidos seis isolados leveduriformes, os quais
foram identificados como Meyerozyma spp. (LaBMicrA 1374), Pichia sp. (LaBMicrA 1375,
LaBMicrA 1379, e LaBMicrA 1386) e Kodamaea sp. (LaBMicrA 1376 e LaBMicrA 1378). Os

isolados apresentaram variacGes significativas tanto nas caracteristicas morfolégicas das
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col6nias quanto na morfologia celular, conforme descrito na Tabela 2. O isolado LaBMicrA
1374 apresentou caracteristicas compativeis com Meyerozyma sp., exibindo coldnias com
superficie lisa, plana e de coloracdo creme, com formato circular e borda lisa. A morfologia
celular foi caracterizada por células de forma cilindrica.

Os isolados de Pichia spp. apresentaram caracteristicas morfoldgicas distintas entre si.
O isolado LaBMicrA 1375 exibiu coldnias com superficie rugosa, plana e de coloracéo creme,
com formato circular e borda filamentosa. O isolado LaBMicrA 1379 apresentou colbnias de
superficie rugosa, plana e creme, com forma irregular e borda lobulada. Ja o isolado LaBMicrA
1386 apresentou col6nias com superficie lisa, elevada e de coloracdo branca, com formato
circular e borda lisa. Todos os isolados de Pichia sp. exibiram células de morfologia elipsoide.

Os isolados identificados como Kodamaea sp., as col6nias de LaBMicrA 1376
apresentaram superficie rugosa, plana e de coloracéo creme, enquanto as coldnias de LaBMicrA
1378 eram de superficie lisa, convexa e também creme, ambas com formato circular. Em
relacdo a morfologia celular, o isolado LaBMicrA 1376 apresentou células cilindricas, enquanto
LaBMuicrA 1378 apresentou celulas com formato ogival.

A aplicacdo da metodologia de inoculagdo em meio de cultivo (MII) para S. inajai
resultou no isolamento de dois microrganismos: LaBMicrA 1372, identificado molecularmente
como Meyerozyma spp., e LaBMicrA 1373, identificado molecularmente como Kodamaea spp.
Ambos os isolados apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhantes, tanto em nivel

colonial quanto celular, conforme descrito na Tabela 2.

Figura 9-Crescimento das leveduras isoladas de Attalea maripa
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Legenda: A. crescimento em meio BDA,; B. crescimento em meio SB; C. col6nia dos isolados; D. células
dos isolados.



Figura 10-Crescimento das leveduras isoladas de Attalea maripa e Syagrus inajai
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Legenda: A. crescimento em meio BDA; B. crescimento em meio SB; C. coldnia dos isolados; D. células
dos isolados

4.2.3 Leveduras lIsoladas de Oenocarpus bataua (Pataua), Euterpe oleracea (Acai) e
Eugenia patrisii (Ubaia)

A Figura 11 apresenta os isolados LaBMicrA 1389 (obtido de O. bataua), LaBMicrA
1390 e LaBMicrA 1391 (obtidos de E. oleracea) e LaBMicrA 1371 (obtido de E. patrisii),
todos isolados utilizando a metodologia de fermentacdo natural do fruto (MI1).

Os isolados LaBMicrA 1390 e LaBMicrA 1391 exibiram caracteristicas morfologicas
semelhantes, conforme detalhado na Tabela 2, com a principal diferenca sendo a superficie das
colbnias: LaBMicrA 1390 apresentou colénias com superficie rugosa e elevada, enquanto
LaBMicrA 1391 teve coldnias com superficie rugosa e plana. Ambos os isolados apresentaram
coloracdo creme, formato irregular e bordas lobuladas, além de morfologia celular cilindrica.
A andlise molecular identificou-os como: Saccharomycetaceae (LaBMicrA 1390) e P.
kudriavzevii (LaBMicrA 1391).

O isolado LaBMicrA 1371 apresentou coldnias com superficie lisa e convexa, coloracédo
branca, formato circular e bordas inteiras, com morfologia celular ogival. A anélise molecular
indicou que este isolado pertence ao género Kodamaea ohmeri. Por outro lado, o isolado
LaBMicrA 1389 exibiu col6nias com superficie lisa e plana, coloracéo branca, formato rizoide
e borda filamentosa, além de morfologia celular ogival.
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Figura 11-Crescimento das leveduras isoladas de Oenocarpus bataua, Euterpe oleracea e
Eugenia patrisii
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Legenda: A crescimento em meio BDA; B. crescimento em meio SB; C. coldnia dos isolados; D. células
dos isolados.

4.2.4 Leveduras Isoladas de Garcinia fluviatilis (Bacuripare) e Eugenia stipitata (Araca-
boi)

Os isolados de G. fluviatilis e E. stipitata, apresentados na Figura 12, foram obtidos
utilizando a metodologia MI e exibiram caracteristicas morfoldgicas distintas, conforme
detalhado na Tabela 2.

Os isolados LaBMicrA 1363 e LaBMicrA 1364, provenientes da semente de G.
fluviatilis, apresentaram col6nias com morfologias similares, diferenciando-se apenas na
coloracdo: LaBMicrA 1363 apresentou coloracao branca, enquanto LaBMicrA 1364 apresentou
coloracdo creme. Ambos os isolados exibiram superficie lisa e convexa, forma circular e borda
lisa. Em termos da morfologia celular, LaBMicrA 1363 dispbe de células elipsoides, enquanto
LaBMicrA 1364 apresenta células ovais. A analise molecular indicou que o individuo
LaBMicrA 1364 pertence a familia Rhynchogastremaceae e o isolado 1363 nédo teve o
sequenciamento realizado durante esta pesquisa.

Por outro lado, os isolados LaBMicrA 1367 e LaBMicrA 1368, obtidos de E. stipitata,
também exibiram caracteristicas morfoldgicas das coldnias similares, com superficie lisa e
convexa, coloracdo creme, forma circular e borda lisa. No entanto, a morfologia celular
apresentou variagdes: LaBMicrA 1367 apresentou células ogivais, enquanto LaBMicrA 1368

apresentou celulas ovais. A analise molecular indicou que ambos os isolados pertencem a
familia Debaryomycetaceae.
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Figura 12-Crescimento das leveduras isoladas de Garcinia fluviatilis e Eugenia stipitata
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Legenda: A. crescimento em meio BDA; B. crescimento em meio SB; C. coldnia dos isolados; D. células
dos isolados.

LaBMicrA1363

4.2.4 Leveduras Isoladas de Paullinia cupana (Guarand) e Spondias mombin (Taperebd)

Os individuos leveduriformes obtidos dos frutos de P. cupana (LaBMicrA 1382) e dos
frutos de S. mombin (LaBMicrA 1392 e LaBMicrA 1393), isolados por meio da metodologia
(MI1), estdo demonstrados na Figura 13.

O isolado LaBMicrA 1382, apresentou morfologia da col6nia com superficie lisa e
convexa, coloracdo branca, formato irregular, bordas onduladas e células com morfologia
ogival e morfologia celular elipsoides. A anélise molecular indicou que ambos os isolados
pertencem a espécie Hanseniasporas spp.

Os isolados LaBMicrA 1392 e LaBMicrA 1393, exibiram caracteristicas morfologicas
diferenciadas. O individuo LaBMicrA 1392 apresentou coldnias com superficie lisa e convexa,
coloracéo branca, forma circular e bordas lisas, enquanto o individuo LaBMicrA 1393 dispdes
de colbnias com superficie lisa e papilada, coloracdo branca, forma ondulada e bordas
onduladas. Em relacdo a morfologia celular, LaBMicrA 1392 apresentou células cilindricas e
LaBMicrA 1393 apresentou células apiculares, apesar das caracteristicas morfoldgicas

diferentes a analise molecular indicou que ambos os isolados foram identificados com P.
terricola.
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Figura 13-Crescimento das leveduras isoladas de Paullinia cupana e Spondias mombin
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Legenda: A. crescimento em meio BDA; B. crescimento em meio SB; C. colénia dos isolados; D. células
dos isolados.




Tabela 2- Relacao das leveduras isoladas de frutos amazo6nicos e pardmetros morfologicos das colénias e das células

Lf;&ii? A NPF NCF NCL M MC - . PMFCO - - PMCE
1380 Tucuma I A. aculeatum I Meyerozyma spp. 1 I I BDA I Rugosa Creme I Circular Lisa IConvexal Ogivas
1381 Tucuma A. aculeatum  Debaryomycetaceae I BDA  Rugosa Creme Circular Lisa Elevada Ogivas
1385 Tucuma A. aculeatum Meyerozyma spp. 2 I BDA Lisa Creme Irregular Lisa Convexa  Ogivas
1388 Tucuma A. aculeatum Meyerozyma spp. 3 I BDA Lisa Branca Branca Lisa Convexa  Ogivas
1374 Inaja A. maripa Meyerozyma spp. 4 I BDA Lisa Creme Circular Lisa Plana Elipsoide
1375 Inaja A. maripa Pichia kudriavzevii I BDA  Rugosa Creme Circular Filamentosa Plana Elipsoide
1376 Inaja A. maripa Kodamaea ohmeri I BDA  Rugosa Creme Circular Filamentosa Plana Elipsoide
1378 Inaja A. maripa K. ohmeri I BDA  Rugosa Creme Circular Filamentosa Convexa  Ogivas
1379 Inaja A. maripa P. kudriavzevii I BDA  Rugosa Creme Irregular  Lobulada Plana Elipsoide
1386 Inaja A. maripa P. kudriavzevii I BDA Lisa Branca Branca Inteira Elevada  Elipsoide
1390 Acai E. oleracea Saccharomycotina I BDA  Rugosa Branca  Irregular Lobulada Elevada Elipsoide
1391 Acai E. oleracea P. kudriavzevii I SB Rugosa Branca  Irregular  Lobulada Plana Elipsoide
1371 Ubaia E. patrisii K. ohmeri I BDA Lisa Creme Circular Lisa Convexa  Ogivas
1367 Araca-boi E. stipitata Debaryomycetaceae I SB Lisa Creme Circular Lisa Convexa  Ogivas
1368 Araca-boi E. stipitata Debaryomycetaceae I SB Lisa Creme Circular Lisa Convexa Ovais
1364 Bacuripari G. fluviatilis ~ Rhynchogastremaceae I BDA Lisa Creme Circular Lisa Convexa Ovais
1382 Guarana P. cupana Hanseniasporas sp. I BDA Lisa Branca Branca  Ondulada Convexa  Ogivas

46

Legenda: NP- Nome Popular da Frutifera; NCF- Nome Cientifico da Frutifera; M- Método; MC- Meio de Cultura; NCL- Nome Cientifico da levedura; PMCO - Parametros

Morfolégicos das Col6nias; PMCE - Parametros Morfolégicos celular; S - superficie; C - cor; B — borda; F - forma;
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Cont. Tabela 2- Relag&o das leveduras isoladas de frutos amazoénicos e parametros morfoldgicos das colonias e das células

Lf;&ii%or A NP NCF NCL Mo MC — - PMFCO _ — PMCE
1372 ' Pupunharana ' S. inajai ' Meyerozyma sp. ' 1 ' BDA ' Lisa ' Creme ' Circular ' Lisa 'Convexa' Ogivas
1373 Pupunharana S. ingjai K. ohmeri I BDA Lisa Creme Circular Lisa Convexa  Ogivas
1392 Tapereba S. mombin P. terricola 1 SB Lisa Branca Circular Lisa Convexa Elipsoide
1393 Tapereba S. mombin P. terricola 1 SB Lisa Branca  Irregular Ondulada Papilada Apiculares
1394 Tapereba S. mombin P. terricola 1 SB Lisa Branca Circular Lisa Convexa Elipsoide
1363 Bacuripari G. fluviatilis ndo identificado | BDA Lisa Branca Circular Lisa Convexa Elipsoide
1389 Pataud O. bataua n&o identificado 1 BDA Lisa Branca Rizoide Filamentoso Plana Elipsoide

Legenda: NP- Nome Popular; NCF- Nome Cientifico da Frutifera; M- Método; MC- Meio de Cultura; NCL- Nome Cientifico da levedura; PMCO - Pardmetros Morfol6gicos
das Colbnias; PMCE - Parametros Morfoldgicos celular; S - superficie; C - cor; B — borda; F - forma; E elevagéo
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4.3 Analise Molecular das Leveduras Isoladas

Foi realizada a extracdo de DNA de todas as leveduras isoladas durante o
desenvolvimento deste estudo, totalizando 24 microrganismos leveduriformes. Esses isolados
foram submetidos ao sequenciamento das regides ITS1 e ITS4 (D1 e D2) para investigacdo
taxondmica. Para os isolados que apresentaram bandas fracas ou inespecificas, como 0s
isolados 1363 e 1389, foram realizados novos cultivos e uma nova extracdo de DNA. No
entanto, a amplificacdo ndo foi bem-sucedida, impossibilitando seu sequenciamento.

A comparacdo dos resultados obtidos pelo sequenciamento foi realizada utilizando a
plataforma UNITE, considerando um percentual de similaridade superior a 96%. A partir dessa
andlise, os isolados foram identificados da seguinte forma: o isolado 1382 foi classificado como
Hanseniaspora sp.; os isolados 1376, 1378, 1371 e 1373 foram atribuidos a espécie Kodamaea
ohmeri; os isolados 1380, 1385, 1388, 1372 e 1374 ao género Meyerozyma; enquanto 0S
isolados 1367, 1368 e 1381 foram alocados a familia Debaryomycetaceae. Além disso, 0s
isolados 1375, 1379, 1386 e 1391 foram identificados como Pichia kudriavzevii, e os isolados
1392, 1393 e 1394 como P. terricola, conforme ilustrado na Figura 14.

Os estudos de Gava et al. (2018), Kasmiarti et al. (2022) e Fernandes et al. (2024)
evidenciam uma diversidade consideravel de leveduras associadas a diferentes plantas e
substratos, demonstrando que fatores como o tipo de hospedeiro e o ambiente influenciam a
composigdo e abundancia dessas comunidades microbianas. Esses achados corroboram o0s
resultados deste estudo, que indicam que a diversidade de leveduras nos frutos analisados pode
estar diretamente relacionada as condi¢cdes ambientais e as caracteristicas fisico-quimicas do
hospedeiro vegetal.

Estudos anteriores também destacam a influéncia desses fatores na diversidade de
leveduras. Gava et al. (2018) identificaram Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii e
Cystobasidium calyptogenae a partir do sequenciamento das regides ITS1/ITS2, revelando a
presenca de géneros com aplicacfes fermentativas bem estabelecidas. Por outro lado, Kasmiarti
et al. (2022) relataram uma ampla diversidade de espécies isoladas de Cocos nucifera L.,
incluindo Hanseniaspora spp., Candida tropicalis, Meyerozyma caribbica e Lachancea
fermentati, reforcando a importancia de substratos ricos em acucares na coloniza¢do por
leveduras fermentativas. Fernandes et al. (2024), ao analisar diversos substratos amazonicos,
identificaram Wickerhamomyces anomalus, Torulaspora pretoriensis e Debaryomyces
hansenii, destacando adapta¢cdes ambientais especificas, como resisténcia a variagdes osmaticas

e baixa umidade.
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A diversidade encontrada neste estudo esté alinhada com esses achados, indicando que

os frutos amazonicos podem atuar como nichos ecoldgicos importantes para leveduras com

potencial biotecnologico.

Figura 14-Arvore filogenética a partir de sequéncias do Its1 e Its4 do rDNA
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Debaryomycetaceae | LaBMicrA1368
Meyerozyma spp. | LaBMicrA1372
Meyerozyma spp. | LaBMicrA1380
Meyerozyma spp. | LaBMicrA1374
Meyerozyma spp. | LaBMicrA1385
Debaryomycetaceae | LaBMicrA1367
Saccharomycotina | LaBMicrA1390
Pichia kudriavzevii | LaBMicrA1391
Pichia kudriavzevii | LaBMicrA1375
Pichia terricola | LaBMicrA1394
Pichia kudriavzevii | LaBMicrA1379
Pichia terricola | LaBMicrA1393
Pichia terricola | LaBMicrA1392
Pichia kudriavzevii | LaBMicrA1386
Meyerozyma spp. | LaBMicrA1388
Debaryomycetaceae | LaBMicrA1381
Kodamaea ohmeri | LaBMicrA1378
Kodamaea ohmeri | LaBMicrA1371
Rhynchogastremaceae | LaBMicrA1364
Kodamaea ohmeri | LaBMicrA1373
Kodamaea ohmeri | LaBMicrA1376
Hanseniaspora spp. | LaBMicrA1382

Legenda: Construida com base na regido do gene Itsl e Its4 utilizando o método de Maxima
Verossimilhanga (Maximum Likelihood), modelo de dois parametros de Kimura (K2P) e 1000 repeticGes
de bootstrap. A sequéncia de Cryptococcus neoformans (NR_171785.1) foi empregada como grupo

externo (outgroup).

4.4 Analise do Potencial Fermentativo das Leveduras Isoladas de Frutos Amazonicos

Para os testes de fermentacdo em diferentes agucares, foram considerados positivos 0s

isolados que apresentaram valores iguais ou superiores a 2 (preenchimento de gas acima da

metade do tubo de Durham) durante a analise. A avaliacdo dos resultados indicou que todos 0s

isolados leveduriformes provenientes de frutos amazonicos submetidos a fermentagdo com

maltose e lactose (LST) apresentaram resultados negativos, conforme demonstrado na Tabela

3.
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Essa auséncia de fermentacdo pode indicar uma preferéncia metabolica dessas leveduras
por outros actcares mais abundantes nos frutos, como glicose, frutose e sacarose. Esse perfil
fermentativo € uma caracteristica comum em leveduras adaptadas a ambientes frutiferos, onde
a disponibilidade desses carboidratos simples é maior.

No entanto, a incapacidade de fermentar maltose e lactose pode limitar sua aplicacéo
em processos industriais que dependem desses substratos, como a producdo de cervejas ou
laticinios fermentados. Por outro lado, essa especificidade pode ser vantajosa para fermentagdes
direcionadas ao aproveitamento de mostos ricos em glicose e frutose, como os de T.
grandiflorum e A. aculeatum, reforcando seu potencial para a producdo de bebidas fermentadas
com caracteristicas sensoriais diferenciadas.

Os resultados relativos aos demais agtcares foram descritos da seguinte forma: entre os
isolados pertencentes a espécie K. ohmeri, os individuos 1378, 1373 e 1371 foram capazes de
fermentar glicose, sacarose e frutose, enquanto o isolado 1376 ndo apresentou capacidade de
fermentar frutose. O tempo necessario para a fermentacdo variou de 3 a 12 dias entre 0s
diferentes individuos desse grupo.

Nas espécies pertencentes ao género Meyerozyma, todos os isolados testados
demonstraram capacidade de fermentar glicose, sacarose e frutose. Contudo, o tempo
necessario para completar a fermentacdo variou entre os isolados, com intervalos de 3 a 10 dias,
0 que os torna mais eficientes do que os isolados de K. ohmeri.

Adicionalmente, o isolado 1389 demonstrou capacidade fermentativa apenas para
frutose, exibindo um comportamento distinto dos demais isolados do mesmo género, uma vez
qgue ndo foi considerado fermentativo para a glicose. Por outro lado, o isolado 1363 nao
apresentou atividade fermentativa para nenhum dos acgucares testados.

As espécies do género Pichia apresentaram capacidade de fermentar glicose e frutose,
mas ndo metabolizaram sacarose. Especificamente, P. kudriavzevii completou a fermentacéo
destes aclcares em 3 a 4 dias, enquanto P. terricola apresentou um tempo mais prolongado,
variando de 8 a 12 dias. Por sua vez, Hanseniaspora sp. fermentou glicose, mas nao apresentou
atividade fermentativa para frutose e sacarose.

De acordo com Wang et al. (2023), espécies como Hanseniaspora sp. e Pichia sp.
destacam-se pela produgido de B-glicosidase, uma enzima com potencial biotecnologico para
intensificar os variados aromas de vinhos. Embora os isolados analisados neste estudo néo
sejam diretamente aplicaveis a producdo de bebidas, suas caracteristicas metabdlicas podem
contribuir para a modulagdo do perfil sensorial do produto final. Algumas leveduras nao
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fermentativas ou de baixa producéo de etanol desempenham um papel importante na biossintese
de compostos aromaticos volateis, como ésteres e alcoois superiores, que impactam
positivamente 0 aroma e o sabor das bebidas fermentadas.

Além disso, certos isolados podem influenciar a reducdo da acidez volatil ao competir
com microrganismos produtores de acidos indesejaveis ou ao metabolizar precursores que
contribuem para sabores desagradaveis. Dessa forma, a introdugdo dessas leveduras em co-
cultivos pode ser uma estratégia promissora para o desenvolvimento de bebidas fermentadas
com perfis sensoriais aprimorados.

Esses resultados destacam os isolados K. ohmeri (LaBMicrA 1371), Meyerozyma spp.
(LaBMicrA 1385 e LaBMicrA 1372) e Debaryomycetaceae (LaBMicrA 1367) como 0s mais
promissores para aplicacbes em testes com diferentes mostos, devido ao seu desempenho
superior na fermentacdo dos acUcares analisados. Esses achados reforcam a importéancia da
caracterizacdo e selecdo de leveduras especificas para a otimizacéo de processos fermentativos
e outras aplicacbes industriais. Estudos anteriores ja haviam ressaltado o potencial
biotecnoldgico de leveduras isoladas de diversas fontes (Sperandio; Martins do Vale; Moreira,
2015; Macédo et al., 2023a).



Tabela 3 - Relacdo do potencial fermentativo das leveduras isoladas de frutiferas amazonicas
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Codigo Nome Cientifico da levedura Teste de Fermentagdo
LaBMicrA Isolada LST G AV D F A V D S A V D M A V D
1367  Debaryomycetaceae - + 0+ 3 2 + + 3 3 4+ + 3 3 — 4+ 0 o0
1368 Debaryomycetaceae - + + 3 8 + + 3 8 + + 3 8 - + 0 0
1381 Debaryomycetaceae - + + 3 3 + + 3 3 + + 3 2 - + 0 0
1382 Hanseniaspora sp. - + + 3 1 + + 1 15 + + 0 0 - + 0 0
1376 Kodamaea ohmeri - + + 3 4 - + 0 0 + + 3 6 - + 0 0
1378 K. ohmeri - + + 3 2 + + 3 3 + + 3 4 - + 0 0
1373 K. ohmeri - + + 3 8 + + 3 12 + + 3 8 - + 0 0
1371 K. ohmeri - + + 3 8 + + 3 8 + + 3 8 - + 0 0
1374 Meyerozyma sp. - + + 3 3 + + 3 5 + + 3 3 - + 0 0
1372 Meyerozyma sp. - + + 3 3 + + 3 10 + + 3 4 - + 0 0
1380 Meyerozyma sp. - + + 3 3 + + 3 6 + + 3 3 - + 0 0
1385 Meyerozyma sp. - + + 3 2 + + 3 3 + + 3 3 - + 0 0
1388 Meyerozyma sp. - + + 3 3 + + 3 4 + + 3 3 - + 0 0
1391 Pichia kudriavzevii - + + 3 2 + + 3 2 - + 0 0 - + 0 0
1375 P. kudriavzevii - + + 3 4 + + 3 4 - - 0 0 - + 0 0
1379 P. kudriavzevii - + + 3 4 + + 3 7 - + 0 0 - + 0 0
1386 P. kudriavzevii - + + 3 2 + + 3 5 - + 0 0 - + 0 0
1392 P. terricola - + + 3 12 + + 3 8 - + 0 0 - + 0 0
1393 P. terricola - + + 3 12 + + 3 10 - - 0 0 - + 0 0

Legenda: LST - Caldo Lauril Sulfato Triptose; G - Glicose; A - Assimilacdo; V - Valor em gas; D - Dias de ferementacao; F - Frutose; S - Sacarose; M - Maltose
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Cont. Tabela 3- Relacéo do potencial fermentativo das leveduras isoladas de frutiferas amazoénicas

Cédigo Nome Cientifico da levedura Teste de Fermentagao

LaBMicrA Isolada LST G A V D F A V D S A V D M A V D
1394 P terricola - + + 3 10 + + 3 8 - - 0 0 - + 0 0
1390 Saccharomycotina - + + 3 3 + + 3 4 - + 0 0 - + 0 0
1363 n&o identificado - - + 0 0 - - 0 0 - + 0 0 - + 0 0
1389 n&o identificado - + + 1 >15 + + 3 8 - + 0 0 - + 0 0

Legenda: LST - Caldo Lauril Sulfato Triptose; G - Glicose; A - Assimilagdo; V - Valor em gas; D - Dias de ferementacao; F - Frutose; S - Sacarose; M - Maltose
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4.4 Teste da Fermentacdo das Leveduras Isoladas de Frutos Amazonicos para Formacéao

de uma Bebida Fermentada

Os testes para a producdo de bebidas fermentadas foram realizados utilizando mostos
de cupuagu e tucumd. As leveduras selecionadas para os ensaios foram aquelas que
demonstraram capacidade fermentativa para glicose, frutose e sacarose (isolados LaBMicrA:
1367, 1368, 1371, 1372, 1373, 1374, 1378, 1380, 1381 e 1375).

Os resultados do consumo de agucares pelas leveduras ao longo do tempo, apresentados
nos Quadros 1 e 2, indicam que, ap6s 72 horas, os valores de °Brix variaram entre 14° e 14,5°
para a maioria dos isolados, representando uma reducdo minima em relacdo ao valor inicial de
15°. Esse comportamento sugere que a taxa de consumo de acgUcares foi relativamente baixa
para grande parte dos isolados testados.

No entanto, os espécimes de K. ohmeri (LaBMicrA 1373 e LaBMicrA 1378)
apresentaram valores mais baixos, de 13,5° e 12°, respectivamente, no mosto de cupuagu,
indicando maior atividade fermentativa nesses isolados. Ainda assim, esses valores sugerem
que essas leveduras podem ndo ser ideais para a producdo de vinhos convencionais, 0s quais
geralmente requerem leveduras com alta eficiéncia na conversao de agucares em etanol.

Além do consumo de agucares, a eficiéncia fermentativa das leveduras depende de
fatores como disponibilidade de nutrientes (por exemplo, nitrogénio assimilavel e vitaminas),
temperatura de fermentacdo e tempo de incubacdo. O perfil metabolico desses isolados pode
indicar potenciais aplicacdes alternativas, como na modulacéo sensorial da fermentacdo ou em
processos de co-inoculagdo com outras leveduras mais eficientes na conversdo alcodlica. Apds
144 horas, os valores de °Brix oscilaram entre 14° e 13° e, apds 216 horas, entre 14° e 12,5°.
Esses resultados iniciais sugerem que a maioria das leveduras apresentou um consumo
significativo de acUcares nos primeiros dias de fermentacéo.

No entanto, a defini¢do de “capacidade eficiente” depende do objetivo do processo
fermentativo. Para a producéo de bebidas alcodlicas, uma fermentacéo eficiente geralmente esta
associada a uma conversao rapida e completa de acucares em etanol, mantendo um equilibrio
desejavel entre compostos secundarios que influenciam aroma e sabor. Em fermentacGes
comerciais de vinho, por exemplo, espera-se que a conversao de agucares ocorra em um periodo
de 7 a 14 dias, dependendo da temperatura e do perfil da levedura utilizada. No caso dos
isolados estudados, a atividade fermentativa inicial pode indicar um metabolismo acelerado nos

primeiros dias. No entanto, sem dados sobre o rendimento alcodlico final e a estabilidade dos
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compostos volateis, ndo é possivel determinar se esse comportamento é vantajoso para a
producdo de bebidas fermentadas.

Os achados de Macédo et al. (2023a) apontam que leveduras selvagens isoladas de
frutas como Annona muricata L. (graviola) e Spondias spp. (umbu-cajd) foram capazes de
fermentar a polpa dessas frutas em 72 horas, resultando no aumento da concentracédo de acido
acetico e compostos fendlicos. O aumento do &cido acético pode ser desejavel em certas
fermentacgdes, pois contribui para caracteristicas sensoriais especificas, como notas frutadas e
maior complexidade aromatica. No entanto, em excesso, pode levar a defeitos sensoriais
indesejaveis, como acidez elevada e aromas desagradaveis. Assim, o equilibrio entre producéo
de etanol e compostos secundarios deve ser cuidadosamente avaliado para determinar a
aplicabilidade dessas leveduras em processos industriais.

Os espécimes de Meyerozyma sp. (LaBMicrA 1372) e Kodamaea sp. (LaBMicrA 1371)
apresentaram bom desempenho em ambos 0s mostos, reduzindo significativamente os valores
de °Brix, 0 que indica um consumo mais eficiente de agucares fermentaveis. A capacidade de
reduzir o °Brix a valores proximos de zero é desejavel em processos fermentativos voltados
para a producdo de bebidas alcodlicas, pois sugere uma conversdo mais completa dos aglcares
em etanol.

Em contraste, Meyerozyma sp. (LaBMicrA 1380) apresentou variagfes mais amplas nos
valores de °Brix, 0 que pode indicar menor eficiéncia fermentativa ou necessidade de condi¢des
especificas de cultivo para atingir seu desempenho méaximo. No contexto de fermentacfes
comerciais, uma menor variacdo no °Brix ao longo do tempo pode ser indicativa de
metabolismo mais lento ou de baixa tolerancia da levedura ao ambiente fermentativo, aspecto
que deve ser analisado em estudos complementares para determinar sua viabilidade em
aplicacdes industriais.

O espécime de Debaryomycetaceae (LaBMicrA 1381) manteve um valor de °Brix
constante no mosto de cupuacu entre 72 e 216 horas, mas apresentou variagdes no mosto de
tucuma, indicando um comportamento inconsistente entre os substratos testados. No entanto, é
importante considerar que esses frutos possuem composicoes distintas em relagéo aos teores de
glicose, frutose e sacarose, o que pode influenciar a disponibilidade de substrato fermentavel e,
consequentemente, a atividade metabdlica das leveduras.

Além dos acucares, outros fatores nutricionais, como a presenca de micronutrientes
essenciais (ex.: zinco, magnésio e vitaminas do complexo B), podem desempenhar um papel

fundamental na eficiéncia fermentativa e na adaptacdo do isolado ao meio. Dessa forma, a
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diferenca no desempenho fermentativo de LaBMicrA 1381 pode estar relacionada ndo apenas
ao tipo de fruto, mas também a disponibilidade de nutrientes especificos para seu metabolismo.
Estudos adicionais sdo necessarios para determinar os fatores que afetam sua capacidade
fermentativa em diferentes substratos.

O desempenho do espécime de Meyerozyma sp. (LaBMicrA 1385) foi destacado,
evidenciando seu potencial para a producdo de bebidas fermentadas a partir de mostos de
cupuacu e tucuma. O espécime Meyerozyma sp. (LaBMicrA 1374) também demonstrou boa
eficacia para ambos os mostos.

Estudos anteriores, como os de Liu et al. (2018), demonstraram a importancia das
leveduras ndo-Saccharomyces na fermentacdo de vinhos alcodlicos, particularmente na
producdo de etanol e compostos fendlicos. Assim, espera-se que aplicacbes semelhantes
possam ser exploradas para bebidas fermentadas de cupuagu e tucuma.

Os testes com os espécimes de Kodamaea ohmeri (LaBMicrA 1373 e LaBMicrA 1378)
mostraram pequenas variacdes nos valores de °Brix para ambos 0os mostos. Barrajon-Simancas
et al. (2011) observaram diferencas nas necessidades nutricionais entre linhagens comerciais e
selvagens de Saccharomyces, sugerindo que a adaptacéo diferenciada de leveduras selvagens
pode explicar essas variacdes. Como neste estudo todos os isolados foram fermentados sob as
mesmas condi¢cdes experimentais, sem ajustes especificos de fatores nutricionais para cada
microrganismo, a baixa variagdo nos valores de °Brix pode estar relacionada a limitagdo de
nutrientes essenciais.

Os espécimes de Debaryomycetaceae (LaBMicrA 1367 e LaBMicrA 1368), apesar de
metabolizarem glicose, sacarose e frutose, apresentaram desempenho fermentativo
insatisfatério nos mostos testados, com variagdes irregulares nos valores de °Brix ao longo do
tempo. Esse comportamento sugere uma possivel limitagdo metabolica ou adaptagdo menos
eficiente as condicBes experimentais utilizadas.

O isolado Meyerozyma spp. (LaBMicrA 1372) apresentou bom desempenho
fermentativo em ambos os mostos testados. Em contraste, LaBMicrA 1373 mostrou um
desempenho insatisfatério no mosto de cupuagu, mas excelente no mosto de tucumad,
possivelmente devido a influéncia da composic¢do do substrato na modulacdo metabdlica da

levedura.
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Figura 15-Teste de fermentacdo do mosto de cupuacu com linhagens de leveduras
fermentativas
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Legenda: A analise foi construida a partir dos valores médios de Brix (teor de agUcar) para cada levedura
ao longo do tempo (em horas). O gréfico foi gerado utilizando o programa GraphPad Prism versdo 8.0.2.



Figura 16-Teste de fermentacdo do mosto de tucuma com linhagens de leveduras
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Legenda: A andlise foi construida a partir dos valores médios de °Brix (teor de agucar) para cada
levedura ao longo do tempo (em horas). O gréfico foi gerado utilizando o programa GraphPad Prism

versao 8.0.2.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo, foram isoladas e caracterizadas 24 leveduras a partir de frutos nativos da
Amazénia Central, utilizando métodos morfoldgicos, bioguimicos e moleculares. A
caracterizacdo molecular por PCR permitiu a identificag&o dos isolados, destacando a presenca
dos géneros Meyerozyma, Pichia e Kodamaea, além de representantes das familias
Debaryomycetaceae e Rhynchogastremaceae.

A diversidade dos isolados foi avaliada com base na andlise filogenética e na taxa de
similaridade molecular, evidenciando a predominancia de leveduras do subfilo
Saccharomycotina, com variacdes entre os isolados em termos de eficiéncia fermentativa.

Os testes de fermentacdo demonstraram que leveduras dos géneros Meyerozyma e
Kodamaea, alem das espécies Pichia kudriavzevii e Pichia terricola, foram capazes de
metabolizar glicose, frutose e sacarose, com reducdo nos valores de °Brix ao longo do tempo.
Entre os isolados testados, Kodamaea ohmeri (LaBMicrA 1373 e LaBMicrA 1378) apresentou
maior atividade fermentativa no mosto de cupuacu. No entanto, apesar do bom desempenho
fermentativo, Kodamaea ohmeri ¢ um microrganismo oportunista associado a infeccdes em
humanos, o que inviabiliza seu uso na producéo de bebidas destinadas ao consumo.

A fermentacdo laboratorial de mostos de T. grandiflorum (cupuacu) e A. aculeatum
(tucuma) utilizando cinco isolados selecionados demonstrou que Meyerozyma spp. (LaBMicrA
1372 e 1374) e Pichia kudriavzevii (LaBMicrA 1375) reduziram significativamente os teores
de acucares, sugerindo seu potencial para a producdo de bebidas fermentadas a base de frutos

amazonicos.
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APENDICE A - RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO DOS ISOLADOS DE
LEVEDURAS

>Rhynchogastremaceae | LaBMicrA 1364
GGTGCGCGATGGCAGGTTGTGAGCAGACCTACGACAAGAAGCGAGACGAAACTTATTACGTC
TGCCGTGGATGTCGAGATTCCACTAATCCTTTTAAGACGAGCCATTGGCTGGCACACGTCCA
AGTCCAAGCCGCCCCCAGATCAGAAACCTGGAGGGGTTGAGATTTCATGACACTCAAACAGG
CATGCCTTTCGGAATACCAAAAGGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATT
CTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGAT
CCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTTGTTAAAATACAAAGACGTTCATTACACTAATGTTTGTATA
GACCCGGAGGTCAACGGTTCACAGAGGTTTGG

>Debaryomycetaceae | LaBMicrA 1367
GCTTTGGTTTGGCCTAGAGATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTT
TTATTGATAGTCAAATTTTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTC
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTC
ATTTCTCTCTCAAACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTG
CTTGAAAAGTATTGGCATGGGTAGTACTGGATAGTGCTGTCGACCTCTC

>Debaryomycetaceae | LaBMicrA 1368

CTGCGCGGGCGAAAAACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTG
GCCTAGAGATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTATTGATAGT
CAAATTTTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTC
AAACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGAAAAGTA
TTGGCATGGGTAGTACTGGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCG
TTGAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAACCAAACAAG

>Kodamaea ohmeri | LaBMicrA 1371
GGAAAAAAAATGAGTGTACTGACGGTACCGTTTTGTAGAGTACTGTCGTCATTATTTTCGTG
CAAACACAATACAATCCGTGAGGATTAGGGAAGTATTCGCTCAAACAAGCATACCATTGGGA
ATACCCAATGGTGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCCGAGAGCTGCGATTCGTATTA
CGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTT
TTAAGAATTTCTTGTAAAGAATTGTTTTTTAAATAGATTTGTTTAGTTGTAAAAAAACAG

>Meyerozyma sp. | LaBMicrA 1372
GCTTTGGTTTGGCCTAGAAATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTT
TTATTGATAGTCAAATTTTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTC
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTC
ATTTCTCTCTCAAACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTG
CTTGAAAAGTATTGGCATGGGTAGTACTGGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTT
TATCCACTCGTTGAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAA
CCAAACAAGTTTGACCTC

>Kodamaea ohmeri | LaBMicrA 1373
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CAATTCTTTACAAGAAATTCTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATACGAATCGCAGCTCTCGGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCACCATTGGGTATTCCCAATGGTATGCTTGTTTGAGCGAATACTTCCCTAA
TCCTCACGGATTGTATTGTGTTTGCACGAAAATAATGACGACAGTACTCTACAAAACGGTAC
CGTCAGTACACTCATTITTTTTCCTCAAATCAAGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA

>Meyerozyma sp. | LaBMicrA 1374
CTGCGCGGCGAAAACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGGC
CTAGAGATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTATTGATAGTCA
AATTTTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAA
ACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGAAAAGTATT
GGCATGGGTAGTACTGGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTT
GAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAACCAAACAAGTTT
GACCTCAAATCAGGTAGGAATTTCCA

>Pichia kudriavzevii | LaBMicrA 1375
ACGAAAAACAAACNAAACTTTCAACAACGGANCTNTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGCA
GCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCANCGANTTCTTGAACGCACA
TTGCGCCCCTCGGNNTTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTCCATCTTGCGCGTGC
GCAGAGTTGGGGGAGCGGAGCGGACGACNTGTAAAGAGCGTCGGAGCTGCGACTCGC

>Kodamaea ohmeri | LaBMicrA 1376
ACTAAACAAATCTATCTAAAAAACAATTCTTTACAAGAAATTCTTAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATACGAATCGCAG
CTCTCGGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCATTGGGTATTCCCAATGGTATGCT
TGTTTGAGCGAATACTTCCCTAATCCTCACGGATTGTATTGTGTTTGCACGAAAATAATGAC
GACAGTACTCTACAAAACGGTACCGTCAGTACACTCA

>Kodamaea ohmeri | LaBMicrA 1378
GTGTACTGACGGTACCGTTTTGTAGAGTACTGTCGTCATTATTTTCGTGCAAACACAATACA
ATCCGTGAGGATTAGGGAAGTATTCGCTCAAACAAGCATACCATTGGGAATACCCAATGGETG
CAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCCGAGAGCTGCGATTCGTATTACGTATCGCATTTC
GCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAGAATTTCTT
GTAAAGAATTGTTTTTTAGATAGATTTGTTTAGTT

>Pichia kudriavzevii | LaBMicrA 1379
CTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGTT
CGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTC
CGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGC

>Meyerozyma sp. | LaBMicrA 1380

CTGCGCGGCGAAAACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGGC
CTAGAAATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTATTGATAGTCA
AATTTTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAA
ACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGAAAAGTATT
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GGCATGGGTAGTACTGGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTT
GAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAACCAAACAAG

>Debaryomycetaceae | LaBMicrA 1381
ACTTGTTTGGTTGTTGTAAGGCCGGGCCAACAATACCAGAAATATCCCGCCACACCATTCAA
CGAGTTGGATAAACCTAATACATTGAGAGGTCGACAGCACTATCCAGTACTACCCATGCCAA
TACTTTTCAAGCAAACGCCTAGTTCGACTAAGAGTATCASTCAATACCAAACCCGGGGGTTT
GAGAGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCTCTGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTT
CAAA

>Hanseniaspora sp. | LaBMicrA 1382
AATTGCGCTGCTTCTTTAGAGTGTCGCANTGAAAGTAGTCTTGCTTGAATCTCAGTCAACGC
TNACACACATTGGAGTTTTTTACTTTNATTTAATTCTNTCTGCTTTGAATCGAAGGTTCAAG
GCAAAAAACAAACACAAACAATTATNTNTTATTATATTTTTTAAACTAAACCAAAATTCCTA
ACGGANATTTTAAAATAATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATAA
AAACGTAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAATNCTCGTGAATCATGAATTTTTGAA
CGCACATTGCGCCCTTGAGCATTCTCAGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAA
AAGATAATTTATTAACTTTTGGTNNTGGGCGATACTCAGGGTTAGCTTGAAATTGGAGACTG
TTTCAGTCTTTTTTAATTCAACACTTAGCTTCTTTGGAGACGCTGTTCTCGCTGTGATGTAT
TTATGGATTTATTCGTTTTACTTTAC

>Meyerozyma sp. | LaBMicrA 1385
CTGCGCGGCGAAAAACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGG
CCTAGAAATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTATTGATAGTC
AAATTTTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCA
AACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGAAAAGTAT
TGGCATGGGTAGTACTGGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGT
TGAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAACCAAACAAG

>Pichia kudriavzevii | LaBMicrA 1386
GCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCG
AGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGC
AAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTT
CAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCT
TC

>Meyerozyma sp. | LaBMicrA 1388
CTTGTTTGGTTGTTGTAAGGCCGGGCCAACAATACCAGAAATATCCCGCCACACCATTCAAC
GAGTTGGATAAACCTAATACATTGAGAGGTCGACAGCACTATCCAGTACTACCCATGCCAAT
ACTTTTCAAGCAAACGCCTAGTTCGACTAAGAGTATCACTCAATACCAAACCCGGGGGTTTG
AGAGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCTCTGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTC
AAAGATTCGATGATTCACGAAAATCTGCAATTCATATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCT
TCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGAAGATTAATTCAAAATTTGA
CTATCAATAAAAATAATTAAATTGTGTTTTGTTAAACCTCTGGCCCAACCTATTTCTAGGCC
AAACCAAAGCAAGAGTTCTGTATCAAAAAGACACTGTGTGTAAGGTTTTTCGCCGCGCAG
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>Saccharomycotina | LaBMicrA 1390
CGAAAACAACAACACCTAAATGTGGAATATAGCATATAGTCGACAAGAGAAATCTACGAAAA
CGAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCG
ATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACGCACATTGCGCCCCT
CGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTCCATCTTGCGCGTGCGCAGAGTTGG
GGGAGCGGAGCGGACGACGTGTAAAGAGCGTCGGAGCTGCGACTCGCCTGAAAGGGAGCGAA
GCTGGCCGAGCGAACTAGACTTTTTTTCAGGGACGCTTGGCGGCCGAGAGCGAGTGTTGCGA
GACAACAAAAAG

>Pichia kudriavzevii | LaBMicrA 1391
ATGTGGAATATAGCATATAGTCGACAAGAGAAATCTACGAAAACGAAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCA
GCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATG
CCTGTTTGAGCGTCGTTTCCATCTTGCGCGTGCGCAGAGTTGGGGGAGCGGAGCGGACGACG
TGTAAAGAGCGTCGGAGCTGCGACTCGCCTGAAAGGGAGCGAAGCTGGCCGAGCGAACTAGA
CTTTTTTTCAGGGACGCTTGGCGGCCGAGAGCGAGTGTTGCGAGACAACAAAAAGCTCGAC

>Pichia terricola | LaBMicrA 1392
TCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATTTGAGGTCGAGCTTGAT
AGCTGGGGTCGGCGCACAACATAGTTCGCTTCGCCCTCGTTTCTTTTCGGCGGGGCCAAGGC
CGGGCCAGCTCCACTTGCGTGAGATAGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATAC
CAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGT
ATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTA
TTCTTATGGATTCTTGACTAGGTTATTCATGTTTAGGGGTTTGTTACGCGCACGCAGTGTGG
AAAGTATATCACAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC

>Pichia terricola | LaBMicrA 1393
GTCGAGCTTGATAGCTGGGGTCGGCGCACAACATAGTTCGCTTCGCCCTCGTTTCTTTTCGG
CGGGGCCAAGGCCGGGCCAGCTCCACTTGCGTGAGATAGAAACGACGCTCAAACAGGCATGC
CCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAA
TTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTATTCTTATGGATTCTTGACTAGGTTATTCATGTTTAGGGGTTTGTTACGCG
CACGCAGTGTGGAAAGTATATCACAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAG

>Pichia terricola | LaBMicrA 1394
GCGTGCGCGTAACAAACCCCTAAACATGAATAACCTAGTCAAGAATCCATAAGAATAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACCTAGT
GTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCC
GGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTCTATCTCACGCAAGTGGAGCTGGCCCGGCCTTGG
CCCCGCCGAAAAGAAACGAGGGCGAAGCGAACTATGTTGTGCGCCGACCCCAGCTATCAAGC
TCGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAG



