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RESUMO

As leveduras sdo fungos pertencentes aos filos Basidiomycota ou Ascomycota que
possuem um grande potencial biotecnolégico. No presente estudo, objetivou-se
verificar a producdo de enzimas extracelulares de isolados provenientes das
macréfitas Spartina alterniflora, Spartina densiflora e Scirpus maritimus colhidas in
natura e em decomposicdo, provenientes de uma area de marisma na ilha da
Pélvora, litoral sul do Rio Grande do Sul. A hipétese testada foi a de que os isolados
das macroéfitas em decomposicdo produziriam maior variedade de enzimas e teriam
maior atividade enzimatica do que os isolados das macrdfitas in natura. As leveduras
previamente isoladas foram cultivadas em meio agar GYP por 48h, sendo, apos,
inoculadas em placas contendo meio de cultura especifico para a verificacdo de
cada enzima. As leveduras foram entdo incubadas durante 7 dias a temperatura
ambiente (x25°C). A leitura dos isolados positivos foi feita pela mensuracdo do
diametro dos halos de atividade enzimatica ao redor das colénias, com posterior
calculo da atividade enzimatica (Pz). Os testes de fermentacdo de glicose e xilose
foram realizados em tubos de ensaio contendo tubinhos de Durham invertidos para
verificar a existéncia de producédo de CO, quando os isolados foram fermentadores
positivos. Utilizou-se o Diazonium Blue B Test (DBB) para agrupar os isolados
conforme sua afinidade basidiomicética ou ascomicética, separou-se ainda em um
terceiro grupo, o dos fungos leveduriformes. Os resultados apontam que as
leveduras isoladas de macrofitas em decomposicdo estdo atuando no processo,
apresentaram um numero maior de isolados produtores de enzima e nao tiveram
diferenca estatistica entre as médias de atividade enzimatica para amilase e
caseinase, mas houve para esterase e lipase. Esse resultado aponta para a
necessidade de degradacéo, pelos isolados, da cutina presente na superficie foliar.
Alguns dos isolados obtidos apresentaram um forte potencial para utilizagdo em

aplicacfes biotecnolégicas.

Palavras-chaves: Leveduras; Enzimas; Potencial biotecnolégico.



ABSTRACT

Yeasts are fungi that belong to the phyla Basidiomycota or Ascomycota, with great
biotechnological potential. In this study we aimed at verifying the extracellular
enzyme production by yeasts isolated from the macrophytes Spartina alterniflora,
Spartina densiflora and Scirpus maritimus collected from a salt marsh, llha da
Pdlvora, south coast of Rio Grande do Sul, Brazil. The tested hypothesis was that
yeast isolates from macrophytes in decomposition would produce more enzymes and
have stronger enzymatic activities than isolates from the macrophytes in natura. The
previously isolated yeasts were cultivated in GYP agar for 48h, then inoculated in
appropriate culture media to verify each enzyme production. Yeasts were incubated
for seven days at room temperature (x25°C). The reading of the positive isolates was
done by measuring the diameter of halos of enzymatic activities around the colonies,
with subsequent calculation of the enzyme activity (Pz). The tests fermentation of
glucose and xylose were conducted in test tubes containing inverted Durham little
tubes to check for CO2 production when fermenting isolates were positive. We used
the diazonium Blue B Test (DBB) to cluster the isolates according to their
basidiomycetous or ascomycetous affinity, and separated still a third group, the
yeast-like fungi. The results indicate that the yeasts isolated from decaying
macrophytes are acting in the process, showed a higher number of isolates
producing enzyme and there was no statistical difference between the mean
enzymatic activity for amylase and caseinase, but there was for esterase and lipase.
This result points to the need for degradation by the isolates, the cutin present on the
leaf surface. Some isolates obtained have strong potential for use in biotechnological

applications.

Key Words: Yeasts, Enzymes, Biotechnological potential
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1 INTRODUCAO

As leveduras fazem parte do reino Fungi, esse reino € filogeneticamente
distinto de outros organismos. S&o amplamente distribuidas, principalmente em
ambientes terrestres, mas sdo conhecidas espécies marinhas e de aguas
continentais (MADIGAN et al., 2010). Podem pertencer aos filos Basidiomycota ou
Ascomycota, podem também ser encontradas entre os fungos mitosporicos (sem
reproducdo sexuada conhecida). Os fungos leveduriformes ou yeast-like sdo
dimorficos, apresentam-se em forma filamentosa na maior parte do tempo, mas em
meio rico em acgucares, como meio de cultura para leveduras, acabam crescendo em
forma de levedura (unicelular). As leveduras reproduzem-se assexuadamente por
brotamento ou fisséo binaria. S&o eucariotas, heterotréficas, podem produzir esporos
e nado formam corpo de frutificagdo (KURTZMAN; FELL, 1998). Estdo presentes em
guase todos os habitats da terra, interagindo de forma saprofitica com as plantas.
Estdo associadas tanto a parte externa como interna de frutos, exudatos, etc.
Apresentam exigéncias nutricionais simples e para alimentarem-se, secretam
enzimas extracelulares que digerem compostos organicos complexos, como
polissacarideos ou proteinas, em monémeros, acglcares, peptideos, aminoacidos,
etc. Os fungos sdo organismos decompositores importantes na reciclagem de
matéria organica morta, como folhas, troncos, frutos e animais mortos (MADIGAN et
al., 2010).

Ha milhares de anos as leveduras tém sido utilizadas pelo homem, mesmo
sem o0 seu conhecimento, nos processos de fermentacdo e, atualmente, novos
potenciais biotecnoldgicos tém sido explorados na industria. Especula-se que menos
de 1% dos microrganismos sédo conhecidos, portanto, uma das justificativas para a
investigacdo reside no fato de que uma ampla variedade de microrganismos
potencialmente (teis ainda esta por ser descoberta (STEELE; STOWERS, 1991).
Uma das areas onde esse potencial pode ser verificado é na produgédo de enzimas,
devido a sua diversidade metabdlica e facilidade de manipulacdo genética. Os
microrganismos que apresentam naturalmente essa caracteristica produtora de
enzimas extracelulares tém a vantagem de serem aceitos e aprovados para a
comercializacdo com mais facilidade do que os manipulados geneticamente
(LANDELL, 2006; MAUTONE, 2008). A maior parte das lipases utilizadas
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industrialmente sdo originadas de fungos ou bactérias (SHARMA; CHISTI;
BANERJEE, 2001).

A triagem de microrganismos com potencial biotecnolégico inicia-se com a
selecdo do microrganismo que possui a caracteristica desejada. No presente estudo,
pretende-se avaliar leveduras e fungos leveduriformes isolados a partir de macrofitas
coletadas in natura e macrofitas em decomposicéo, condicionadas em litter bags, e
verificar o potencial de producdo de enzimas extracelulares, como a caseinase,
gelatinase, esterase, lipase e amilase, além de avaliar sua capacidade de
fermentacdo de xilose e glicose. As industrias estdo cada vez mais aumentando a
utilizacdo de enzimas livres isoladas de microrganismos para fabricar varios
produtos, como xaropes, papel e téxteis. A demanda para essas enzimas é alta
porque sao especificas e ndo geram residuos ou produtos toxicos, ja que as
enzimas sdo biodegradaveis (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

A importancia deste trabalho reside no fato de contribuir com o
conhecimento e verificacdo do potencial biotecnolégico dos microrganismos
(leveduras e fungos leveduriformes) presentes na area de marisma da llha da
Pélvora e instigar a investigacdo do potencial bioquimico/biotecnoldgico dos
microrganismos do nosso litoral. A hipétese do presente trabalho é a de que
leveduras e fungos leveduriformes isolados a partir de plantas em decomposicao
produzam maior quantidade e variedade de enzimas extracelulares do que aquelas

isoladas de macrdfitas in natura.

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi de analisar o potencial biotecnolégico de
levedurase e fungos leveduriformes isolados de macréfitas Spartina alternifliora,
Spartina densiflora e Scirpus maritimus em decomposi¢cdo e das mesmas espécies

in natura.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Agrupar os isolados de leveduras das espécies de macroéfitas em

decomposicdo e in natura com afinidade ascomicética, basidiomicética ou fungos

leveduriformes.
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. Testar o potencial biotecnolégico e selecionar leveduras e fungos
leveduriformes capazes de fermentar de glicose, xilose, e que produzam as enzimas
esterase, amilase, caseinase e lipase, que potencialmente podem ser utilizadas na
industria.

. Calcular a atividade enzimatica (Pz) das leveduras produtoras de
enzimas e selecionar as que apresentarem maior atividade.

. Testar a hipotese de que as leveduras isoladas das macrofitas em
decomposicdo produzam maior quantidade de enzimas extracelulares do que as

leveduras que vivem associadas as macrofitas in natura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, os ambientes de marismas dominam o estado do Rio Grande do
Sul e parte de Santa Catarina, ocupando 70 km? de area apenas nas margens e
ilhas no estuario da lagoa dos Patos (MARANGONI, 2009; SILVA, 2008). As
principais plantas colonizadoras das marismas baixas sdo as gramas rizomatosas e
as macrofitas Spartina densiflora, Spartina alterniflora, além das Cyperaceae Scirpus
maritimus e Scirpus olneyi (COSTA; MARANGONI, 2010). Os marismas sdo um dos
escossistemas naturais mais produtivos na terra, suportam uma rica diversidade
bioldgica adaptada a areas umidas que mudam constantemente em funcédo da maré,
seja pelo maior aporte de agua seja pela salinidade. As macrofitas sdo um
importante componente da teia tréfica devido a sua produtividade primaria (ABREU
et al., 2006; COSTA, 1998). As espécies S. alterniflora e S. densiflora podem ser
usadas como indicadoras de condigcbes ambientais. Frequentemente, S. alterniflora
ocorre em zona alagada por aguas salobras ou salinas e fixa-se na margem
deposicional do marisma. Ja S. densiflora, fixa-se em margens erosivas e também
em locais ocasionalmente alagados por 4guas salobras ou salinas (COSTA et al.,
1997).

Apesar da grande producdo primaria por parte das macrofitas, elas ndo sao
consumiveis diretamente pelos organismos estuarinos de niveis tréficos superiores.
Por isso, a maior parte da producdo primaria ndo € consumida diretamente, mas
como detrito gerado pelo processo de decomposi¢cdo microbiana (DAY et al., 1989).

Segundo Marangoni e Costa (2009), as marismas no estuario da Lagoa dos
Patos vém sendo suprimidas desde o século XIX pela expansao urbana, portuaria e
industrial, entretanto, nas Uultimas décadas, perdas de éarea foram causadas
principalmente por processo natural (eroséo). As atividades antropicas no entorno
das marismas vém causando modificagdes na cobertura vegetal, afetando processos
bioldgicos e ecoldgicos. A area de estudo, llha da Poélvora, € um dos poucos
marismas consideravelmente bem preservados. Esta localizada na por¢cdo mediana
do estuario da lagoa dos Patos (32° S, 52° W; RS, Brasil), possui aproximadamente
45 hectares e sua extensdo estd quase toda coberta por vegetagdo tipica de
marismas (GANTES, 2011).
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2.1 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

As enzimas possuem uma enorme aplicabilidade industrial e envolvem muito
investimento e retorno financeiro com sua utilidade em industrias, principalmente
devido ao seu potencial em substituicdo aos processos que utilizam catalisadores
quimicos convencionais, assim tornam-se uma alternativa imprescindivel ao
desenvolvimento industrial sustentavel (DAS, 2011). Sdo extremamente importantes
para as reacdes, pois tém a capacidade de acelera-las através da diminuicdo da
energia necessaria para que se iniciem, e favorecem um aumento consideravel da
velocidade na qual ocorrem, pois sem a atuagdo destas, muitos dos processos
necessarios a vida em que as enzimas atuam seriam muito lentos ou mesmo nao
aconteceriam, como a respiracao e a digestdo animal (SILVA, 2011).

As enzimas como a lipase, protease, amilase e esterase sao empregadas na
industria téxtil, de papel, de detergentes e alimenticia (KIRK; BROCHERT;
FUGLSANG, 2002; VAN BEILEN; LI, 2002), na qual ha a necessidade de que o
microrganismo ndo secrete micotoxinas ou outras substancias tdéxicas e nem seja
patogénico (FUNGARO et al.,, 1994). O interesse em utilizar enzimas naturais na
indastria alimenticia vem crescendo (TUNGA; SHRIVASTAVA; BANERJEE, 2003)
desde que a utilizacdo de aditivos e tratamentos quimicos tornou-se uma
preocupacdo para a saude publica, o que faz da biocatélise e da tecnologia
enzimatica ferramentas promissoras para a sintese de compostos de alto valor
agregado (FERNANDES, 2007).

2.2 LIPASES

Os lipideos sao constituidos por acidos graxos e glicerol, sdo moléculas de
armazenamento de energia e importantes componentes estruturais de todas as
membranas celulares (BLAGOVIC et al., 2001). As enzimas responsaveis pela sua
degradacdo sdo chamadas de lipases (glicerol éster hidrolases), que hidrolisam
triacilglicerdis em acido graxo e glicerol (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).
ApoOs a liberacdo de acido graxo e glicerol, cada um desses compostos é
metabolizado separadamente. As lipases sé@o capazes de catalisar uma ampla gama
de reacdes como a hidrélise, interesterificacdo, transesterificacdo, alcodlise,

aciddlises, esterificagdo e amindlise. Estruturalmente, as lipases séo definidas como
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carboxil esterases, que catalisam a hidrolise de triacilgliceréis de cadeias alifaticas
longas (BRANCO, 2008). Em meios ndo aquosos, também catalisam esterificacéo,
interesterificacao e transesterificacdo (KADEMI; LEE; HOUDE, 2003). Essa enzima
€ amplamente usada no processamento de gorduras e Oleos, detergentes,
formulacdo desengordurante, processamento de alimentos, sintese de produtos
quimicos e farmacéuticos, manufatura do papel e producdo de cosméticos
(KEBABCI; CIHANGIR, 2011; SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001). Também pode
ser usada para acelerar a degradagcao de poliuretano (TAKAMOTO et al., 2001).
Sabe-se, também, que muitos microrganismos que degradam os 4cidos graxos sado
capazes de utlizar as mesmas enzimas para degradar produtos do petréleo
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Lipases produzidas por microrganismos, como leveduras, sdo mais estaveis
guando comparadas com as produzidas por plantas e animais e podem ser obtidas a
baixo custo. Também é considerada uma enzima mais pura do que a lipase
pancreatica de origem suina, que pode conter residuos de horménios e até virus
(VAKHLU; KOUR, 2006). Atualmente a espécie mais utilizada comercialmente para
a obtencdo de lipase € a Candida rugosa, porque além de produzir grande
quantidade de lipase, ainda é considerada segura para a industria alimenticia. As
lipases também séo usadas na industria de couro para processamento de couros e
peles e para o tratamento de lodos ativados e outros produtos residuais aerdbicos,
onde eles removem a camada fina de gorduras. As lipases sdo esterases cuja acao
sobre triglicerideos é fortemente aumentada na interface lipidio-agua, ao contrério
das esterases verdadeiras. Este € um fendbmeno conhecido como ativagéo interfacial
(COLEN, 2006).

2.3 ESTERASE

A diferenciacdo entre esterases e lipases ndo € muito simples, tendo em
vista que estas duas classes de enzimas participam de uma variedade de reacdes
envolvendo inumeros substratos e possuem alta diversidade. As esterases
desempenham papel importante na degradacdo de materiais hemiceluldsicos e na
producdo de compostos enantiomericamente puros, perfumes e antioxidantes, além
da degradacdo de compostos quimicos toxicos gerados pela industria do papel

(FARIAS, 2008). Elas catalisam a hidrélise de ésteres alifaticos e aromaticos, tém
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utilidade no desenvolvimento de aromas e sabores e na reacao de quebra de
inseticidas (DEGRASSI et al., 1999). Sendo assim, € necessario testar a esterase e
lipase com diferentes fontes, com a finalidade de evitar falsos positivos. Tsuboi,
Komatsuzaki e Ogawa (1996) induziram a producéo de esterase em Candida spp. a
partir de éster de sorbitano etoxilado 80 (tween 80). A esterase € uma das principais
enzimas utilizadas na produgéo de vinho (LLOYD; MORRIS; SMITH, 1971; SIBIRNY;
VORONOVSKY, 2009). Atuam em ligacdes ésteres, das mais comuns a ligacdes
especificas. Essa € uma enzima de interesse em diversos campos da industria
porque tem um papel muito importante na degradagdo de materiais naturais e
poluentes industriais, como plasticos, sobras de gréos e téxicos quimicos. E Util para
a sintese de compostos opticamente puros, perfumes e antioxidantes (PANDA;
GOWRISHANKAR, 2005).

2.4 AMILASES

O amido €& um polissacarideo heterogéneo composto por amilose e
amilopectina. E degradado pelas enzimas amiloliticas, presentes em plantas,
animais e microrganismos. Dentre 0os microrganismos capazes de produzir a amilase
estdo fungos filamentosos, leveduras e bactérias. A capacidade de assimilar o amido
€ conhecida em aproximadamente 150 espécies, mas poucas secretam uma enzima
capaz de clivar ligacdes de alfa-(1,4) e alfa(1,6) de moléculas complexas de amido
(FARIAS, 2008).

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas utilizadas nos
processos biotecnolégicos atuais, devido a crescente importancia do amido e de
aclcares na area da biotecnologia atual. Por exemplo, cervejas light utilizam
amilases ou linhagens selecionadas de leveduras para converter uma maior
guantidade do amido em glicose e maltose fermentavel, resultando em menos
carboidratos e mais éalcool. A amilase tem diversas aplica¢cdes na industria, podendo
ser usada em segmentos como de alimentagdo, téxtil, papeleira, usadas em
detergentes, producdo de etanol a partir do amido, bebidas, e diversas outras
aplicacdes, como na utilizacdo de tratamento de residuos de batatas, e frutas, por
exemplo (DAS ET AL., 2011; STEELE; STOWERS, 1991). Sao utilizadas ainda na

producdo de xaropes a partir do amido de milho, na producédo de papéis especiais,



21

na producdo de glicose, adocantes, bebidas fermentaveis e etanol (FARIAS, 2008;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

2.5 CASEINASE

A caseinase é uma protease, enzima que degrada uma proteina do leite, no
caso, a caseina. A hidrolise da proteina libera aminoacidos e pequenos fragmentos
de peptideos. A caseina é uma mistura de fosfoproteinas encontrada no leite de
mamiferos. Ela catalisa a hidrélise das ligacdes peptidicas das proteinas. E utilizada
para detectar se o microrganismo tem atividade proteolitica e também se é possivel
utilizar comercialmente o microrganismo, como por exemplo na fabricacdo de queijo,

producao de hidrolisados para sopas e paes (SILVA, 2011).

2.6 FERMENTACAO DE GLICOSE E XILOSE

As leveduras sdo responsaveis pela conversdo de acgUcares a etanol e
também gas carbbnico nos processos fermentativos, tanto a partir de cana-de-
acucar como de sorgo sacarino. Leveduras do género Saccharomyces sao utilizadas
na inddstria brasileira de etanol e podem ser consideradas as principais
responsaveis pela producdo desse combustivel no Brasil (ALMEIDA; FAVARO,
2011).

As leveduras que fermentam a xilose sdo potenciais produtoras de etanol a
partir de matéria estrutural vegetal (etanol de segunda geracao). Assim como a
glicose, a xilose faz parte da constituicdo de celuloses e hemiceluloses. A xilose é
uma pentose e atualmente os organismos que tém sido modificados geneticamente
para este fim ainda ndo possuem rendimento satisfatério, tornando o uso dessas
leveduras pouco atrativo economicamente (FUGITA, 2010). Como as linhagens de
Saccharomyces ndo sao capazes de converter todos os agucares provenientes da
hemicelulose, incluindo a abundante xilose, outras espécies de leveduras tém sido
analisadas para a producao de etanol. Podem apresentar duas vias na utilizacdo da
D-xilose, produzindo xilitol (produto intermediario ou final da reagdo) ou etanol
(FUGITA, 2010; LOURENCO, 2009).
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3 MATERIAL E METODO

Os fungos leveduriformes e leveduras previamente isolados de Spartina
alterniflora, Spartina densiflora e Spartina maritimus, escolhidas em virtude da
abundancia no local de estudo, foram cultivados em meio GYP (Glicose 2%, Agar
2%, Peptona 1%, Extrato de levedura 0,5%), mantidos em estufa a temperatura
ambiente(x 25°C), por 72 horas. Apos esse periodo, foram inoculados em tubos
contendo 1,5ml de agua destilada estéril, para que fosse feita a padronizacdo do
inoculo celular que é verificado utilizando o cartdo de Wickerham (escala 0,5). Apdés,
o método de replica-plate foi utilizado para os testes enzimaticos, sendo as
leveduras inoculadas na superficie das placas de Petri contendo 0s meios
especificos para cada enzima. O meio inoculado com as amostras foi incubado a
temperatura ambiente (+ 25°C) por 7 dias, ap0s, a leitura foi realizada. Os testes de
fermentacdo em tubo foram inoculados com a ajuda de alca microbioldgica e
acompanhados nos dias 1, 2, 3, 4, 7, 14 e 21 a seguir a realizacdo do experimento.

As macroéfitas em decomposicdo foram armazenadas em litter bags e
colocadas de volta no marisma, sendo retiradas apés 7, 14, 40 e 100 dias de
decomposicdo para isolamento das leveduras. As coletas, tanto dos litter bags
quando das macrofitas in natura, ocorreram nos dias 25 de junho, 2 de julho, 30 de
julho e 29 de setembro do ano de 2012. Os isolados das leveduras e fungos

leveduriformes foram previamente obtidos em outra etapa do projeto.

3.1 TESTE DBB

O diazonium Blue B test (DBB) € um teste quimico que distingue as
leveduras e fungos leveduriformes (yeas-tlike) em dois grandes grupos: ascomicetos
e basidiomicetos (HAGLER; AHEARN, 1981; RIBEIRO, 2009). A parede celular das
coldénias basidiomicéticas reagem tingindo-se de rosa/vermelho escuro, ao contrario
das ascomicéticas que ndo reagem com o DBB (DEAK, 2008).

Segundo Madigan et al. (2010), leveduras basidiomicéticas possuem a
caracteristica unificadora dos basidiomicetos, que consiste na estrutura geralmente
unicelular, chamada de basidio, na qual os basididésporos sao formados por meiose.

E leveduras ascomicéticas produzem ascos, célula onde dois nucleos haploides,
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provenientes de tipos de acasalamentos diferentes, unem-se e fundem-se, formando
um nucleo dipléide, o qual sofre meiose, originando ascésporos haploides. O papel
ecologico dos ascomicetos consiste principalmente na decomposicdo de matéria
vegetal morta, porém um grande numero de ascomicetos participa da simbiose com
liquens.

O DBB foi realizado apd0s o cultivo dos isolados em meio YCB-uréia,
acrescido de fucsina acida em quantidade até obter a cor rosa escuro, incubados
junto com o controle positivo (isolado DBB positivo), a 25°C por 72 horas. Quando o
isolado possuia a capacidade de produzir urease, o meio foi alterado para a cor
branca. Apés, os tubos foram incubados a 60°C por até 16 horas. O reagente DBB
foi solubilizado em uma solucédo de 0,25 M de tris-HCI, e ao colocarmos o reagente
em contato com os isolados que possuem afinidade basidiomicética, as colénias
tornam-se rosa-pink. Aqueles que néo reagiram ao reagente foram agrupados como
tendo afinidade ascomicética. Esse teste foi validado em 1981 por Hagler e Ahearn e
ainda hoje é utilizado (GHOSH; SANTRA; CHAKRAVARTY, 2013; SUH et al., 2006;
MAUTONE, 2008).

3.2 TESTES BIOQUIMICOS

Os testes bioquimicos foram executados conforme Landell (2006) e Mautone
(2008).

3.2.1 Fermentacgéo

A fermentacado de acUcares € um processo metabdlico de oxidacado-reducao
gue ocorrre em anaerobiose onde um substrato organico serve como aceptor final de
hidrogénio (FRANZOLIN, 2008). Os isolados foram testados em meio de

fermentacao para glicose e xilose.
3.2.1.1 Glicose
O meio de fermentacédo de glicose € composto por 0,75% de peptona, 0,45%

extrato de levedura, 2% glicose. O meio € homogeneizado e distribuido, 3ml por

tubo, com tubos de Durham ja em seu interior, o ar de dentro dos tubos € totalmente
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expulso e os tubos sao esterilizados em autoclave. O resultado positivo e
quantificacdo da fermentacéo da glicose foi avaliado pela presenca de bolha de gas

dentro do tubo de Durham, com quantificacdo da area do tubo ocupada pela bolha.

3.2.1.2 Xilose

O teste de fermentacdo de xilose foi realizado apenas com as leveduras
fermentadoras de glicose em funcdo de seu potencial fermentativo, uma vez que
para a industria do etanol, o mais interessante para a producdo seriam leveduras
capazes de fermentar hexoses e pentoses.

O protocolo seguido é idéntico ao da fermentacdo de glicose, exceto que
adicionamos 2% de xilose, no lugar da glicose. O resultado é também conferido da

mesma maneira.

3.2.2 Producéao de enzimas

Os testes foram todos realizados em meio sélido e em placas de Petri.
Esses meios foram inoculados através da técnica de replica-plate, incubados
durante 7 dias a temperatura ambiente (x25°C). Todos os resultados séo lidos como
positivos através da observacdo da formacdo de um halo em volta das col6nias. O
calculo de atividade enzimatica (Pz) das colbnias positivas é feito através da razéo
entre o didmetro da coldnia e o didmetro da colonia mais o halo, conforme Price et
al. (1982). Quanto menor o valor do Pz, maior é a capacidade de producdo dos
isolados. Um bom desempenho na avaliacdo de atividade enzimatica é um indicador
importante no potencial econémico de uma cepa (FARIAS, 2008). Os meios foram
esterilizados em autoclave, exceto o teste de caseinase cujo meio foi pasteurizado,

pois as proteinas leite ndo suportam calor excessivo e sofrem desnaturacao.
3.2.2.1 Amilase
Os isolados foram cultivados em placas contendo o0 meio composto por:

0,67% de YNB (Yeast Nitrogen Base), 0,2% de amido solavel e 2 % de agar. Os

isolados capazes de degradar o meio formam ao redor da colénia um halo
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translicido, apos a adi¢do de lugol. As medidas de halo e coldnia foram realizadas

através de um paquimetro digital.

Figura 1. Atividade amilolitica. Fonte: Belize Leite

3.2.2.2 Caseinase

A caseinase € uma protease. Os microrganismos capazes de produzir
proteases sao utilizados na industria de alimentos nos processos de fermentacao e
producédo de alimentos. O meio é composto por 0,67% de YNB, 0,5% glicose, 5% de
leite desnatado em pé e 2% agar. As colonias que degradaram a caseina formaram

um halo translicido ao seu redor.

Figura 2. Atividade caseinolitica. Fonte: Belize Leite
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3.2.2.3 Esterase

Para a producéo do meio, sédo adicionados 0,1% glicose, 1% peptona, 0,5%
cloreto de sédio, 0,01% cloreto de calcio, 2,5% tween 80 e 2 % agar. As leveduras
que produziram a enzima esterase formaram um halo esbranquicado ao redor da

colonia.

Figura 3. Atividade esterase. Fonte: Belize Leite

3.2.2.4 Lipase

A deteccao de lipase apresenta um problema particular na sua deteccao,
devido a falta de especificidade aparente nas lipases conhecidas e os problemas na
distingdo entre lipases verdadeiras e esterases. Utilizamos entdo o teste em Agar
Tributirina para separar os microrganismos produtores de lipase. Mesmo ndo sendo
um meio verdadeiramente especifico para esse objetivo, € um meio de facil diluicdo
em agua e amplamente utilizado para avaliagcdo de producdo de lipase (STEELE;
STOWERS, 1991).

O teste de producao de lipase foi feito em placa de Petri contendo 0 meio
composto por 2% peptona, 0,1% extrato de levedura, 0,5% cloreto de sédio, 2%
agar, 1 % de tributirina liquida. A leitura dos resultados positivos ocorreu por meio da
verificagdo de um halo transldcido, perceptivel quando a placa é colocada contra a

luz.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Verificou-se a normalidade dos resultados por meio do teste de Shapiro-
Wilk, onde a = 0,05. Para verificar a diferenca entre as médias em uma distribuicdo
normal, utilizou-se o teste ANOVA. Quando os dados néo apresentaram distribuicéo
normal, utilizou-se teste ndo parameétrico para calcular diferenca estatistica entre os
grupos de macrofitas, filo e fungos leveduriformes. A verificacdo da existéncia de
diferenca estatistica entre as médias em teste ndo paramétrico deu-se pela
comparacao multipla da média do ranking dos grupos, pois ndo possuiam um
namero amostral idéntico. As diferencas estatisticas foram consideradas

significativas quando o valor de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

O namero de isolados pode ser observado na Tabela 1, separado por tipo de
teste enzimatico realizado. Os isolados foram testados numa primeira etapa
denominada screening. Posteriormente, isolados com atividade enzimatica positiva
tiveram os testes repetidos mais duas vezes. A coluna “Teste em triplicata”
representa os isolados testados em trés momentos diferentes quanto a sua atividade
enzimatica (Pz), a fim de utilizar os dados nos testes estatisticos. Os isolados néo
puderam ser todos testados em triplicata em funcdo de contaminacédo enfrentada
durante o processo de screening. Utilizou-se sempre como controle um isolado
positivo no teste de screening.

Isolados com Pz = 1 foram considerados negativos, Pz 20,64< 1 foram
considerados fracamente positivos e Pz<0,64 fortemente positivos (COSTA, 2006;
PRICE et al., 1982; RIBAS; MARCHESAN; ONOFRE, 2009).

Tabela 1. Numero de isolados testados quanto a produgéo de enzimas extracelulares.

Numero de isolados testados

Enzimas In Positivos Negativos T?St? em Decomposi¢cdao Positivos Negativos Te:St? em
natura triplicata triplicata
Lipase 75 61 14 46 88 75 14 44
Esterase 66 36 30 19 86 48 38 29
Amilase 56 20 36 16 85 24 61 10
Caseinase 52 10 42 8 73 21 52 15

4.1. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram empregadas para elucidar questdes sobre as
diferencas de producao de enzimatica entre os grupos Ascomycota, Basidiomycota e
fungos leveduriformes. E também entre as trés espécies de macrofitas utilizadas

para obter os isolados.

4.1.1 Teste DBB

Foram obtidos 88 isolados de macrdéfita em decomposicdo e 63 de

macrofitas in natura. Das macrofitas em decomposicdo 27,36% apresentaram
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afinidade ascomicética, 46,31% basidiomicética, representada pela reacdo positiva
ao corante DBB, e 26,31% sédo fungos leveduriformes, Das macrdfitas in natura
72,6% apresentaram afinidade ascomicética 16,06% basidiomicética e 12,32%

fungos leveduriformes.

4.1.2 Analise da producado enzimética das leveduras isoladas das macrofitas

em decomposicao

Os resultados da atividade enzimética (valores meédios) dos fungos
leveduriformes e das leveduras encontram-se nas tabelas 2 e 3, respectivamente.
Para os fungos leveduriformes, verificou-se atividade fortemente positiva para a
producdo de lipase (13 isolados), esterase (6 isolados), amilase (7 isolados) e
caseinase (1 isolado). Para as leveduras, valores de atividade fortemente positivos
foram constatados na producdo de todas as enzimas testadas. Os melhores
resultados de atividade enzimatica foram para lipase (17 isolados, 10 ascomicetos e
7 basidiomicetos); em segundo lugar para esterase (12 isolados, 7 ascomicetos e 5
basidiomicetos); em terceiro lugar para amilase (2 isolados, 1 ascomiceto e 1
basidiomiceto); e em ultimo lugar para caseinase (4 isolados, todos ascomicetos).

Tabela 2. Média da atividade enzimatica (Pz) dos fungos leveduriformes isolados de macréfitas em

decomposicao. “0” = isolado n&o possui atividade enzimatica. “-“ = isolado ndo testado.
Atividade enzimatica (Pz): Fungos leveduriformes

Isolados Lipase Esterase Amilase Caseinase ‘ Lipase Esterase Amilase Caseinase
DEC 02 - 0,40184 - - DEC52 0,4167 0,5683 0,7714
DEC13 0,4471 0,5987 0,4846 0 DEC63 0,5768 0 0 0
DEC14 0,378 0,6893 0,6160 0,8172 DEC 62 - - 0 0
DEC 15 - - 0 - DEC68 0,4893 0,6651 0 0
DEC 18 - - - 0,2644 DEC 82 - - - 0
DEC20 0,5088 0 0,5225 0 DEC 83 - 0 0,2857 0
DEC21 0,4470 0,6237 0 0 DEC86 0,4274 0,6914 0,4588 0,8245
DEC22 0,5282 0,7463 0,5377 1 DEC91 0,6769 0,5973 0 0,7526
DEC23 0,5114 0,5963 0,8138 - DEC80 0,8423 0,8097 - 0
DEC 25 - - 0,5473 - DEC 81 - 0 0 0
DEC 29 0 0 - - DEC84 0,4235 0 0 0
DEC 31 0 - - DEC17 0,5651 0,6878 0 0,7863

DEC32 0,6384 0 0 1
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O grupo dos fungos leveduriformes apresentou maior nimero de produtores
enzimaticos, exceto para a lipase que teve um maior nimero de produtores por parte
do filo Ascomycota (Figura 4). As andlises estatisticas das médias dos produtores de
enzima extracelulares dos isolados das macrdéfitas em decomposicdo nao
apresentaram diferenca significativa, independentemente se analisadas entre os filos
(Figura 5) ou entre as diferentes macrdfitas (Figura 6).

Produtores: decomposicao
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Figura 4. Porcentagem de produtores de enzimas dos filos Ascomycota
e Basidiomycota e do grupo dos fungos leveduriformes. Fonte: o autor.
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Figura 5. Média de atividade enzimatica dos isolados produtores de
enzimas provenientes de macroéfitas em decomposi¢cdo em nivel de filo e
fungos leveduriformes. Letras iguais significam que n&o houve diferenca
estatistica significante entre as médias. Lipase: p=0,7420; Esterase:
p=0,3258; Amilase: p=0,1175; Caseinase: p = 0,1508. Fonte: o autor.
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Atividade enzimatica: macrofita
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Figura 6. Média de atividade enzimatica dos isolados produtores de enzimas
de macrdfitas em decomposi¢cdo em nivel de filo. Letras iguais significam que
ndo houve diferenca estatistica significante entre as médias. Lipase: p>
0,5211; Esterase: p<0,5621 Amilase: p=0,1517; Caseinase: p = 0,19. Fonte: o
autor.

4.1.2.2 Capacidade fermentativa

Foram testados 48 isolados quanto a sua capacidade fermentativa. O
acompanhamento deu-se nos dias 1, 2, 3, 4, 7, 14 e 21 ap0s a inoculacéo dos tubos.
Sete isolados apresentaram capacidade fermentativa e apenas dois apresentaram
capacidade maxima de saturacao por gas dos tubos de Durham (leitura 3) no quarto

dia de leitura. Nenhum isolado foi capaz de fermentar xilose.

4.1.3. Analise da producéo enzimatica das leveduras isoladas das macréfitas in

natura

Os resultados da atividade enzimatica (valores meédios) dos fungos
leveduriformes e das leveduras encontram-se nas tabelas 4 e 5, respectivamente.
Para os fungos leveduriformes, verificou-se atividade fortemente positiva para a
producéo de lipase (8 isolados), esterase (1 isolado) e amilase (6 isolados). Para as
leveduras, valores de atividade fortemente positivos foram constatados na producao
de todas as enzimas testadas. Os melhores resultados de atividade enzimatica
foram para lipase (36 isolados, 32 ascomicetos e 4 basidiomicetos); em segundo

lugar para esterase (15 isolados, 12 ascomicetos e 3 basidiomicetos); em terceiro
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lugar para amilase (10 isolados, 8 ascomicetos e 2 basidiomicetos); e em ultimo
lugar para caseinase (2 isolados, todos ascomicetos).

Tabela 4. Média de atividade enzimatica dos fungos leveduriformes de macréfitas in natura. “0” =

“ o«

isolado nao possui atividade enzimatica. “-“ = isolado nao testado.

Atividade enzimatica (Pz): Fungos leveduriformes

Isolados Lipase Esterase Amilase Caseinase Lipase Esterase Amilase Caseinase
BO1 0,5117 0 0 0 B36 0 - 0,4663 0,8406
B03 0,2932 0,6109 0,5137 0,8719 B37 10,4431 0 0,5128 -

B11 0,5166 0 0,3383 0 B52 0,5704 0 0,3969 -
B12 0,4822 0 0,5134 - B81 0,6798 0,6733 0 0,8466
B32 0,6262 0 0 0,8758 B85 0,4087 - 0 -
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Os grupos, Ascomycota, Basidiomycota e fungos leveduriformes variaram
quanto a producgéo das diferentes enzimas, os fungos leveduriformes apresentaram
mais produtores de lipase e esterase, enquanto que as leveduras pertencentes ao
filo Basidiomycota produziu mais esterase e amilase (Figura 7). As analises
estatisticas das médias dos produtores de enzima extracelulares dos isolados das
macrofitas in natura também nao apresentaram diferenca significativa em nenhuma
das analises estatisticas, entre os filos (Figura 8) ou entre as diferentes macrdfitas
(Figura 9).

Produtores: in natura

100 +
90 -
80
70 A
60 -
50 +

40 -
30 - B Fungos leveduriformes

m Ascomycota

m Basidiomycota

Produtores de enzima (%)

20
10 ~

Lipase  Esterase Amilase Caseinase

Figura 7. Porcentagem de isolados de macrofitas in natura produtores de
enzimas. Fonte: o autor.
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Figura 8. Média de atividade enzimética dos isolados produtores de enzimas
provenientes de macrdfitas in natura em nivel de filo e fungos leveduriformes.
Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica significante entre
as médias. Lipase: p=0,6684; Esterase: p=0,2949 Amilase: p= 0,1718 ;
Caseinase: p = 0,05. Fonte: o autor.
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Atividade enzimatica: macrofita

W Spartina alterniflora
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W Scirpus maritimus

Atividade enzimatica (Pz)

Lipase Esterase  Amilase  Caseinase

Figura 9. Média de atividade enzimatica dos isolados produtores de enzimas
de macrofitas in natura em nivel de filo. Letras iguais significam que ndo houve
diferenca estatistica significante entre as médias. Lipase: S. alterniflora x S.
maritimus p= 0,0469; Esterase: p= 0,8453 Amilase: p= 0,2776; Caseinase: S.
densiflora x S. maritimus p = 0,0455. Fonte: o autor.

4.1.3.1. Capacidade fermentativa dos isolados de macréfitas in natura

Dos 42 isolados testados quanto a sua capacidade fermentativa de glicose,
14 isolados foram positivos. Dois isolados fermentaram no segundo dia de
experimento, dois isolados no terceiro dia e o restante a partir do quarto dia.
Nenhum apresentou capacidade maxima de fermentacdo. Nenhum isolado foi capaz

de fermentar a xilose.

4.2 ANALISE DE HIPOTESE

A hipétese de que as leveduras e os fungos leveduriformes isolados de
macréfitas em decomposicdo produziriam maior quantidade de enzimas e maior
atividade enzimatica foi refutada. Ao interpretar o grafico (Figura 10) percebe-se que
os isolados das macrdfitas in natura apresentaram maior atividade enzimatica e
tiveram diferenca significativa quanto a média de producéo de lipase e esterase. A
maior parte dos isolados apresentaram uma atividade enzimatica interessante para
aplicacdo biotecnolégica. Na tabela abaixo (Tabela 6) estdo apresentadas as

melhores médias de atividades para cada grupo.



Atividade enzimatica [Pz)
P _‘_D _‘_D ___D P ___D P _‘_D
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o

Lipase

Esterase Amilase Caseinase

Leveduras e leveduriformes:
Decomposicao x /n natura

B Decomposicdo

M In natura

Figura 10. Média das atividades enzimaticas dos isolados produtores de
enzimas extracelulares provenientes das macrdéfitas in natura e em

decomposicdo. Letras

iguais significam que n&do houve diferenga

estatistica significativa entre as médias. Lipase: p = 0,0082; Esterase: p =
0,0104; Amilase: p = 0,1138 ; Caseinase: p = 0,7353. Fonte: o autor.

Tabela 6. Isolados que apresentaram melhor média de atividade enzimética por grupo. Fonte: o

autor.
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Macréfita em decomposicao (Pz)

Lipase Esterase Amilase Caseinase
Dec 08 0,13 0,19
Ascomycota Decd6 0,2 0,12
Dec 17 0,78
o Dec 39 0,26
Basidiomycota Dec 58 0,29
Dec 74 0,43
Dec 02 0,401
_ Dec 14 0,378
Fungos leveduriformes Dec 18 0, 264
Dec 83 0,285
Macrdéfita in natura (Pz)
Lipase Esterase Amilase Caseinase
Bel 54 0,125
Bel 08 0,136
Ascomycota Bel 66 0,297
Bel 87 0,157
o Bel 74 0,905
Basidiomycota Bel 84 0,142 0,247 0,281
Bel 03 0,293 0,610
Fungos leveduriformes Bel 11 0,338
Bel 36 0,840
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4.2.1 Analise entre macroéfita em decomposicédo e in natura

A analise estatistica das médias de atividade enzimatica entre cada espécie
de macrdfita em decomposicdo e in natura apontou diferenca significativa apenas
para Scirpus maritimus nas enzimas amilase e esterase, que apresentou maior

atividade para as leveduras isoladas das macrofitas in natura (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de significancia de p, entre macrdfitas in natura e em decomposicao, na diferenca
entre as médias. Valores estatisticamente significativos estdo em negrito.

Macréfita em decomposicdo X in natura: valor de p

Enzimas Spartina alterniflora Spartina densiflora Scirpus maritimus
Lipase 0,4062 0,4845 0,0871

Esterase 0,406 0,4835 0,0423

Amilase 0,3508 0,2207 0,0085

Caseinase 0,1213 0,4028 0,2733




39

5 DISCUSSAO

As macrdfitas sdo os principais produtores primarios de ambientes aquaticos
como 0s marismas. Sabe-se que a disponibilizacdo de matéria organica de plantas
senescentes ocorre a partir da degradacdo de microrganismos, como fungos e
bactérias heterotréficas capazes de produzir um conjunto de enzimas hidroliticas.
Este complexo enzimético vai depender, em termos qualitativos e quantitativos, da
disponibilidade de nutrientes e das populacbes capazes de crescer sob
determinadas condicdes (CHROST et al., 1986). Segundo Chrést (1990), as enzimas
associadas a microrganismos sao as principais responsaveis por um grande numero
de transformacdes de matéria organica e inorganica nos ambientes aquaticos. Em
funcdo disso, trabalhamos com a hipétese de que os microrganismos isolados das
macréfitas em decomposicdo seriam melhores produtores de enzimas.

O resultado interessante dos testes € que os basidiomicetos predominaram
nas macréfitas em decomposicdo, e segundo a literatura, eles conseguem utilizar
uma ampla gama de compostos de carbono, em baixas concentragdes, de forma
mais eficiente em superficie e substratos que possuem componentes mais
complexos como folhas e solos. J4 0s ascomicetos, predominantes nas macrofitas in
natura, sdo especializados em nichos que tendem a ser ricos em carbono organico e
em acucar (KUTZMAN; FELL, 1998; SANTOS et al., 1997; SUH et al., 2006). Todas
as leveduras isoladas do material em decomposi¢do foram capazes de produzir
algum tipo de enzima com interesse biotecnoldgico. Algumas apresentaram uma alta
atividade enzimatica, mostrando o grande potencial presente no ambiente natural
estudado. A predominancia de isolados com afinidade ascomicética ou
basidiomicética tem demonstrado variar de acordo com o tipo de substrato foliar
estudado. Fuentefria (2004) isolou uma quantidade maior de leveduras
ascomiceticas ao analisar o filoplano de Hibiscus rosa-sinensis (in natura), enquanto
Landell (2006) isolou mais leveduras basidiomicéticas do filoplanos de bromélias.
Segundo Carmo-Souza (1969), as espécies de leveduras capazes de utilizar grande
variedade de compostos sdo mais frequentemente encontradas no filoplano, ja que
as fontes de carbono simples estao presentes em concentragdes muito baixas nesse
habitat.
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Assim como no trabalho de Landell (2006), os fungos leveduriformes,
isolados do filoplano de bromélias, da Mata Atlantica, apresentaram maior namero
de produtores de lipase, mas diferiu do trabalho de Fuentefria (2004) que encontrou
como predominante de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis leveduras
basidiomicéticas. Segundo o trabalho de Buzzini e Martini (2002), em leveduras
isoladas de ambiente tropical, a maior ocorréncia de isolados produtores de lipase foi
em ascomicetos e a producdo de esterase associada a basidiomicetos. Como no
trabalho de Landell (2006), a maioria dos isolados do filoplano eram basidiomicetos,
mas ao contrario do trabalho da autora, nenhum isolado basdiomicético foi capaz de
degradar a caseina no presente estudo. Mautone (2008) verificou que os fungos
leveduriformes do filoplano de figueiras foram os maiores produtores de amilase,
cerca de 50%, assim como no presente trabalho, cerca de 60% dos nossos isolados
apresentaram atividade amilolitica. Buzzini e Martini (2002) também encontraram
atividade amilolitica maior em fungos leveduriformes. Os fungos leveduriformes
também foram isolados em maior nimero nas macrofitas em decomposicdo e
apresentaram um numero maior de isolados produtores de enzimas, exceto para
lipase, produzida por um maior nimero de isolados ascomicota. A variagdo da
abundéancia e do poder de producdo das enzimas extracelulares entre os filos e os
trabalhos discutidos anteriormente certamente estd relacionado, além do tipo de
substrato foliar, ao tipo de ambiente.

No presente trabalho, o maior nimero de produtores lipoliticos para
macrofitas em decomposicéo foi de ascomicetos, jA para macroftias in natura, foi de
fungos leveduriformes, seguidos pelos ascomicetos. Estatisticamente ndo é possivel
afirmar qual dos grupos apresenta maior atividade enzimética, pois ndo foi
encontrada diferenca significativa. Menos de 40% dos fungos leveduriformes
apresentaram atividade proteolitica, ainda assim, foi o grupo com a maior
porcentagem de isolados com essa capacidade. Segundo Kurtzman e Fell (1998),
geralmente ascomicetos sdo mais fermentativos e especializados nutricionalmente
do que os basidiomicetos. O resultado encontrado com o teste fermentativo para a
glicose corrobora com o encontrado por esses autores.

Os resultados obtidos ao compararmos isolados de macroéfitas em
decomposicdo com isolados de macrdfitas in natura corroboram com a hipétese
testada. Quantitativamente, com uma porcentagem maior de isolados produtores de

enzimas provenientes de macrofitas em decomposicdo. E qualitativamente, por
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apresentarem diferenca estatistica para a producdo de lipase e esterase e nao
apresentarem diferenca para a producao de amilase e caseinase. A alta produgéo
de lipase e esterase nas macrdfitas in natura pode ser devido ao fato das leveduras
terem que quebrar a parede cuticular, estrutura presente na superficie foliar das
plantas, sendo mais desenvolvida em plantas terrestres e mais finas em plantas
aquaticas. A cutina possui um papel importante contra a dessecag¢do das partes
aéreas de uma planta e apesar de reduzida, esta presente nas macrofitas (STEIN,
2011; TRINDADE et al. 2010). Segundo Landell (2006), a cutina é lipidica e pode
estar sendo utilizada como nutriente pelas leveduras saproéfitas associadas as folhas.
Com relacdo aos isolados provenientes de macrdéfitas in natura ainda, houve
diferenca estatistica quando as atividades enzimaticas (lipolitica e proteolitica) foram
analisadas entre as diferentes macrdfitas. Também houve diferenca estatistica entre
a producédo de amilase (fonte de carbono) e esterase em Scirpus maritimus onde a
maior atividade enzimatica pertenceu a macrdfita in natura.

Estatisticamente, o0s grupos Ascomycota, Basidiomycota e fungos
leveduriformes de macrdfitas in natura e em decomposicdo ndo apresentaram
diferencga significativa entre as atividades enzimaticas. O fato de haver diferenca
significativa entre as médias de esterase e caseinase de S. alterniflora e Scirpus
maritimus pode indicar diferenca nas necessidades nutricionais das leveduras ou

ainda na diferenca da composicéo foliar da macrofita in natura.
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6 CONCLUSAO

. Foram obtidos 88 isolados de macrofita em decomposicdo e 63 de
macrofitas in natura. Das macrofitas em decomposicdo 27,36% apresentaram
afinidade ascomicética, 46,31% basidiomicética, representada pela reacdo positiva
ao corante DBB, e 26,31% sao fungos leveduriformes. As macréfitas in natura
apresentaram 72,6% isolados com afinidade ascomicética 16,06% basidiomicética e
12,32% fungos leveduriformes..

. Varios isolados apresentaram forte atividade enzimatica. Para os
isolados de macroéfitas in natura, os Ascomycota testados em triplicata, 32
apresentaram Pz<0,64 para lipase, 12 para esterase, 8 para amilase e 2 para
atividade proteolitica. JA os Basdiomycota apresentaram quatro isolados com
Pz<0,64 para lipase, trés para esterase, dois para amilase e nenhum para atividade
proteolitica. Os isolados classificados como fungos leveduriformes apresentaram 7
isolados com Pz< 0,64 para lipase, um para esterase, 6 para amilase e nenhum para
atividade proteolitica.

. Para os isolados de macréfitas em decomposicdo testados em
triplicata, 10 isolados de Ascomycota apresentaram Pz<0,64 para a lipase, 7 para
esterase, 1 para amilase e quatro para atividade proteolitica. Os Basidiomycota
tiveram 9 isolados com Pz<0,64 para lipase, cinco para esterase, 8 para amilase e
nenhum para atividade proteolitica. Os isolados -classificados como fungos
leveduriformes apresentaram 12 com Pz<0,64 para lipase, 6 para esterase, trés para
amilase e um para atividade proteolitica.

. Os basidiomicetos sdo mais capazes de degradar substratos
complexos e estdo presentes em maior numero no material em decomposi¢ao isso
pode significar que estes isolados estdo atuando na decomposicdo das macrofitas.
Ndo houve diferenga significativa entre a atividade enzimética dos grupos de
decomposicdo e in natura, exceto para esterase e amilase. Esta alta producao de
lipase e esterase dos isolados de macrdfitas in natura deve ser devido ao fato da
superficie foliar apresentar uma parede composta por cutina, um substrato lipidico.

. Para investigar melhor a ecologia das leveduras e fungos
leveduriformes na decomposicdo de matéria vegetal, sugere-se testar a producéo de

celulase, pois sdo 0s microrganismos capazes de degradar compostos
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lignocelulésicos que estdo diretamente envolvidos na degradacdo do material
vegetal. E ainda analisar a variacdo temporal e ambiental na composicdo das
leveduras isoladas de macréfitas em decomposicao.

. Como perspectiva, é possivel utilizar o trabalho ainda para fazer uma
relacdo das leveduras com a qualidade do ambiente, onde ja foi reportado que
leveduras basidiomicéticas sédo encontradas em aguas de estuario ndo poluido (Fell
et al., 1960; Hagler; Ahearn, 1987; Pagnocca et al., 1989). Mas esse diagndstico
sera preciso apos a identificacdo dos isolados, pois algumas leveduras sdo sensiveis
as variacbes ambientais, como a presenca de poluentes, outros sdo mais
resistentes, assim como os fungos terrestres (SCHOENLEIN-CRUSIUS; MILANEZ,
1996).
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