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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar algumas caracteristicas biotecnoldgicas de leveduras
isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maracé e do Parque Nacional do Virua, em Roraima.
Os ensaios enzimaticos realizados incluiram a hidrélise de 6leo de oliva extra virgem, gelatina,
Tween 80, carboximetilcelulose e amido sollvel, visando avaliar a habilidade das cepas de
leveduras em produzir e secretar, respectivamente, lipases, proteases, esterases, celulases e
amilases, a 25°C, 37°C e 45°C. Foram avaliadas, em média, 397 linhagens de leveduras.
Aproximadamente 90% das cepas avaliadas exibiram pelo menos uma atividade enzimatica e
30%, duas ou mais atividades. As cepas VR16, VR343, VR367, VR380, VR407, VR430, VR464
e VR474 mostraram expressiva atividade amilolitica. A producdo de celulases foi mais frequente
a 37°C, com 8,85% de leveduras positivas. Por outro lado, somente 2,71% das cepas mostraram
atividade celulolitica a 25°C. O maior percentual de leveduras positivas foi observado nos
ensaios para producao de esterases, mais de 70% das cepas demonstraram possuir habilidade para
produzir a enzima nos ensaios realizados, sendo que aproximadamente 60% destas mostraram
forte producdo de esterases. A atividade proteolitica foi observada em 6,49% das cepas avaliadas
a 25°C. A producdo de lipases, em 26,98% das cepas testadas, sendo os melhores indices de
producdo registrados para as cepas VR36, VR172, a 25°C e VR408, VR475 e VR481 a 37°C, as
quais demonstraram ser excelentes produtoras da enzima. Este estudo claramente revelou o
potencial de leveduras de solo em produzir uma ampla variedade de enzimas hidroliticas
extracelulares biotecnologicamente interessantes.

Palavras-chave: Leveduras; Solo; Enzimas; Biotecnologia; Regido Amazonica.



ABSTRACT

The present work, as its objective, aims at assessing some biotechnological characteristics of
yeasts isolated from soils of Maraca Ecological Station and Virua National Park, in Roraima. The
assays included hydrolysis of olive oil, gelatin, Tween 80, Carboximetylcellulose and soluble
starch in order to assess the ability of strains to produce lipases, proteases, esterases, cellulases,
and amylases respectively at 25°C, 37°C and 45°C. It was assessed an average of 397 strains.
Approximately 90% of the strains exhibited at least one enzymatic activity, and 30% two or more
activities. Strains VR16, VR343, VR367, VR380, VR407, VR430, VR464 and VR474 showed
expressive amylolytic activity. Cellulases production was more frequent at 37°C, with 8,85% of
positive yeast strains. On the other hand, only 2,71% of strains showed cellulolytic activity at
25°C. The highest percentage of positive yeast was observed on assays for the production of
esterases, over 70% of yeast strains demonstrated ability to produce the enzyme on assays carried
out and, approximately 60% them showed strong esterases production. Proteolytic activity was
observed on 6,49% of yeasts at 25°C. The lipases production was observed on 26,98% of strains,
being the best production indexes recorded by strains VR36, VR172 at 25°C and, VR408, VR475
and VR481 at 37°C, which performed as excellent lipases producers. This study clearly revealed
the potential of soil yeast strains to produce a wide range of hydrolytic extracellular enzymes
biotechnologically interesting.

Key words: Yeasts; Soil; Enzymes; Biotechnology; Amazon Region.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia enzimética € hoje um dos campos mais promissores dentro da &rea de
biotecnologia, ndo apenas por permitir a producdo de compostos de alto valor agregado através
de processos produtivos industriais, como também por representar a possibilidade de uso mais
eficiente dos recursos naturais renovaveis.

Uma ampla variedade de atividades biotecnologicas é realizada com o uso de
microrganismos e/ou suas enzimas, incluindo hidrélise de polimeros, sintese de compostos de
alto valor agregado e descontaminacédo de solos. O melhoramento de processos industriais através
da utilizacdo de enzimas microbianas tem se tornado um dos mais importantes campos da
pesquisa biotecnoldgica. Tal proeminéncia é devida a alta seletividade e eficiéncia das reagdes
catalisadas com geracdo de subprodutos muito menos poluentes, e usualmente atividade em
condicdes energéticas brandas com menor gasto de energia e agua, aspectos que refletem em
substancial reducdo dos custos de producdo. Por outro lado, o grande interesse das industrias na
obtencdo de enzimas microbianas se deve principalmente a dificuldades operacionais e
econbmicas dos processos de extracdo de enzimas a partir de tecidos animais e vegetais; e a
relativa facilidade de controle dos processos de producdo de enzimas microbianas, o que significa
vantagens adicionais para producdo em grande escala com vistas a atender as necessidades do
mercado. Além do mais, uma maior diversidade de enzimas pode ser obtida a partir dos processos
metabolicos microbianos.

A diversidade genética e metabdlica dos microrganismos, visando a obtencdo de
produtos biotecnoldgicos, tem sido explorada desde os primérdios da humanidade. A producédo
de antibioticos, como estreptomicina e penicilina; de alimentos como molho de soja, queijo,
iogurte; de bebidas, como vinho e cerveja; de acidos orgéanicos, como citrico e fumarico e de
alcool combustivel sdo apenas alguns bons exemplos do tradicional e expressivo uso da
versatilidade metabdlica dos microrganismos, evidenciada na atividade das enzimas produzidas
por eles. Se antes a exploragdo ocorria em pequena escala, mais recentemente, a partir da década
de 1950, passa a escala industrial de producao.

As induastrias téxteis, de papel e celulose, de processamento de couro, agroquimica,
farmacéutica, de biocombustiveis e de processamento de alimentos entre outras sdo responsaveis

pelo crescimento exponencial do mercado de enzimas nas Ultimas décadas. Essa expansdo tem
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sido influenciada tanto por uma questdo de eficiéncia e economia nos processos produtivos, como
também pela crescente preocupacdo da sociedade com a sustentabilidade ambiental, cristalizada
nas exigéncias do mercado consumidor por produtos fabricados com tecnologias ambientalmente
mais adequadas e a uma regulacdo governamental cada vez mais rigorosa quanto ao descarte de
residuos industriais no ambiente. Em consequéncia, tecnologias baseadas em biocatalisadores
vém sendo introduzidas no processo produtivo e/ou no tratamento dos residuos gerados pelas
industrias téxteis, de celulose, de laticinios e de processamento de couro, entre outras, como
alternativa ao tradicional uso de quimica sintética, altamente poluidora.

Desta forma, € crescente tanto a procura como o0 desenvolvimento de novos
biocatalisadores que possuem propriedades distintas com potencial biotecnolégico. E a
biodiversidade é sempre o ponto de partida. Por certo, a diversidade de ecossistemas, habitats,
plantas e animais, encontrada, especialmente, nas regides tropicais, devem se refletir nas espécies
de microrganismos e processos metabdlicos ai presentes. E isso justifica a procura, focando
principalmente locais ainda inexplorados, por novas linhagens de microrganismos produtoras de
enzimas com caracteristicas especiais, que possam ser aplicadas em processos produtivos
industriais.

Este trabalho trata do isolamento e selecé@o de cepas de leveduras produtoras de enzimas
hidroliticas, enfatizando a producao de amilases, celulases, proteases, esterases e lipases.

1.1 ENZIMAS MICROBIANAS COMO RECURSO BIOTECNOLOGICO

As enzimas sdo proteinas especiais que catalisam rea¢Ges quimicas em todos o0s
sistemas bioldgicos. Capacidade também relatada para certos anticorpos e um tipo especifico de
RNA, conhecido como RNA catalitico (WALSH, 2001). As enzimas sdo classificadas e
codificadas pelo NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology). De acordo com suas propriedades cataliticas estdo
divididas em seis classes principais: 1- oxidorredutases que atuam em reacOes de oxi-reducéo,
por meio da transferéncia de elétrons; 2 - transferases que catalisam reacdes de transferéncia de
grupamentos funcionais como os grupos amina, fosfato, acil, carboxil; 3 - hidrolases que
catalisam reacdes de hidrélise de ligagdo covalente; 4 - liases que atuam na adicdo de grupos a
ligacGes duplas ou formacdo de duplas ligacGes pela remocdo de grupos; 5 - isomerases que
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catalisam reacdes de isomerizacdo por meio da transferéncia de grupos dentro da molécula, isto &,
reagbes de interconversdo entre isdbmeros Opticos ou geométricos; 6 - ligases que catalisam
reacOes de sintese de novas moléculas através da formacéo de ligaces C-C, C-S, C-O, e C-N por
meio de reacdes de condensacao acopladas a clivagem de ATP. A nomenclatura definida para as
enzimas é composta pela abreviatura, em inglés, do nome da Comissdo para Enzimas (EC) da
NC-IUBMB, seguida por até quatro digitos referentes a classe e subclasses a que pertence a
enzima e um nome sistematico que identifica a reacdo que catalisa (HELD et al., 2000;
NELSON; COX, 2006).

As enzimas constituem a base catalitica do metabolismo bioldgico e por essa razdo tém
sido uma das moléculas bioldgicas mais extensivamente estudadas. Nas células vivas elas atuam
como biocatalisadores e realizam reacdes bioquimicas especificas que integram 0S processos
metabolicos das proprias células. Além disso, desempenham importante papel na degradacao da
matéria organica e, portanto, na ciclagem de nutrientes nos ambientes naturais. Os mais distintos
tipos de enzimas degradativas, secretadas essencialmente pela microbiota presente nos
ecossistemas terrestre e aquatico, possibilitam a disponibilidade de nutrientes que sustentam a
vida no planeta. As enzimas também estdo envolvidas nos processos de infeccdo microbiana em
hospedeiros, na deterioracdo de alimentos e em diversos processos produtivos. A producdo de
vinhos, cervejas, vinagre, queijo e pdo; a modificacdo de gomas; a fabricacdo de couro, indigo e
linho sdo processos tradicionalmente realizados com a utilizacdo de enzimas, seja a partir do
crescimento espontaneo de microrganismos ou por meio de preparacdes de enzimas obtidas do
ramen de bezerros ou de frutas como o mamao (BEG et al., 2001; KIRK; BORCHERT;
FUGLSANG, 2002). O estudo das caracteristicas de funcionamento das comunidades naturais, o
desenvolvimento de processos ligados a producdo biotecnoldgica ou a busca da compreensédo de
muitos processos patoldgicos tém nas enzimas um dos seus focos principais (PORTER;
BARTLETT; THORNTON, 2004).

A atual indastria de enzimas reflete o resultado de uma rapida evolugdo da
biotecnologia, ocorrida nas Gltimas déecadas. O desenvolvimento dos processos de fermentacao
durante a ultima parte do século XX propiciou a producdo de enzimas, atraves do uso de cepas de
microrganismos selecionadas, e tornou possivel a obtengdo de enzimas purificadas e bem
caracterizadas, mesmo em escala industrial. Novas tecnologias como a recombinacdo génica, a

engenharia de proteinas e a evolugdo dirigida propiciaram a obtencdo de enzimas com
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caracteristicas (atividade, estabilidade, seletividade, especificidade) novas e mais dirigidas a
substratos e condicOes de aplicacdes de interesse industrial, promovendo uma significativa
expansdo da aplicacdo de enzimas nos processos de producdo industrial. Entre as maiores
empresas produtoras de enzimas estdo a Amano Pharmaceuticals (Japdo), Novozyme
(Dinamarca), Genencor International (USA), Unilever (Holanda), Biocatalysts (Inglaterra) e
Meito Sankyo (Japao). No Brasil, a Bioenzima é uma das poucas empresas nacionais dedicadas a
producdo de enzimas comerciais e fabrica celulases destinadas a industria téxtil, onde sdo usadas
para dar o efeito de envelhecimento em jeans, e no tratamento de aguas residuarias. Embora ja
possua patente relacionada ao processo de hidrolise enzimatica da celulose depositada no Brasil,
recentemente fez parceria com duas empresas multinacionais para o desenvolvimento do
processo de hidrdlise da celulose (SCHMID et al., 2002; SIMOES, 2007).

Os processos enzimaticos estdo sendo utilizados em parceria com processos quimicos
ou substituindo os processos quimicos tradicionais. As industrias quimicas e farmacéuticas que
adotaram enzimas em suas linhas de producgéo estdo concentradas principalmente na Europa e no
Japdo. Entre as européias estdo a Ciba, Lonza, Baxeden, Avecia, Biochimie, BASF, Novartis e
Roche (SCHMID et al.,, 2002). Entre as japonesas destacam-se a Ajinomoto, Mitsubishi
Chemical, Shin Mitsui Sugar, Tosoh Corporation, Nissin Sugar, Toho Rayon e The Nissin QOil
Mills (OGAWA; SHIMIZU, 2002). Muitas destas empresas sdo multinacionais com atuagdo no
Brasil.

Algumas propriedades inerentes as enzimas tornaram-nas particularmente interessantes
para aplicacdo em processos biotecnoldgicos, como capacidade de catalisar um grande nimero de
reacOes em meios ndo convencionais, tais como solventes organicos; alta eficiéncia de conversao;
seletividade; catalise sem geracdo de produtos toxicos ou poluentes, além da economia de agua e
energia (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; KLIBANOV, 2001).

Ogawa e Shimizu (2002) relataram os resultados altamente satisfatérios, dos pontos de
vista econdmico e ambiental, conseguidos pela Daiichi Fine Chemicals, com a ado¢do de um
processo enzimatico industrial de resolucdo da pantolactona racémica: uma economia de 49% de
agua, reducdo de 30% na emissdo de dioxido de carbono e com uma demanda bioldgica de
oxigénio reduzida a 62%, quando comparada com o método de resolugdo utilizando processos
puramente quimicos. A pantolactona € uma mistura racémica de acido D-pantdico e L-

pantolactona cuja separacdo € realizada na producdo comercial, visando a obtencdo do
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enantiomero D, intermediario na sintese da vitamina B-5 ou acido D-pantoténico. Outras
vantagens do uso de catalisadores enzimaticos nos processos biotecnoldgicos estdo relacionadas a
habilidade no reconhecimento de uma grande variedade de substratos, atividade catalitica
assimétrica enantiosseletiva e regiosseletiva, diminuicdo de reacdes laterais e catalise efetiva em
condigbes energéticas brandas (KRIEGER et al., 2004). A estereosseletividade ou
enantiosseletividade se refere a capacidade da enzima em discriminar entre os enantiémeros de
uma mistura racémica, enquanto a regiosseletividade é decorrente da orientacdo imposta pelas
dimens0es e estrutura do centro ativo a ligacdo do substrato (CASTRO; MENDES; SANTOS,
2004).

As enzimas sdo extensivamente usadas como biocatalisadores na producéo industrial de
bebidas; téxtil, de papel e polpa de celulose (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999); de
materiais quimicos, intermediarios farmacéuticos e agroquimicos, de principios ativos
farmacéuticos e ingredientes alimentares, com mais de 300 processos ja implementados na
indUstria, segundo Adamczak e Krishna (2004). O emprego de enzimas em setores
biotecnoldgicos de tamanha magnitude tem estimulado um crescente interesse no isolamento de
enzimas com atividades cataliticas singulares e de linhagens de microrganismos aptas a serem
utilizadas em uma gama de processos industriais de bioconversdo (RUIZ; PASTOR; DIAZ,
2005). Entre estas enzimas as amilases, celulases, proteases, lipases e esterases desempenham
importante papel em muitos processos biotecnoldgicos.

1.1.1 Amilases

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas utilizadas nos processos
biotecnologicos atuais, devido a crescente importancia do amido e acgucares, entre outros
derivados, na era da moderna biotecnologia. A quantidade de enzimas empregadas na hidrolise
industrial de amido esta estimada em 10-15% do mercado mundial de enzimas, sendo o segundo
maior consumidor. As enzimas amiloliticas tém amplo uso na industria de panificacdo, na
producdo de racdo animal, xaropes de glicose, adocantes, bebidas fermentaveis, etanol; nas
industrias de papel e téxteis. Na industria de alimentos o amido € empregado como espessante,
aglutinante, estabilizante, emulsificante, geleificante e como agente de liga; além de constituir em

fonte priméaria de xaropes de glicose, 0s quais sdo a base para produtos das industrias
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farmacéuticas e de confeitaria (ADAMS, 1994; BIGNELL; BRUCE; EVANS, 2000;
SATYANARAYANA et al., 2004; PRAKASHAM et al., 2007).

O amido € um polissacarideo heterogéneo, composto de dois componentes de alto peso
molecular: a amilose, um polimero linear formado por residuos D-glicose unidos entre si por
ligagBes (a -1,4) e amilopectina, um polimero ramificado contendo residuos D-glicose unidos por
ligagdes (a -1,6), além de residuos D-glicose unidos por ligagdes (a -1,4). O contetdo relativo de
ambas as fracbes (amilose e amilopectina) varia conforme a origem do amido, polimero que
constitui uma das fontes de energia para 0s organismos vivos, a mais abundante e rapidamente
renovavel (HOSTINOVA, 2002; PRAKASHAM et al., 2007). A molécula do amido é degradada
predominantemente pelas chamadas enzimas amiloliticas, as quais estdo presentes em uma ampla
variedade de organismos, entre eles plantas animais e microrganismos. Dentre os muitos
microrganismos que produzem estas enzimas estdo incluidos bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. Entre as leveduras a capacidade de assimilar amido é reconhecida em mais de 150
espécies, mas somente poucas secretam uma combinacdo de enzimas capazes de clivar ligacdes
a-(1,4) e a-(1,6) de complexas moléculas de amido. Esta capacidade foi identificada em
Saccharomycopsis  fibuligera, Shizosaccharomyces pombe, Cryptococcus neoformans,
Schwanniomyces occidentalis, Arxula adeninivorans, Lipomyces, Candida japonica e
Filobasidium capsuligenum (RAMACHANDRAN; PRETORIUS; OTERO, 2005; LI et al,
2007).

Amilases sdo divididas em duas categorias endoamilases e exoamilases. As
endoamilases catalisam a hidrélise de maneira randémica no interior da molécula de amido,
gerando oligossacarideos de variados tamanhos. As exoamilases hidrolisam a partir da
extremidade da cadeia, resultando em produtos finais sucessivamente menores. Atualmente é
conhecido um grande ndmero de enzimas que hidrolisam moléculas de amido a diferentes
produtos, sendo as a-amilases uma das mais populares e importantes do ponto de vista industrial,
com largo emprego nas industrias que tém o amido como base de seus produtos. Na industria de
detergentes as a-amilases tem sido usadas desde 1975 e a demanda por estas enzimas neste setor
é crescente (GUPTA et al., 2003). Embora as a-amilases disponiveis no mercado sejam derivadas
de uma variedade de fungos filamentosos, leveduras, bactérias e actinomicetos, as enzimas

produzidas por fungos filamentosos e bactérias dominam as aplicagdes industriais. As amilases
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fangicas mais utilizadas sdo produzidas por espécies do género Aspergillus: A. niger, A. awamori
e A. oryzae (ADAMS, 1994; HOSTINOVA, 2002).

A hidrdlise completa do amido requer a acdo combinada de um conjunto de enzimas,
isto é, a-amilases, 3-amilases e glicoamilases. A habilidade das amilases em hidrolisar o amido in
natura é uma propriedade tecnologicamente interessante, uma vez que tais enzimas podem ser
usadas no processamento de amido para producdo de energia limpa, principalmente a partir de
residuos agricolas com contetido amilaceo. A producédo de enzimas capazes de degradar amido in
natura foi relatada para S. fibuligera (HOSTINOVA, 2002), Lipomyces kononenkoae L. starkeyi
e Cryptococcus sp. Nas duas espécies do género Lipomyces, verificou-se tratar de um conjunto de
enzimas em vez de somente uma (RAMACHANDRAN; PRETORIUS; OTERO, 2005; LI et al.,
2007).

1.1.2 Celulases

As plantas tém como principal componente estrutural a celulose. Nas plantas lenhosas
este polissacarideo constitui mais de 50% do peso seco. E um homopolimero linear composto de
unidades de glicose unidas entre si por ligagdes glicosidicas (-1,4) e encontrado na natureza
normalmente em associacdo com outros polissacarideos hemiceluldsicos e lignina. Este polimero
ocorre em diferentes graus de cristalinidade, variando de 40% a 90%, dependendo da origem,
sendo o restante constituido da fragio denominada celulose amorfa (HILDEN; JOHANSSON,
2004).

A biomassa lignocelulésica, proveniente de plantas cultivadas ou, alternativamente, de
residuos agroindustriais, tem sido o foco de numerosas pesquisas cientificas e pesados
investimentos de muitos setores industriais nas ultimas décadas. A intensificacdo dos esforcos de
pesquisa e magnitude de investimentos é plenamente justificada pela importancia desse recurso
natural, que é considerado o Unico com ciclo de reposicdo suficientemente rapido para sustentar o
crescimento na demanda por aplicacdes tradicionais (fabricacdo de papel, biomassa-combustivel,
compostagem, racdo animal entre outros), além da crescente demanda mundial por
biocombustiveis e outras commodities quimicas, que representam novos mercados para a
lingnocelulose. Entre eles 0 mais proeminente € a sua conversao em carreadores de energia, como

etanol combustivel, acetona e butanol. Enfim, os materiais lignoceluldsicos tém sido
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considerados fonte promissora de insumo para producdo de etanol, em especial, devido a sua
incrivel abundancia e baixo custo (KIM; KANG; LEE, 1997; LYND et al., 2002; MALHERBE;
CLOETE, 2002; HOWARD et al., 2003).

Efetivamente, é a celulose contida na biomassa vegetal que constitui o substrato
organico mais abundante na natureza disponivel para producdo de glicose, um dos principais
insumos utilizados em muitos segmentos industriais, inclusive na industria alimenticia. A
conversdo da celulose a glicose € decorrente do processo de sacarificagdo gradual do polimero
pela acdo de celulases. Estas sdo o-glicosil hidrolases (GHs) que clivam ligagdes glicosidicas (j3-
1,4) presentes na celulose. S&o enzimas encontradas em todos os reinos, mas predominantemente
em organismos procariontes e fungos. As celulases tem sido tradicionalmente classificadas em
exoglicanases (1,4-R-D-glicano-celobiohidrolases, EC 3.2.1.91) cuja ac¢do na cadeia de celulose
resulta na liberacdo sequencial de unidades de acucar e endoglicanases [1,4-(1,3;1,4)-B-D-
glicano-4-glicanohidrolases, EC 3.2.1.4] que também atuam pelo ataque a cadeia de celulose em
posicOes internas. Esta classificacdo tem se mostrado inadequada, uma vez que outras enzimas,
como xilanases e [-glicosidases, também podem atacar a celulose, 0 que inviabiliza a distingdo
entre elas. De fato, as celulases constituem um complexo de enzimas hidroliticas com
especificidades diferentes para clivar ligagdes glicosidicas (-1,4). A nova nomenclatura para as
glicosil-hidrolases, baseada no perfil da sequiéncia de aminoéacidos, as divide em 97 familias, que
agrupam 14 clans e cuja lista estd disponivel na base de dados Carbohydrate-active-enzymes
(CARBOHYDRATE-ACTIVE-ENZYMES, 2007). Esta nomenclatura, embora seja considerada
superior a antiga por trazer muitas informacGes a respeito das relacBes evolutivas, ndo prové
informacdes funcionais (HILDEN; JOHANSSON, 2004), o que levou os autores a sugerir a
adicdo de uma letra menor apés o nome da glicosil-hidrolase, para designar o modo de agéo
dominante.

A completa degradacdo da celulose geralmente requer a atuacdo sinergistica de um
conjunto de enzimas, que compreende endoglicosidases (celulases-carboximetilcelulose),
exoglicanases (celobiohidrolases) e R-glicosidases. De acordo com Teunissen e Camp (1993) e
Lynd et al. (2002), as endoglicanases clivam randomicamente as liga¢des glicosidicas (B-1,4)
gerando oligbmeros de variados tamanhos e novas cadeias terminais. A subsequiente acdo das

exoglicanases gera glicose e celobiose como os principais produtos. A ac¢ao das B-glicosidases
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constitui a etapa final da degradacdo da celulose e envolve a hidrdlise de dimeros e celo-
oligosacarideos resultando na producdo final de glicose.

Muitos microrganismos sdo capazes de utilizar a celulose como fonte de energia,
embora poucos microrganismos possam ser considerados celuloliticos verdadeiros, isto é,
capazes de sintetizar o sistema de enzimas requerido para hidrolisar a celulose encontrada na
natureza em estado cristalino. Contudo, a degradagdo da celulose nos ambientes naturais, via
atividade microbiana, representa a maior fonte de carbono para o solo. Em geral, os
microrganismos que decomp@em materiais celuldsicos sdo encontrados no solo, colonizando
vegetais ou em residuos lignocelulésicos, desempenhando uma importante funcéo na ciclagem de
nutrientes no ambiente. A degradacdo microbiana da celulose nos ambientes naturais € total e
especifica. Caracteristicas desejaveis em muitos processos industriais e que tem estimulado a
utilizacdo de microrganismos celuloliticos e/ou suas enzimas na conversdo da celulose a glicose e
outros aclcares (BAYER et al., 2004; RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004).

O numero de pesquisas visando o melhoramento dos processos industriais de
bioconversédo e a obtencdo de biocatalisadores mais eficientes, através de métodos tradicionais de
selecdo de microrganismos celuloliticos nativos ou por via da engenharia genética tem
aumentado progressivamente nas Gltimas décadas (KIM; KANG; LEE, 1997; LYND et al., 2002;
MALHERBE; CLOETE, 2002; LYND et al., 2005). Adicionalmente, a grande quantidade de
residuos lignocelul6sicos gerados pelas atividades agricolas, agroindustriais e pela industria de
papel é, usualmente, descartada no meio ambiente, provocando sérios problemas de degradacéo
ambiental. Estes residuos podem potencialmente ser convertidos, via processos de bioconversao,
em uma gama de produtos de alto valor agregado, incluindo compostos quimicos, aditivos para
racdo animal, produtos alimentares e etanol, que €, de longe, 0 mercado mais significativo, pois
além de ser amplamente utilizado como biocombustivel, também é matéria-prima na industria
quimica para producgdo de uma variedade de outros compostos (HOWARD et al., 2003).

Enzimas celuloliticas em associagdo com xilanoliticas sdo usadas na remocdo de
paredes de células vegetais, visando a liberagdo do seu conteudo para producdo de substancias
flavorizantes, polissacarideos, proteinas de sementes e folhas e para obtencdo de protoplastos de
plantas superiores, de amplo uso em pesquisas genéticas. Esta combinacdo de enzimas é ainda
utilizada na clarificagdo de sucos de frutas e vinhos; no processamento de 0leos vegetais, para

melhorar a extracdo a frio do 6leo de sementes; no processo de reidratacdo de vegetais secos, na
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indUstria alimenticia. Outra aplicagdo do consoércio de enzimas envolve a suplementacdo de dieta
alimentar para monogastricos, uma vez que, além de melhorar a digestibilidade da ragdo, pela
liberacdo de acucares mais facilmente metabolizaveis, aumenta o valor nutricional do alimento,
devido a producdo de biomassa microbiana (TEUNISSEN; CAMP, 1993; KULKARNI;
SHENDYE; RAO, 1999; REIS et al., 2001).

A bioconversdo da celulose a etanol envolve a hidrolise inicial do polimero presente em
materiais lignocelulésicos, com sua reducdo a acUcares fermentaveis, seguida da fermentacao
destes acUcares a etanol. A hidrdlise é usualmente catalisada por enzimas celuloliticas e a
subseqliente fermentacdo realizada por leveduras e bactérias. Entretanto, outros processos
utilizam configuracgdes envolvendo a sacarificacdo e fermentacao simultanea (PRASAD; SINGH,;
JOSHI, 2007).

De um modo geral, microrganismos degradadores de lignocelulose e suas enzimas tém
tido aplicagbes e um enorme potencial biotecnolégico para uma variedade de industrias, tais
como quimicas, de combustiveis, de alimentos processados, de bebidas e vinhos, de racdo animal,
téxtil, de papel e celulose, entre outras. Ademais, muitos processos mediados por enzimas
lignoceluloliticas (celulases, xilanases, ligninases) tém sido utilizados como alternativa a
tratamentos quimicos ja estabelecidos ou como adjuvantes na eficdcia dos mesmos. Fato que
contribuiu significativamente para a expansdo da demanda por enzimas lignoceluloliticas e,
consequentemente, para a intensificacdo de pesquisas cuja finalidade é a obtencdo de
microrganismos lignoceluloliticos que produzam estas enzimas em quantidade e o
desenvolvimento de processos de fermentacdo mais eficientes para producdo de enzimas (LOPEZ
et al., 2007).

Uma grande diversidade de microrganismos lignoceluloliticos, especialmente fungos
filamentosos e bactérias, tém sido isolados, embora poucos tenham tido amplo emprego na
producdo industrial de hemicelulases e celulases; a maioria deles pertence a espécie Trichoderma
reesei e mutantes deste fungo (HOWARD et al., 2003). Poucas espécies de leveduras foram
reportadas como produtoras de celulases (STRAUSS et al., 2001; FUENTEFRIA, 2004).

1.1.3 Lipases e esterases



21

Esterases (EC 3.1.1.1) e lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas encontradas em uma grande
diversidade de organismos, incluindo animais, vegetais e microrganismos. As lipases s&o
definidas como carboxilesterases que hidrolisam pontes de triacilglicerdis de cadeia longa, ou
seja, cadeia acila contendo no minimo 10 4tomos de carbono, na interface entre um substrato
insollvel e 4gua enquanto as esterases sdo carboxilesterases que atuam somente em substratos
soliveis em &gua, como os ésteres de acidos graxos de cadeia curta, isto é, acilglicerois de
cadeias com menos de 10 atomos de carbono. Este aspecto é o que distingue lipases de esterases,
embora as lipases também mostrem atividade em ésteres sollUveis em &gua. A atividade
hidrolitica das lipases aumenta significativamente na interface lipideo-agua, um fendmeno
conhecido como ativacdo interfacial. Uma reacdo reversivel em meios ndo-aquosos, devido ao
dominio hidrofébico que cobre o sitio ativo das lipases. A estrutura tridimensional de esterases e
lipases mostra dobras caracteristicas, conhecidas como o/f hidrolases, composta de a-hélices e
folhas B, também encontradas em haloperoxidases e epoxi-hidrolases (JAEGER; DIJKSTRA;
REETZ, 1999; SOLIMAN et al., 2007). Estas enzimas possuem um sitio ativo formado pela
triade serina-acido aspartico-histidina (com acido glutdmico substituindo &cido aspértico para
algumas lipases), sendo usualmente também encontrada uma seqiiéncia consenso (Gly-x-Ser-x-
Gly) ao redor da serina do sitio ativo. O mecanismo de hidrélise ou sintese, composto de quatro
etapas, € essencialmente 0 mesmo para ambas. No primeiro momento o substrato é limitado pela
serina ativa, produzindo um intermediario estabilizado pelos residuos cataliticos histidina e acido
aspartico. A seguir, o alcool é liberado e um complexo enzima-acila é formado. O ataque
nucleofilico (Agua na hidrélise e alcool ou éster na esterificacdo e na transesterificacdo) forma
novamente um intermediario tetraédrico que apés a resolucdo produz um acido ou éster e enzima
livie (BORNSCHEUER, 2002).

Lipases e esterases catalisam a hidrolise de uma ampla variedade de ésteres naturais e
ndo naturais, freqientemente com alta enantio e regiosseletividade. Em ambientes aquo-restritos
catalisam reacdes tais como esterificacdo e transesterificacdo. Estas enzimas, principalmente as
de origem microbiana, tém recebido uma consideravel atencdo, devido as potenciais aplicacdes
na resolucdo de misturas racémicas, com a finalidade de obter compostos intermediérios para a
sintese de produtos de quimica fina; na industria farmacéutica; na sintese flavorizantes para a
industria de processamento de alimentos; na modificacdo de propriedades fisico-quimicas de

triacilglicerideos para a industria de 6leos e gorduras; na producéo de surfactantes e detergentes;
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no processamento de papel e em formulagfes para uso diagndstico. O interesse nestas enzimas
também reside no fato de ndo requererem co-fatores, serem usualmente estaveis e ativas em
solventes organicos (KADEMI et al., 1999; BORNSCHEUER, 2002; MOLINARI et al., 2005).

As esterases desempenham importante papel na degradacdo de materiais
hemicelulésicos e sdo particularmente interessantes na producdo de compostos
enantiomericamente puros, perfumes e antioxidantes; na degradacdo de compostos quimicos
toxicos, como ésteres de ftalato, que sdo gerados como descarte pelas industrias de papel e
plasticos. Nas industrias de bebida, alimentos e perfume os acidos cumaricos, caféicos, sinapicos
e ferdlicos encontram amplo emprego como precursores de flavour ou como compostos de
fragréncias. Os &cidos ferulicos possuem grande potencial para aplicacbes comerciais como
antioxidante natural, agente de preservacdo de alimentos, antiinflamatério e de fotoprotecéo.
Estes acidos e precursores daqueles ésteres sdo encontrados em materiais hemiceluldsicos em
cuja degradacdo as esterases promovem a hidrolise de ligacGes ésteres que unem a xilana aos
grupos substituintes, pectinas ou acidos fendlicos. Esterases como as feruloil-esterases e
cinamoil-esterases sdo usadas em associacdo com xilanases, celulases e pectinases para liberar
acidos cinamicos hidroxil de farelo de trigo; de casca de arroz; de bagaco de cana-de-agucar, de
bambu e polpa de beterraba-de-aclcar, entre outros (CHOI; MIGUEZ; LEE, 2004; PANDA;
GOWRISHANKAR, 2005; MUKHERJEE et al., 2007).

A capacidade catalitica das lipases e esterases tem sido explorada em varios campos de
atividade. A inddstria de papel e celulose, por exemplo, utiliza lipases e esterases de origem
microbiana, inclusive de leveduras (Candida rugosa) para remocao do pitch. Termo usado para
descrever todo tipo de material hidrofébico da madeira, como triacilglicerois e ceras, que sdo
indesejaveis na manufatura de papel. Na industria oleoquimica, lipases e esterases séo utilizadas
na hidrolise de 6leos e gorduras e na sintese de biosurfactantes. Na inddstria de processamento de
alimentos estas enzimas tém sido utilizadas em conjunto com proteases no desenvolvimento de
aromas em queijos e derivados, bebidas alcodlicas, achocolatados e sobremesas, sendo
responsaveis pela hidrélise seletiva de triacilglicerois e liberacdo de acidos graxos, que atuam
como flavorizantes ou como precursores destes (JAEGER; REETZ, 1998; KIRK; BORCHERT;
FUGLSANG, 2002; PANDA; GOWRISHANKAR, 2005).

As lipases sdo enzimas essenciais no processamento de 6leos e gorduras. A posicdo e 0

grau de instauracdo, além do tamanho da cadeia influenciam ndo somente as propriedades fisico-
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quimicas de um triglicerideo, mas também seu valor nutricional e sensorial. Lipases tém sido
utilizadas para hidrolise seletiva de &cidos graxos, seguida da sintese de novas ligacGes éster,
resultando em triacilglicerdis com caracteristicas distintas das originais e de interesse para um
determinado alimento, permitindo a transformacdo de lipideos relativamente baratos e pouco
desejaveis em gorduras de maior valor agregado. Esta tecnologia é usada para modificacdo de
6leos vegetais com obtencdo de uma gordura similar a do leite humano, que é usada na
formulacéo de alimentos infantis (CASTRO; MENDES; SANTOS, 2004).

Apesar da maior aplicacdo industrial de lipases ocorrer na producao de detergentes estas
enzimas vém ganhando cada vez mais importancia em outros setores. Azim et al. (2001)
relataram a importancia do uso de lipases na sintese de compostos enantiopuros, principalmente
de uso farmacéutico. O emprego de enzimas, e em especial de lipases, nas industrias quimicas e
farmacéuticas tem sido crescente nos ultimos anos. Além de hidrélise regiosseletiva, acilacao e
transesterificacdo, uma crescente variedade de processos enantiosseletivos tem sido relatada. As
lipases catalisam reacGes sobre substratos proquirais e resolugdo cinética de misturas racémicas,
atuando sobre diferentes grupos funcionais, como alcoois e ésteres carboxilicos quirais ou
proquirais, cianonidrinas, cloridrinas, didis, a e B-hidroxi &cidos, aminas, diaminas e amino-
dlcoois (JAEGER; DIKSTRA; REETZ, 1999; JAEGER; EGGERT, 2002). Essas reacdes
incluem a sintese de peptideos; de alcoois terciarios, como ésteres de a-terpineol, um agente
flavorizante amplamente utilizado nas industrias de bebidas alcoolicas e ndo alcodlicas;
panificacdo e confeitaria; na fabricacdo de goma de mascar; em alimentos enlatados e produtos
frios lacteos, entre outras substancias quimicas (DUCRET; TRANI; LORTIE, 1998; RAO;
DIVAKAR, 2001).

Lipases tém sido utilizadas com sucesso no tratamento de efluentes oriundos,
principalmente, das industrias de laticinios, de papel e polpa de celulose e de processamento de
couros, entre outras industrias fortemente poluidoras; na remogdo de Oleo presente nas aguas
residudrias de restaurantes e residéncias (VITOLO; PETARCA; BRESCI, 1999;
CAMMAROTA; TEIXEIRA; FREIRE, 2001; SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001,
MENDES et al., 2005).

A despeito da ampla variedade de organismos produtores de lipases, as mais utilizadas
industrialmente sdo de origem microbiana, devido a relativa facilidade de producédo, alta

seletividade de substrato e abundancia de microrganismos capazes de sintetiza-las. Além disso, a
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maioria é produzida extracelularmente, favorecendo os processos de extracdo e purificacdo. As
lipases fungicas sdo preferencialmente utilizadas em relagéo as bacterianas em fungéo da grande
maioria ndo apresentar riscos a satide humana, isto &, em funcdo do seu status GRAS (Generally
Regarded as Safe), de acordo com Carvalho et al. (2003).

A producdo de lipases tem sido relatada para uma grande diversidade de
microrganismos, incluindo espécies de leveduras dos géneros Candida, Rhodotorula, Picchia,
Saccharomyces, Yarowia e Torulospora, além de um grande numero de espécies de bactérias. Os
relatos sobre lipases fungicas sdo numerosos, sendo Geotrichum candidum, A. niger, A. oryzae,
R. delemar e Penicillium cyclopium os mais extensivamente estudados (CARVALHO et al.,
2005). Fungos de diversos géneros tém demonstrado ser bons produtores de lipases com
caracteristicas interessantes do ponto de vista comercial. Atualmente, lipases de A. niger, A.
oryzae, Mucor javanicus, R. niveus, R. oryzae, P. camembertii, P. roqueforti e da levedura C.
rugosa, estdo sendo comercializadas para aplicacdo no processamento de 6leos, gorduras e
queijos; para fins diagnosticos na determinacdo de triglicerideos; para uso como aditivo em
preparacdes digestivas e para sintese quiral, isto €, resolucdo de racematos (AMANO ENZYME,
2007).

1.1.4 Proteases

As proteases sdo constituintes essenciais em todas as formas de vida, incluindo
bactérias, fungos, plantas e animais, e estdo envolvidas em uma grande variedade de funcgdes
fisiologicas complexas como catabolismo de proteinas; coagulagdo sanglinea; crescimento e
migracdo celular; arranjo de tecidos; morfogénese; ativacdo de precursores de enzimas e
liberagcdo de hormonios. Tém papel importante em processos patoldgicos inflamatorios,
crescimento tumoral e metastase. A liberacdo de peptideos precursores de proteinas e transporte
de proteinas secretadas através das membranas também sdo eventos que requerem a participacdo
de proteases. As enzimas proteoliticas sdo classificadas em variados grupos. Dependendo do pH
otimo de atividade elas s&o definidas como alcalinas, neutras ou acidas; com base nas
caracteristicas do sitio ativo, em metaloproteases (EC 3.4.24), cisteinas ou sulfidril proteases (EC
3.4.22), aspartil-proteases (EC.3.4.23) ou serino-proteases (EC.3.4.21), segundo Rao e
colaboradores (1998).
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A diversidade aliada a agdo hidrolitica altamente especifica e a capacidade de sintese
das proteases encontradas na natureza tém estimulado, cada vez mais, a procura por enzimas
proteoliticas para aplicacdes biotecnologicas. Nesse sentido, as proteases microbianas tém sido
alvo de estudos desde o inicio do século XX, quando da sua introducdo como aditivo de
detergentes. Desde entdo, o campo de aplicacdo de enzimas proteoliticas tem crescido
substancialmente e conta com aproximadamente 60% do mercado de enzimas (BANERJEE et
al., 1999; JOO; CHANG, 2006).

Atualmente as proteases de origem microbiana encontram ampla aplicacdo em
importantes processos industriais, desde a fabricacdo de detergentes, passando pela producdo de
alimentos processados, processamento de couros, sintese de compostos farmacéuticos até no
tratamento de residuos de diversos tipos de industrias, entre outros. A inddstria de detergentes € o
maior consumidor industrial de enzimas proteoliticas, as quais figuram como constituintes
essenciais na formulacdo de seus produtos. Na industria de panificacdo as peptidases de A. oryze
sdo usadas na protedlise parcial do glaten, o que facilita a manipulacdo da massa e proporciona o
aumento do volume do produto final. Na industria de lacticinios a principal aplicacdo de
proteases se relaciona a producdo de queijos. A utilizacdo de proteases que possuem diferentes
formas de clivagem da caseina permite a manufatura de diferentes queijos com uma variedade de
propriedades reoldgicas e organolépticas (AGEITOS et al., 2007).

Enzimas proteoliticas sdo empregadas na obtencdo de hidrolisados protéicos. A
protedlise enzimatica € um valioso bioprocesso que melhora as propriedades funcionais da
proteina original sem prejuizo do seu valor nutricional (CHABANON et al., 2007). Os
hidrolisados consistem de preparacdes contendo pequenos peptideos, especialmente di e
tripeptideos, obtidos a partir da hidrolise parcial de proteinas, cuja absor¢do € completa e mais
rapida que uma mistura equivalente de aminoacidos livres. Estes preparados tém uma ampla
variedade de aplicacOes, que abrange o uso na formulacdo de alimentos especiais para diversos
grupos, como recém-nascidos prematuros, criangas com diarréia; individuos com outros
distdrbios da satide como gastroenterite, ma-absor¢do de nutrientes, fenilcetonuria e alergia a
determinadas proteinas até a fabricacdo de bebidas para praticantes de esportes. Os hidrolisados
comerciais sdo usualmente produzidos a partir de caseina, de soro de leite e de proteina de soja
(GUPTA; BEG; LORENZ, 2002; CARREIRA et al., 2003, SINHA et al., 2007), contudo, outras
promissoras fontes, como peixes (DINIZ; MARTIN, 1997; WASSWA et al., 2007,
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THIANSILAKUL; BENJAKUL; SHAHIDI, 2007; BHASKAR; MAHENDRAKAR, 2007) e
germen de trigo (KONG; ZHOU; QIAN, 2007), tém sido exploradas na producdo de
hidrolisados, especialmente utilizando proteases de origem microbiana.

Diversidade e especificidade de acdo sdo propriedades que conferem vantagens
adicionais as enzimas proteoliticas no desenvolvimento de agentes terapéuticos efetivos e as
tornam insumos importantes na industria farmacéutica (RAO et al., 1998). Proteases com
capacidade de degradar queratina ou microrganismos queratinofilicos possuem um importante
papel biotecnoldgico. Estas enzimas encontram aplicacGes na industria de processamento de
couros e peles, especificamente proteases alcalinas com atividades queratinolitica e elastolitica,
cujo processamento envolve encharcamento, remocao de pélos e amaciamento. O uso de enzimas
proteoliticas em todas estas etapas do processamento de couros em substituicdo ao método
tradicional, baseado no emprego de compostos quimicos altamente poluentes, como o sulfeto de
hidrogénio, além de melhorar a qualidade do couro, reduz os custos ambientais e econdmicos
pela geracdo de menor descarte de residuos (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002).

O emprego de enzimas queratinoliticas em processos biotecnoldgicos tem se tornado
uma alternativa bastante atrativa, especialmente visando o aproveitamento de residuos
agroindustriais ou materiais contendo penas ou queratina, via conversdo destes em produtos de
alto valor agregado, incluindo a producdo de aminoacidos raros (serina, cisteina e prolina),
peptideos e outros produtos de uso médico e cosmético; assim como na producdo de fertilizantes
e racdao animal obtidos a partir de residuos queratinosos (FRIEDRICH; ANTRANIKIAN, 1996;
DE AZEREDO et al., 2006).

A producéo de proteases é amplamente distribuida dentre os microrganismos, incluindo
bacterias, fungos filamentosos e leveduras, mas, aquelas produzidas por fungos filamentosos e
bactérias tém sido estudadas mais extensivamente, para aplicacdes biotecnologicas, que as
oriundas de leveduras. Consequentemente, a quantidade de dados disponiveis sobre o assunto é
muito maior para os dois primeiros grupos. A importancia das leveduras como produtoras de
enzimas proteoliticas de interesse industrial foi negligenciada por muito tempo, quando o foco
principal das pesquisas neste campo recaia sobre S. cerevisiae, uma espécie que produz pouca ou
nenhuma protease extracelular. Muitas leveduras, no entanto, produzem proteases extracelulares
em quantidades significantes (RAY et al.,, 1992; ZARZOSO et al., 1998; SILVA NEVES;
PORTO; TEIXEIRA, 2006; BRIZZIO et al., 2007).
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Os fungos filamentosos produzem uma maior variedade de enzimas comparativamente
as produzida por bactérias. A. oryzae, por exemplo, produz proteases &cidas, neutras e alcalinas.
As proteases alcalinas fungicas sdo ativas em uma ampla faixa de pH entre 4 e 11 e exibem uma
alta especificidade de substrato. Por outro lado, proteases alcalinas de origem bacteriana sao
caracterizadas por apresentar alta atividade a pH 10, ampla especificidade de substrato e
temperatura 6tima ao redor de 60°C, além de possuir uma maior taxa de reacdo e maior
termotolerancia comparadas as fungicas. Tais propriedades as tornam mais adequadas para uso na
industria de detergentes (RAO et al., 1998). Atualmente proteases de A. niger, A. oryzae, A.
melleus, Rhizopus oryzae, R. niveus, Bacillus subtilis, B. stearothermophilus e Bacillus sp. estdo
sendo comercializadas para aplicagdo no processamento de couro e peles, recuperacdo de
residuos de prata na indastria de filmes, no processamento de alimentos, em suplementos
dietéticos e em sintese quiral (AMANO ENZYMES, 2007).

1.2 ASPECTOS ECOLOGICO E BIOTECNOLOGICO DAS LEVEDURAS

As leveduras possuem caracteristicas comuns a todos 0s organismos que pertencem ao
reino Fungi, isto é, parede celular rigida e nucleo organizado no interior de uma membrana
nuclear, nutricdo heterotrofica por meio de absorcdo dos nutrientes e auséncia de motilidade,
reproducdo sexuada através de esporos entre outras. Mas algumas caracteristicas as diferenciam
dos demais fungos: sdo predominantemente unicelulares, realizam a reprodugéo vegetativa por
brotamento ou fiss@o, e ndo formam corpo de frutificacdo. As leveduras podem ser classificadas
em dois grupos filogenticamente distintos. O grupo que compreende as leveduras ascomicéticas e
0 que abriga as leveduras basidiomicéticas, ambos comportando formas teleomérficas e
anamdarficas. Mais de 800 espécies sdo atualmente conhecidas, as quais estdo distribuidas entre as
Classes Ascomycetes, Basidiomycetes e Deuteromycetes (KUTZMAN; FELL, 1998; BARNETT;
PAYNE; YARROW, 2000).

Os fungos, de um modo geral, exibem uma ampla diversidade de habitat. S&o
organismos ubiquos, apesar de alguns sobreviverem apenas em faixas ecologicas restritas, por
terem desenvolvido ao longo da evolugdo uma alta especificidade de substrato. As leveduras
podem ser encontradas nos mais diferentes habitats, incluindo o ar, aguas marinhas e

continentais; folhas, flores e frutos de plantas; graos de cereais, exsudatos de plantas e animais;
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pele e trato intestinal de animais, incluindo insetos, participando de variados tipos de associacGes
simbidticas; assim como matéria organica em decomposicdo e solos com ampla variedade de
estrutura fisica, composi¢cdo quimica, umidade, pH, e cobertura vegetal. Outros habitats incluem
ambientes tecnologicos associados a producdo de vinho, cervejas, queijos, iogurtes e etanol
(PHAFF; STARMER, 1987; MARTINI, 1992; HAGLER et al., 1994; ZARZOSO et al., 1998;
VITAL et al., 2002).

Na natureza as leveduras catalisam transformagfes indispensaveis nos ciclos
biogeoquimicos; produzem importantes componentes da atmosfera terrestre e representam uma
porcdo apreciavel da diversidade genética entre os organismos (PACE, 1997; BARNETT;
PAYNE; YARROW, 2000).

Ha milénios, a diversidade microbiana, tem sido responsavel por importantes produtos
bioldgicos Uteis a0 homem e as leveduras foram os microrganismos pioneiros. A utilizacdo de
leveduras em processos fermentativos para producdo de bebidas e pdo remonta a mais de 8.000
anos. Ha registros anteriores a 7000 a.C da producdo de cerveja na Suméria; de vinho na Assiria,
a 3.500 a.C; e de pées pelos antigos romanos em 100 a.C. Hoje aqueles processos de fermentacédo
tém larga utilizacdo em muitos processos industriais, tais como producdo de bebidas alcoodlicas,
alimentos fermentados, etanol, CO,, proteinas, vitaminas, pigmentos e flavorizantes (QUEROL et
al., 2003).

Na producdo de vinhos tanto a diversidade como a composicdo da populacdo de
leveduras contribui significativamente para as caracteristicas organolépticas do produto. Da
mesma forma que os microrganismos, incluindo leveduras, envolvidos no processamento de
queijos produzem muitos compostos volateis que contribuem para a grande variedade destes
produtos (MARTIN et al., 2001; ROMANO et al., 2003). A producéo de suplementos a base de
biomassa de leveduras, que € obtida a partir de soro de leite, e usada na suplementacdo de ragdo
animal e na dieta alimentar humana € outro campo que tem despertado a atencdo de
pesquisadores e investidores (REVILLION; BRANDELLI; AYUB, 2000).

Na biotecnologia ambiental, muitas leveduras tém especial importancia. Diversas
espécies dos géneros Pichia, Hansenula, Candida, Yarrowia e Trichosporon séo aplicadas para
remediacdo de solos poluidos, visando o recultivo; biorremediacdo de solos contaminados com
metal pesado; tratamento de efluentes industriais e como sensores microbioldgicos (SPENCER,;
SPENCER; LALUCE, 2002; KASZYCKI et al., 2006).
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Recentemente, diversas espécies de leveduras tém demonstrado amplo potencial
tecnoldgico para aplicagdes, em larga escala, em diversos segmentos industriais, incluindo as
industrias téxteis; farmacéutica; quimica; de processamento de alimentos e de racdo animal; de
processamento de couros; e de papel e celulose. Além disso, a atual tendéncia de uso de
biocombustiveis tem estimulado a pesquisa e 0 aumento na produgdo de etanol combustivel e
biodiesel, em nivel mundial. A producéo de etanol envolve a hidrélise enzimatica para obtengdo
de acucares simples a partir de materiais lignocelulosicos, seguida da fermentacdo dos agucares
resultantes ou a fermentacdo de acucares provenientes de plantas que contém alto teor de
acucares fermentéveis, como cana-de-acucar e beterraba de acucar. A producéo de biodiesel, por
sua vez, implica na transesterificacdo de ésteres presentes em 6leos de origem vegetal e gorduras
animais, que pode ser mediada por enzimas lipoliticas. Alguns destes processos utilizam
microrganismos inteiros ou enzimas, algumas delas obtidas de espécies de leveduras
(CARDONA; SANCHEZ, 2007; HA et al., 2007).

As leveduras também tém demonstrado ser excelentes veiculos para producdo de
proteinas heter6logas. Esta tecnologia € empregada com a finalidade de otimizar muitos
processos industriais e implica no isolamento de sequéncia génica ou gene de interesse a partir de
determinado organismo, com subsequente insercdo em um organismo distinto, denominado
hospedeiro heter6logo. Uma grande variedade de genes tém sido clonados e seus produtos,
inclusive proteinas, expressos em algumas espécies de leveduras, entre elas P. pastoris, P.
methanolica (P.pinus) e P. angusta (Hansenula polymorpha), de acordo com Bornscheuer (2002)
e Spencer, Spencer e Laluce (2002).

Diversos autores tém enfatizado o valor incalculavel da biodiversidade como recurso
para inovagOes biotecnologicas (BULL; GOODFELLOW,; SLATER, 1992; BULL; WARD;
GOODFELLOW, 2000; OGAWA; SHIMIZU, 2002). E mais recentemente, a tecnologia
enzimatica, um dos nichos biotecnoldgicos de maior peso econémico, foi reconhecida pela
Organizacdo Internacional para o Desenvolvimento e Cooperacdo Econdmica (OECD) como um
componente importante do desenvolvimento industrial sustentavel (VAN BEILEN; LI, 2002).

A Convencgdo sobre Diversidade Biologica realizada pela ONU (Organizagdo das
Nacbes Unidas) no Rio de Janeiro, em 1992, reconhece o valor econdmico da biodiversidade,
admite que os bens e servigos essenciais de nosso planeta dependem da variedade e variabilidade

dos genes, especies, populacfes e ecossistemas e recomenda aos paises signatarios a adogdo de
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instrumentos politicos para conservacgdo e uso racional destes recursos como estratégias para se
alcancar o desenvolvimento sustentdvel. Em decorréncia de acordo multilateral, o Brasil tem
criado varias Unidades de Conservacdo Ambiental, principalmente na Regido Amazonica.

Os inumeros processos biotecnoldgicos nos gquais 0S microrganismos e suas enzimas
estédo envolvidos ilustram a importancia econdmica da diversidade microbiana. De um modo mais
amplo, a exploracdo da biodiversidade, sem ddvida, tem sido um fator chave da sobrevivéncia
humana e, do desenvolvimento econémico nas sociedades civilizadas. Entretanto, o modelo
tradicional de apropriacdo do espaco e a exploracdo econdmica dos recursos naturais claramente
tém levado a niveis preocupantes o desequilibrio ambiental que, muitas vezes, além de outros
efeitos deletérios, redundam na aceleracdo da perda de biodiversidade e representam séria ameaca

ao desenvolvimento humano.



31

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a capacidade de leveduras de solo em produzir e secretar enzimas de interesse
biotecnologico, através de testes de triagem in vitro, com vistas a contribuir para a formacao de
um banco de germoplasma microbiano na UFRR, além de prestar uma contribuicdo a

Biotecnologia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Isolar leveduras de amostras de solo provenientes do PARNA do Virua (Parque Nacional do
Virud);

» Revitalizar cepas de leveduras de solo mantidas em colegé&o;

» Testar a capacidade das leveduras isoladas de amostras de solo do PARNA do Virua e das
cepas revitalizadas em produzir e secretar, a diferentes temperaturas, amilases, celulases,

esterases, lipases e proteases.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os termos cepa e isolado sdo frequentemente usados em estudos microbiolégicos como
sindbnimos (STRAUSS et al., 2001; BUZZINI; MARTINI 2002; FUENTEFRIA, 2004). E, de um
modo geral, adotados como termos equivalentes para se referir ao que Prescott, Harley e Klein
(1999) definem como cepa. Para estes autores, cepa designa uma populacdo de organismos que
descendem de um Unico organismo ou de um isolado de cultura pura, enquanto isolado designa
uma cultura pura derivada de uma populacdo selvagem heterogénea de microrganismos. Neste

trabalho os dois termos foram adotados de acordo com estas definicdes.

3.1 ORIGEM DAS LEVEDURAS

Neste estudo foram utilizadas leveduras isoladas de amostras de solos provenientes de
areas de conservacdo da biodiversidade no estado de Roraima, quais sejam: o Parque Nacional do
Virud (PARNA do Virud) e a Estacdo Ecoldgica de Maraca (ESEC de Maracd). As leveduras
oriundas do PARNA do Virua foram isoladas como objetivo desta pesquisa, enquanto as da
ESEC de Maraca foram obtidas da Colecdo de Culturas do Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal de Roraima (UFRR), a partir de linhagens previamente isoladas, que foram

submetidas a procedimentos de reativacao de culturas.

3.1.1 Parque Nacional do Virua

O Parque Nacional do Virua faz parte de um complexo de Unidades de Conservacgéo
situado na regido central do estado de Roraima, que abrange uma area de 1.227.660 hectares e
inclui o Parque Nacional da Serra da Mocidade, a Estacdo Ecoldgica do Niquid e a Estacdo
Ecoldgica de Caracarai. O Parque possui area de 227.011 hectares e situa-se entre os rios Branco
e Anaud. O clima da regido é quente e umido, e caracteriza-se por uma marcante sazonalidade,
definida por um periodo de seca compreendido entre os meses de outubro e abril, e um periodo
de chuvas, de maio a setembro. A topografia da regido, predominantemente plana, esta associada

a solos arenosos, pobres e mal drenados. Condi¢fes favoraveis a formacdo de inimeras lagoas,
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areas encharcadas e inundaveis, estimadas em cerca de 70% do parque no periodo chuvoso. As
formagdes vegetais do Parque compfem uma paisagem extremamente diversa: campinas, na
maioria das vezes, associadas a areas alagadicas, brejos e buritizais ndo linearizados, formam
mosaicos com imensas areas de campinarana, floresta ombrdéfila densa de terras baixas; mata de
varzea e mata de igapd em ambientes aluviais; floresta submontana; floresta ombroéfila aberta,

entremeada por mata de cipos e mata mista com palmeiras (IBAMA, 2004).

3.1.2 Estacdo Ecologica de Maraca

A ESEC de Maraca abrange uma area de 101.312 hectares e é composta pela ilha de
Maracd; por algumas ilhas e ilhotas situadas no rio Uraricoera e pelos furos de Santa Rosa e
Maraca e esta localizada a 130 Km da Capital do Estado de Roraima. A regido onde esta inserida
esta unidade de conservacdo apresenta temperatura média anual de 26°C e indices pluviométricos
anuais entre 1.750 e 2.250 mm, com duas estac@es distintas: periodo chuvoso de maio a agosto e
um periodo seco de novembro a margo. Os principais componentes da sua rica fitofisionomia séo
floresta de terra firme, floresta de terras baixas, floresta decidua, floresta inundada, buritizal,
varzea e savana. Na area é encontrada a grande diversidade de solos caracteristica das regides
tropicais, desde os extremamente distroficos a extremamente eutréficos; e desde extremamente
arenosos até extremamente argilosos. A ESEC de Maraca é a area natural mais extensivamente
estudada na regido (ROBISON; NORTCLIFF, 1991; IBAMA, 1995; VITAL, 2001). A figura 1
mostra a localizacdo das Unidades de Conservacao Federais no Estado de Roraima, incluindo o
PARNA do Virua e da ESEC de Maraca.

3.2 AMOSTRAGEM

A presente pesquisa aproveitou o desenho amostral do PPBio - Programa Brasileiro de
Pesquisa da Biodiversidade, localizado no sitio de pesquisa do PARNA do Virua, o qual
compreende um grid constituido de 30 parcelas, com 250 m de extensdo cada uma, dispostas
sobre as 6 trilhas L (figura 2). As amostras de solo foram obtidas em duas coletas (margo e maio

de 2007) em 6 pontos, nas cinco parcelas da trilha L1 e em uma parcela da L2 entre as trilhas N5
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e N6, compondo um total de 12 amostras, cada uma formada por 10 subamostras. O solo foi
extraido a uma profundidade de 0-15 cm com o auxilio de um trado; as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos e transportadas ao laboratdrio, sendo processadas em menos
de 30 h ap6s a coleta (VAN ELSAS; SMALLA, 1997; VITAL, 2001).
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Figura 1 — Mapa de localizagdo das Unidades de Conservacdo Federais no Estado de Roraima,
incluindo PARNA do Virua e ESEC de Maraca.
Fonte: IBAMA (2004).
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Figura 2 — Desenho Amostral do PPBio no sitio de pesquisa do PARNA do Virua — grid

Fonte: PPBio (2007).
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3.3 ISOLAMENTO E RECUPERAGAO DE LEVEDURAS

Para o isolamento de leveduras, cada amostra de solo foi peneirada em malha de 1,44
mm de didmetro e homogeneizada; 10g de solo de cada amostra foram ressuspensas em 90 mL de
solucdo de pirofosfato de sodio a 0,1% e submetidas a vigorosa agitacdo por 30 segundos. A
suspensdo foi diluida a uma concentracdo de 10% células/mL, em solugdo de cloreto de sdio
(NaCl) a 0,85%, e aliquotas de 1 mL plaqueadas, em meio YM agar (0,3% extrato de malte, 0,3%
extrato de levedura, 0,5% peptona, 1,0% glicose, 2,0% &gar) com adi¢cdo de 200 mg/L de
cloranfenicol, em triplicata. As placas foram, entdo, incubadas por 24 a 72 horas a 23 °C.

Apbs o periodo de incubacdo, morfotipos coloniais foram selecionados, através da
observagdo do crescimento microbiano com lente binocular (microscopio estereoscopico). Foram
obtidas culturas puras de cada morfotipo, em meio YM agar, utilizando-se a técnica de
esgotamento em placas. Cada cultura pura obtida representou um isolado, o qual recebeu a
denominagdo VR (com referéncia a origem — PARNA do Virud), seguida de uma numeracéo
sequencial. A figura 3 mostra as etapas de processamento das amostras de solo. As cepas,
previamente isoladas de solos da ESEC de Maraca (cepas RR), cedidas pelo Laboratério de
Microbiologia da UFRR foram submetidas ao mesmo procedimento de obtengdo de culturas

puras, visando sua recuperacéo.

ressuspensao:
l pirofosfato de s6dio
peneiramento: 5 e
' malha de 1,44 mm /\ vigorosa agitagfo

culturas puras suspensio 103
P\Jj | células/ml.

(YM 4gar)
plaqueamento
triplicata

selec¢do - morfotipos
coloniais

incubagdo: 24 a 72
horasa 23 °C

Figura 3 — Fluxograma do processamento das amostras de solo para isolamento das cepas de

leveduras.
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3.4 AVALIACAO SEMIQUANTITATIVA DA PRODUCAO DE ENZIMAS
EXTRACELULARES POR LEVEDURAS ISOLADAS DE SOLO

Neste estudo foram avaliadas, em média, 397 cepas de leveduras isoladas de solos
quanto a capacidade de produzir amilases, celulases, esterases, lipases e proteases extracelulares.
Nos ensaios, realizados em triplicata, foram utilizadas cepas previamente cultivadas em meio YM
agar, a 25°C por 24 a 48h, com a finalidade de obter células metabolicamente ativas. A avaliacdo
do perfil enzimatico das leveduras foi realizada por meio do método de réplica em placas (figura
4), em meio de cultivo contendo o substrato especifico para as diferentes atividades enzimaticas.

Um multi-inoculador (figura 4), constituido de duas placas encaixaveis, uma dotada de
25 pogos com capacidade de 1mL e a outra de pinos inoculadores de ago, em quantidade
correspondente a de pocos, foi usado para a inoculacéo, a qual foi realizada com uma suspenséo
de células, preparada, para cada cepa individualmente, em &gua destilada estéril, a uma
concentracdo de aproximadamente 10° células/mL, de acordo com a escala de McFarland grau
0,5. Como controle 1 mL de &gua destilada estéril foi utilizado em um dos 25 pocos, na
inoculacdo, em substituicdo a suspensdo de células.

Os resultados foram avaliados para a producdo das enzimas pela presenca (+) ou
auséncia (-) de atividade a partir de halos formados no meio de cultivo, ao redor da coldnia. Além
disso, foi mensurado o nivel de degradacdo do substrato especifico considerando, em milimetros,
o diametro dos halos de degradacédo, sendo os resultados expressos através de indice enzimatico
(ie) que, por sua vez, expressa a relacdo entre o diametro médio do halo de atividade e o diametro
médio da colbnia correspondente (STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD, 1998; RUEGGER;
TAUK-TORNISIELO, 2004).

Os indices enzimaticos meédios expressam a habilidade das cepas de leveduras em
produzir e secretar as enzimas de interesse e compdem uma escala arbitraria, que agrupa as
leveduras, segundo seu nivel de habilidade, em trés grupos: cepas com ie entre 0 e 1, exclusive;
cepas com ie maior ou igual a 1 e menor que 2 e, cepas com ie igual ou superior a 2. Uma cepa
foi considerada com fraca, moderada ou forte habilidade de producdo enzimatica quando
apresentou indice enzimatico médio dentro do primeiro, segundo ou do terceiro agrupamento

respectivamente, ou seja, com 0 <ie<1; 1 <ie>2 ouie>?2.
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Fotos: I. S. Melo

Figura 4 - Multi-inoculador usado no screening de atividade enzimaética: (A) vista geral do

inoculador; (B,C e D) ilustragdo do procedimento de inoculacao.

3.4.1 Producao de amilases

Para a determinacdo da atividade amilolitica adotou-se a metodologia descrita por
Gopinath, Anbu e Hilda (2005) com uma modificacdo. Utilizou-se meio YM agar em substituicéo
ao meio agar nutriente, mantendo-se a adi¢do de 0,2% de amido soltvel ao meio.

Os ensaios foram realizados em triplicata. Apos incubacdo a 25 °C, 37°C e 45°C por 5
dias, a revelacdo da atividade enzimatica foi realizada com solucdo aquosa de iodo a 0,1N por 5
minutos. As cepas produtoras de enzimas amiloliticas foram identificadas pela presenca de uma
zona amarelada ao redor da coldnia, 30 minutos apds o descarte da solucdo de iodo (algumas

vezes apds 96 horas), evidenciando a degradacdo do amido.
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3.4.2 Producao de celulases

A produgdo de celulases foi determinada de acordo com metodologia descrita por
Strauss et al. (2001) e Buzzini e Martini (2002), com uma modificacdo, suprimiu-se o etanol na
composicdo do meio. Portanto, a atividade foi testada em meio YP-CMC-glicerol (extrato de
leveduras 1%, peptona 2%, carboximetilcelulose 0,4%, glicerol 3% e agar 2%). A atividade foi
ensaiada em triplicata a 25°C, 37°C e 45°C. Apds incubacdo por 5 dias 10 mL de solucdo aquosa
de corante vermelho congo a 0,03% foram adicionados a placa inoculada, o excesso foi retirado
apos 30 minutos, adicionando-se a seguir 5 mL de solucdo de cloreto de sédio a 1M, que foi
descartada ap6s 15 minutos.

As linhagens produtoras de enzimas celuloliticas foram identificadas pela presenca de
uma zona péalido-avermelhada em volta da col6nia, em contraste com a coloracdo vermelho mais

intenso do restante do meio.

3.4.3 Producéo de lipases

A producéo de lipases foi testada de acordo com Kouker e Jaeger (1987). Utilizou-se
meio Gorodkowa (glicose 0,1%, peptona 1%, NaCl 0,4%, agar 1,5%) suplementado com 2%
(v/v) de éleo de oliva extra virgem (esterilizado a 180°C por 60 minutos sob calor seco), o qual
foi adicionado ao meio (autoclavado e arrefecido a cerca de 60 °C) juntamente com 1% (v/v) de
solugdo de corante rodamina B (previamente esterilizada por filtracdo) a concentracdo de
1mg.mL™. A mistura foi submetida, sob a mesma temperatura do meio, & intensa agitacdo
visando sua completa emulsificagdo. Para tanto, foi utilizada agitagdo por placa aquecida com
agitador magnético, auxiliada por agitagdo manual.

O teste para producao de lipases foi realizado em triplicata. As placas contendo o meio
solido inoculado foram incubadas a 25°C, 37°C e 45°C por 5 a 7 dias. E a producdo de lipase
evidenciada pela formagéo de um halo alaranjado fosforescente ao redor das colonias produtoras
da enzima, quando as placas foram irradiadas com luz ultravioleta de 366 nm, ou ainda pela

formacéo de uma zona idéntica, de mesma dimens@o ou menor que a coldnia, quando irradiado o
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fundo da placa. O corante rodamina B é usado normalmente como revelador de atividade de
lipases.

3.4.4 Producao de esterases

A producdo de esterases foi testada em meio sélido contendo peptona 1%, NaCl (cloreto
de sodio) 0,5%, CaCl,. 2H,0 (cloreto de célcio dihidratado) 0,01%, agar 2% e Tween 80
(polioxietileno de monooleato de sorbitan) 1% (SLIFKIN, 2000; BUZZINI; MARTINI, 2002).
O Tween 80 foi incorporado ao meio apds serem ambos autoclavados separadamente e
arrefecidos a cerca de 50°C.

As placas com o meio s6lido foram inoculadas em triplicata e incubadas a 25°C, 37°C e
45°C por 5 dias. Ap6s o periodo de incubagdo, a atividade foi detectada pela presenca de um halo

opaco, devido a formacéo de um precipitado ao redor da colonia.

3.4.5 Producéo de proteases

A capacidade das leveduras em produzir enzimas proteoliticas foi avaliada utilizando-se
meio YM, suplementado com 5% (v/v) de uma de solucdo aquosa de gelatina a 8%, autoclavada
separadamente (GOPINATH; ANBU; HILDA, 2005).

Os ensaios foram realizados em triplicata. Ap6s incubacdo a 25°C, 37°C e 45°C por 5
dias, a revelacdo da atividade enzimatica foi realizada pela inundacdo da placa inoculada com
uma solucéo aquosa de iodo a 0,1N por 5 minutos, que foi descartada a seguir. As cepas positivas
foram identificadas pela presenca de uma zona amarelada ao redor da coldnia, cerca de 30
minutos, algumas vezes 96 horas, depois de descartada a solugéo de iodo. Uma coloracdo azulada

desenvolveu-se no restante do meio onde nao houve hidrélise da gelatina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DE LEVEDURAS A PARTIR DE AMOSTRAS DE SOLO E
REVITALIZACAO DE CEPAS MANTIDAS EM COLECAO

A partir das 12 amostras de solos coletadas no Parque Nacional do Virua, em Roraima,
foram obtidos 519 isolados de leveduras, os quais receberam o cédigo VR, seguido de numeracao
sequencial (VR1 a VR519). Das 96 cepas obtidas da cole¢do do Laboratério de Microbiologia,
oriundas da ESEC de Maraca, 88 foram recuperadas. As cepas de leveduras resultantes dos
isolados obtidos neste estudo foram cedidas ao Laboratorio de Microbiologia do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Roraima, onde sdo mantidas em meio sélido (GYMP)

sob uma camada de 6leo mineral, a 4°C.

4.2. AVALIACAO SEMIQUANTITATIVA DA PRODUCAO DE ENZIMAS
EXTRACELULARES POR LEVEDURAS ISOLADAS DE SOLO

Diversos autores enfatizam que, embora 0s avangos nos campos da genética, fisiologia
microbiana e instrumentacdo tenham provocado grande impacto na producdo de enzimas,
programas de screening visando a selecdo de microrganismos com habilidade para produzir
moléculas bioativas continuam a ser um importante aspecto da biotecnologia. E, portanto, a
implementacdo de programas sistematicos de screening de linhagens microbianas, orientados por
alvos industriais bem definidos, possibilitaria novas oportunidades comerciais (STEELE;
STOWERS, 1991; BULL; GOODFELLOW,; SLATER 1992; BUZZINI; MARTINI 2002,
OGAWA,; SHIMIZU, 2002; RUIZ; PASTOR; DIAZ, 2005).

Os resultados referentes a aptidao das cepas de leveduras isoladas de solos oriundos do
PARNA do Virua e da ESEC de Maraca submetidas aos testes para produgdo e secrecdo de
amilases, celulases, esterases proteases e lipases; bem como os resultados expressos através de
um indice de producdo encontram-se nos apéndices A e B, respectivamente. Na avaliacdo dos
resultados as cepas ndo submetidas ao teste para esta ou aquela atividade enzimatica ou

temperatura de ensaio, assim como as envolvidas em episddios de sobrecrescimento, com
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comprometimento da correta individualizagdo das colbnias, foram consideradas, para o caso
especifico, como cepas-ndo-testadas (nt) e, excluidas para efeito de totalizacdo, permanecendo,
contudo, nos registros pertinentes contidos nos apéndices. A tabela 1 mostra a sintese dos

resultados obtidos neste estudo.

Tabela 1 — Producdo de enzimas extracelulares por leveduras isoladas de solos da ESEC de
Maraca e do PARNA do Virua, Roraima, nos ensaios realizados a 25°C, 37°C e 45°C.

Temperatura  Carater Numero de cepas Hgeral
dascepas Amilase Celulase Esterase Protease Lipase
sc 1 2 6 1 4
25°C - 216 537 241 215 448
+ 14 15 305 15 102
Y 231 554 552 231 554
sc 261 234 250 264 252
37°C - 121 116 105 116 100
+ 2 34 29 4 32
Y 384 384 384 384 384
sc 378 375 373 378 379
45°C - 3 5 8 4 3
+ 3 3 3 2 2
Y 384 383 384 384 384
Mparcial 333 440 440 333 441 397
) 178 50° 310° 21 119°
% +) 511 11,36 70,45 6,31 26,98
deral (+) 353
%geral (+) 88,92

(sc), (- ) e (+) indicam, respectivamente, auséncia de crescimento a temperatura de teste, resultado negativo e
positivo para a atividade testada.

Somatorios de cepas positivas (3 (+)) acompanhados de letras indicam: 2 cepas exibiram atividade enzimética a
duas temperaturas distintas; ® 23 cepas a duas temperaturas e 2, a trés e, © 15 cepas apresentaram atividade a duas
temperaturas e 1 a trés.
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Os dados mostrados na tabela 1, sintetizados na figura 5, revelam o potencial de
leveduras isoladas de solos em produzir e secretar enzimas hidroliticas. Aproximadamente 90%

das cepas avaliadas foram positivas para a producéo das enzimas ensaiadas.

0,2%_ _0,8%

11,1%

Quantidade de
enzimas produzidas:
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my 1

|
(S B O TV

Figura 5 — Potencial (%) das cepas de leveduras na producdo e secre¢do de enzimas.

Cerca de 30% das leveduras testadas exibiram dois ou mais tipos de atividade
enzimatica, enquanto os quase 90% produziram pelo menos um tipo.

Pouco mais de 11% das leveduras analisadas foram negativas para as atividades
ensaiadas (figura 5). Esse percentual inclui as cepas que ndo apresentaram habilidade para
produzir e secretar alguma das enzimas testadas e, aquelas ndo mostraram capacidade de
crescimento a temperatura de teste. A auséncia de crescimento, observada mais frequentemente
nos testes realizados a 45°C, poderia ser atribuida, na maioria dos casos, ao carater mesofilico
esperado para a maioria das cepas testadas, que sdo adaptadas as condigdes de temperatura dos
solos do interior das florestas nativas densas, 0s quais sao protegidos pela densa cobertura vegetal
e serapilheira e, ndo atingem essa temperatura adotada. Os microrganismos mesofilos tém como

temperatura méaxima de crescimento 43°C. Provavelmente, outros fatores estdo envolvidos nesses
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episodios, de sorte que, para a total compreensdo desse fendmeno analises mais especificas

tornam-se necessarias.

A habilidade em produzir e secretar enzimas hidroliticas foi expressiva entre as

leveduras oriundas do PARNA do Virua. Mais de 98% delas exibiram pelo menos uma das

atividades avaliadas e 33,96%, no minimo duas. Por outro lado, 51,9% das cepas isoladas de

solos da ESEC de Maraca exibiram mais de uma atividade e cerca de 13%, duas ou trés. Os

resultados obtidos no presente estudo, quando comparados aos obtidos por outros autores,

mostram discrepancias (figura 6), que podem ser, em parte, atribuidas as diferencas e a

complexidade dos substratos de origem das cepas avaliadas.

_ Enzima
Substratos de origem / Autor

Amilase | Celulase | Esterase | Lipase | Protease
Solos / Farias (resultados deste estudo) 5,11% 11,36% | 70,45% | 26,98% | 6,31%
Filoplano / Fuentefria (2004) 22,0% 24,0% 43,0%* | 40,0%* | 31,15%
Habitats florestais / Buzzini e Martini 5,4% 0%* 43,33%* | 40,3%* | 15,62%*
(2002)
Vinicolas / Strauss et al. (2001) 3,7% 4,5% - - 4,1%
Substratos diversos / Silva Neves, - - - - 98,0%
Porto e Teixeira (2006)

* Atividade testada em leveduras e fungos semelhantes a leveduras

Figura 6 — Comparativo dos resultados obtidos por diversos autores na avaliacdo do potencial de

leveduras e fungos semelhantes a leveduras para producao de enzimas.

4.2.1 Producéo de amilases

As enzimas sdo biocatalisadores atraentes para propositos industriais, especialmente

porque séo eficientes e seletivas nas reacdes por elas mediadas (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ,

1999). As enzimas amiloliticas estdo entre as mais importantes enzimas industriais. A demanda
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mundial por novas amilases é crescente e seu espectro de aplicacdo teve notavel expansdo em
muitos setores industriais. A magnitude da demanda estd intimamente relacionada com a
substituicdo quase que total da hidrdlise quimica por amilases microbianas no processamento do
amido pelas industrias (GUPTA et al., 2003).

A habilidade em produzir enzimas amiloliticas foi demonstrada por cerca de 5% das
333 cepas avaliadas, para esta atividade, nesta pesquisa (tabela 1). A maioria dos resultados
reportados na literatura, como mostra a figura 6, sugere que a capacidade de degradar amido
ocorre com pouca freqiiéncia entre as leveduras. Buzzini e Martini (2002) investigando o perfil
de atividade enzimatica extracelular de leveduras e fungos semelhantes a leveduras, isolados de
diferentes habitats de florestas tropicais brasileiras, observaram o fen6tipo amilolitico em 5,4%
entre as leveduras verdadeiras, sendo o fendtipo mais comum entre os fungos semelhantes a
leveduras (Aureobasidium pullulans) com 26,1% das linhagens positivas. Strauss et al. (2001)
avaliaram 245 linhagens de leveduras isoladas em vinicolas, 3,7% das quais mostraram atividade
amilolitica. Os resultados encontrados nesta pesquisa estdo em concordancia com os obtidos por
Strauss et al. (2001) e Buzzini e Martini (2002), mas diferem sensivelmente das observacdes de
Fuentefria (2004) que avaliou esta atividade em 61 linhagens de leveduras de filoplano e
encontrou 22% dos isolados capazes de degradar amido.

Os resultados obtidos neste estudo parecem confirmar a tendéncia de que a capacidade
de utilizar amido como fonte de carbono é pouco fregiiente entre as leveduras, entretanto
dificuldades apresentadas na revelacdo da atividade amilolitica poderiam fornecer uma outra
explicacdo para a rara observacao desta habilidade nas cepas avaliadas, uma vez que na maioria
dos casos os halos de degradacdo do amido somente puderam ser observados 96 horas apds a
revelacdo. A concentracdo de 2% de &gar em um meio contendo amido pode resultar em falsos
negativos devido a maior dificuldade de difusdo da enzima amilolitica no meio (MACFADDIN;
LIPPINCOTT apud FUENTEFRIA, 2004).

A habilidade das leveduras em produzir enzimas amiloliticas extracelulares esta
evidenciada nos resultados mostrados na tabela 2, que é expressa através de uma escala arbitraria
composta pelos indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas cepas nos testes. Conforme a
escala, 0 <ie < 1; 1 <ie > 2 ou ie > 2 representam, respectivamente, cepas com fraca, moderada

ou forte habilidade na producédo da enzima.
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Tabela 2 — Indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de
Maraca e do PARNA do Virua na producdo de amilases, a 25°C, 37°C e 45°C.

Cepas - Am,ilfases e Cepas - Am,ilfases A
(indice enziméatico meédio - ie) (indice enziméatico medio - ie)

25°C 37°C 45°C 25°C 37°C 45°C

VR16 2,20 VR464 2,86

VR240 1,31 VR474 2,74

VR343 2,62 VRA4T75 1,61

VR357 1,31 VR484 1,48

VR367 2,90 VR494 0,98

VR380 2,39 RR66 1,00

VR407 3,40 RR174 1,00 1,00

VR430 2,45 RR240 0,84 1,00

VR435 1,58

0<ie<1;1<ie>2ouie> 2 indicam, respectivamente, fraca, moderada ou forte habilidade em produzir amilases.

Microrganismos capazes de produzir amilase com propriedades adequadas e em
quantidades aceitaveis para aplicacdes biotecnoldgicas continuam a ser foco importante de muitas
pesquisas. Cerca de 47% das cepas positivas nos testes para producdo de amilase exibiram forte
habilidade, com indices enzimaticos superiores a 2 (tabela 2). Os resultados mais expressivos na
producdo de amilases foram observados para as cepas VR407, VR367, VR464, VR474, VR343,
VR430, VR380 e VR16, as quais podem ser consideradas boas candidatas para estudos mais
detalhados, visando futuras aplica¢Ges industriais.

As cepas RR174 (C. famata) e RR240 (Debariomyces occidentalis) exibiram
capacidade de produzir amilase a 37°C e 45°C e RR66 (D. hansenii) a 45°C, 0 que representa um
comportamento interessante para futuras aplicacdes em processos industriais.

A abordagem classica no isolamento de novas linhagens de microrganismos e enzimas
continua a ser um importante passo para o desenvolvimento de novos processos e produtos
biotecnologicos. Alem disso, a subsequiente caracterizagdo destes microrganismos sob condicdes
de fermentagdo para otimizar as propriedades de producdo da enzima € vital na avaliacdo do seu
significado econdmico (OGAWA,; SHIMIZU, 2002; PRAKASHAM et al., 2007).
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4.2.2 Producao de celulases

A utilizacdo da celulose por microrganismos, como fonte de carbono, envolve uma série
de fendmenos fundamentais além daqueles associados a hidrolise enzimatica do polissacarideo;
muitos permanecem incompletamente compreendidos. Por outro lado, a hidrélise enzimatica da
celulose envolve a acdo sinergistica de um sistema de enzimas celuloliticas capazes de atuar
distintamente no material celuldsico para liberar diferentes oligbmeros e finalmente monémeros
de glicose (LYND et al., 2002; LYND et al, 2005). Em condicdes laboratoriais papel de filtro e
carboximetilcelulose, entre outros substratos afins sdo usados como indutores para avaliar a
atividade celulolitica em microrganismos.

Nesta pesquisa, a habilidade das leveduras em degradar celulose foi avaliada com a
utilizacdo de carboximetilcelulose como substrato. Uma zona de coloracdo mais clara,
correspondente ao halo de degradacdo da CMC, foi observada em cerca de 11,36% das 440
leveduras avaliadas para a atividade celulolitica (tabelal). Estes resultados contrastam com o0s
relatados em outros estudos. Fuentefria (2004) em um estudo envolvendo fungos isolados de
filoplano de Hibiscus rosa-sinensis, encontrou 24% de leveduras produtoras de celulases.
Entretanto, Strauss et al. (2001) estudaram 245 cepas de leveduras de vinicolas, e apenas 4,5%
apresentaram atividade celulolitica. Buzzini e Martini (2002), por sua vez, avaliaram 397 cepas
de leveduras e fungos semelhantes a leveduras oriundas de diversos habitats tropicais e ndo
obtiveram nenhuma cepa positiva para o carater celulolitico.

A discrepancia entre os resultados obtidos neste estudo e aqueles reportados por
Fuentefria (2004) poderia ser explicada pela origem distinta dos isolados avaliados. Nesta
pesquisa a producdo de celulases foi avaliada em leveduras isoladas de solos sob diferentes
coberturas vegetais, habitats que sugerem diversidade de fontes nutricionais, e que certamente
comporta um ambiente também diversificado em microrganismos habeis para assimilar a matéria
organica disponivel, uma fonte especificamente ou varias. Portanto, a discrepancia entre 0s
resultados obtidos neste estudo e aqueles reportados por Fuentefria (2004) poderia ser explicada
pela diversidade de fontes nutricionais disponiveis as leveduras isoladas.

A busca por microrganismos com habilidade celulolitica tem-se intensificado em fungéo
do valor biotecnologico dos derivados da hidrolise de celulose. O uso de microrganismos

produtores de enzimas lignoceluloliticas tem-se tornado uma importante alternativa aos métodos
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quimicos convencionais de obtencdo de celulases a partir de madeira pré-processada (LYND et
al., 2002). Os dados da tabela 3 mostram o nivel de habilidade das cepas avaliadas em produzir e

secretar enzimas celuloliticas.

Tabela 3 - Indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de
Maracé e do PARNA do Virua na producéo de celulases, a 25°C, 37°C e 45°C.

Cepas - (_:elyl_ases i Cepas - C_:elyl_ases e
(indice enziméatico médio - ie) (indice enziméatico médio - ie)
25°C 37°C 45°C 25°C 37°C 45°C
VR2 1,08 VR270 0,93
VR4 1,00 VR271 1,45
VR18 1,00 VR277 1,28
VR21 1,28 VR289 1,33
VR58 1,14 VR344 2,18
VR74 1,25 VR346 0,62
VR75 1,84 VR411 1,41
VR76 1,12 VR414 1,28
VR79 1,12 VR417 1,20
VR80 1,00 VR421 1,53
VR85 1,20 VR449 1,03
VR94 1,37 VR453 1,95
VR151 1,45 VR458 1,15
VR155 0,56 VR460 1,00
VR156 1,00 VR466 1,03 1,30
VR162 1,40 VR467 1,14 1,19
VR163 4,62 VR475 1,79
VR180 1,50 VR481 2,50
VR183 1,56 VR483 2,55
VR194 1,38 VR484 2,17
VR195 1,00 VR502 1,24
VR200 4,25 VR504 1,16
VR240 1,44 RR69 1,00
VR252 1,50 RR174 1,00
VR265 1,64 RR240 1,00

0<ie<1;1<ie>2ouie>2 indicam, respectivamente, fraca, moderada ou forte habilidade em produzir celulases.
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indices enzimaticos de moderado a forte foram os mais comumente observados nos
testes para producdo de celulases (tabela 3). Mais de 90% das cepas positivas apresentaram
indices iguais ou superiores a 1 (um). Seis cepas tiveram destaque na producdo de celulase. As
cepas VR163, VR200 e VR344 mostraram maior producdo a temperatura de 25°C, com ie de
4,62; 4,25 e 2,18, respectivamente, enquanto as cepas VR483, VR481 e VR484 tiveram 0s
maiores indices enziméticos a 37°C, com 2,55; 2,50 e 2,17, respectivamente.

A temperatura, de fato, estd entre os mais importantes fatores que influenciam o
crescimento e sobrevivéncia dos organismos. E constitui um parametro critico, também, na
producdo de enzimas, sendo variavel de organismo para organismo (CHALOUPKA apud SILVA
NEVES; PORTO; TEIXEIRA, 2006). No presente estudo, 34 cepas (8,8%), das 384 testadas,
produziram halo de degradacdo da CMC nos ensaios a 37°C (tabela 1), destacando-se como fortes
produtoras as cepas VR481, VR483 e VR484 (tabela 3); enquanto somente 15 cepas 2,7% das
554 avaliadas a 25°C para a producdo de celulases extracelulares, exibiram atividade (tabela 1). A
45°C foi detectado halo de atividade nas cepas RR69 (C. valida), RR174 (C. famata) e RR240
(D. occidentalis), com indices enzimaticos iguais a unidade. Curiosamente, estas cepas ndo se
mostraram capazes de produzir e secretar enzimas celuloliticas a 25°C e 37°C.

A adic¢éo do corante vermelho congo no meio usado para detectar producdo de celulases
é um artificio para facilitar a visualizacdo dos halos de atividade enzimatica, devido a capacidade
de interacdo do corante com uma ampla variedade de polissacarideos. Contudo, a interferéncia
dos produtos de hidrolise ou o diametro da col6nia, que ocasionalmente coincide com o diametro
do halo, podem limitar o uso do método (SMITH, 1977; TEATHER; WOOD, 1992; CORREIA
et al., 1998). Em 21 cepas de leveduras foi detectada ou producdo de halos de atividade
celulolitica em pontos de inoculagdo onde ndo houve crescimento microbiano visivel ou a
presenca de halos tipicos de degradacdo da CMC apenas quando houve desprendimento das
coldnias. N&o sendo possivel, no entanto, aventar explica¢fes plausiveis para o primeiro caso. A
deteccdo de atividade em algumas cepas, quando houve remocdao da colbnia, sugere que o carater
celulolitico poderia ser detectado em um nimero maior de leveduras.

Os resultados do screening para producdo de celulases sugerem a necessidade de mais
estudos sobre a capacidade das cepas positivas em utilizar outros substratos celuldsicos para a

caracterizacdo da atividade celulolitica, sobretudo das cepas que apresentaram maior
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produtividade, para posterior encaminhamento a processos de otimizagdo de atividade

enzimatica.

4.2.3 Producao de lipases

Ha sempre um renovado interesse industrial por lipases, devido, principalmente, ao seu
enorme potencial biotecnolégico (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999; HA et al., 2007).
Lipases produzidas por bactérias e fungos sdo aditivos importantes em formulagBes de
detergentes, e seu espectro de aplicacGes vem ampliando a cada dia com diversos processos se
estabelecendo nas inddstrias farmacéuticas, agroquimicas, oleoquimicas, de biocombustiveis,
entre outras. A exploracdo da biodiversidade € a principal estratégia adotada para expandir as
fontes e o nimero de novas lipases (BORNSCHEUER et al., 2002), através de extensivo e
persistente screening para novos microrganismos lipoliticos, que cria novas oportunidades para
estabelecimento de rotas Unicas de processos sintéticos e consequentemente novos meios para
resolver muitos problemas ambientais (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

A produgdo de lipase foi ensaiada utilizando 6leo de oliva extra virgem como substrato
indutor. Das 441 cepas de leveduras, em média, testadas 26,98% mostraram habilidade para
produzir lipases (tabela 1). Um percentual pequeno, se comparado aos resultados reportados na
literatura. Fuentefria (2004), utilizando Tween 20, detectou a atividade em 40% das 84 cepas de
leveduras e fungos semelhantes a leveduras avaliadas. Buzzini e Martini (2002) obtiveram
resultados similares aos de Fuentefria na avaliagdo de 397 linhagens dos mesmos grupos de
microrganismos, 40,3% das cepas investigadas apresentaram habilidade para produzir enzimas
com atividade sobre trioleina, substrato padrdo para lipases (JAEGER; EGGERT, 2002) e
tributirina.

A producéo de lipase foi observada com maior frequéncia a 25°C. Das 554 leveduras
avaliadas 102 (18,41%) mostraram ter essa habilidade (tabela 1); 34 casos positivos foram
observados a 37°C, 8,33% das 384 leveduras avaliadas. Somente as cepas VR75 e RR64 foram
capazes de produzir lipase a 45°C.

A capacidade de produzir enzimas a temperaturas que variam entre moderadas a
elevadas é uma caracteristica de certas cepas de microrganismos e desejavel em muitos processos

industriais. A importancia de lipases termoestaveis para diferentes aplicagdes tem apresentado
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um rapido crescimento. Alguns processos produtivos industriais demandam a utilizacdo de
lipases com atividade em temperaturas mais elevadas, tornando-se valiosa a descoberta de cepas
habeis em produzir e secretar lipases com tal caracteristica. A despeito de microrganismos
termofilos constituirem fontes 6bvias de enzimas termoestaveis, elas podem ser obtidas a partir
de microrganismos meso6filos e até de psicrofilos. Em geral, microrganismos mesoéfilos exibem
maxima produgdo sob fermentacdo submersa ou fermentacdo em estado s6lido em uma faixa de
temperatura que varia entre 25°C e 40°C. Entretanto, muitas lipases produzidas por mesofilos séo
estaveis a temperaturas elevadas (RAMACHANDRAN; PRETORIUS; OTERO, 2005; HASAN;
SHAH; HAMEED, 2006).

A produgdo de lipases requer, entre outros parametros cruciais, o controle da
temperatura e a sua disponibilidade para aplicagdes biotecnoldgicas, demanda ainda o emprego
de técnicas para determinar outros aspectos da sua atividade, como seletividade de substrato e
estereosseletividade, apesar de ndo existir um método universal que permita a simultanea
determinacdo destas propriedades (JAEGER; EGGERT, 2002). Estudos adicionais sobre as
propriedades de atuacdo da enzima, relacionados a tolerancia a variacdo de temperatura e pH e
atividade em meio organico, sdo fundamentais para sua aplicacdo em um determinado processo
biotecnoldgico.

Lipases isoladas de diferentes fontes apresentam uma ampla variacdo de propriedades,
que ocorre, inclusive, entre lipases isoladas de cepas que possuem intima relacdo taxonémica
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Sendo assim, a procura por cepas de microrganismos com
exceléncia na producdo desse tipo de enzima utilizando como etapa inicial o screening primario
mostra constituir-se em uma estratégia Util. Na tabela 4 s&o mostrados os resultados da habilidade

das leveduras avaliadas a trés temperaturas distintas para producéo de lipases.

Tabela 4 — indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de
Maraca e do PARNA do Virua na producdo de lipases a 25°C, 37°C e 45°C.

Cepa Lipases Cepa Lipases
(indice enzimatico medio - ie) (indice enzimatico médio - ie)
25°C 37°C  45°C 25°C 37°C  45°C
VR2 1,00 VR20 1,04
VR6 1,14 VR21 0,73

VR9 0,68 VR24 0,65
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Tabela 4 - indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de

Maraca e do PARNA do Virua na producdo de lipases a 25°C, 37°C e 45°C - (continuag&o).

VR31
VR36
VR37
VR40
VR51
VR56
VR57
VR61
VR62
VR63
VR65
VRG67
VR68
VR70
VRT72
VR74
VR75
VR90
VR97
VRO98
VR116
VR118
VR121
VR156
VR165
VR172
VR176
VR177
VR178
VR179
VR180
VR181
VR190
VR194
VR195
VR197
VR204
VR217
VR232
VR233

1,23
4,50
0,87
1,18
1,06
1,29
0,59
1,07
1,07
1,12
1,32
1,18
1,14
1,12
1,13
1,20

1,15

1,40
1,08
1,18
0,73
2,00
1,31
2,80
1,00
1,09
1,45

1,38
2,30
1,20
1,54
1,44
1,20
0,92
1,05
1,00
1,00

1,16

1,10

1,91

1,00

VR236
VR237
VR240
VR245
VR247
VR250
VR264
VR265
VR277
VR298
VR305
VR306
VR333
VR337
VR345
VR346
VR348
VR357
VR376
VR393
VR408
VR411
VR414
VR415
VR416
VR417
VR419
VR420
VR421
VR422
VR424
VR425
VR431
VR432
VR433
VR442
VR453
VR454
VR458
VR459

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,17
1,21

0,50

1,23
1,17
1,00
1,85

1,69

1,00

1,22

1,06
1,06
1,07

1,04
1,04

1,28
1,32
1,11
1,00
1,02
1,25
1,00
1,00

1,10
1,00

0,87

1,04
0,54
2,42

1,26
2,23
2,40
2,08

2,18
2,94

1,09
0,92

1,10

1,05

1,78
2,00
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Tabela 4 - indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de
Maraca e do PARNA do Virua na producdo de lipases a 25°C, 37°C e 45°C - (continuag&o).

VR460 1,70 VR498 1,07

VR463 1,04 VR502 1,00
VR466 1,26 1,74 VR504 1,06 1,00
VR467 0,68 1,71 VR508 1,00

VR475 2,64 VR510 1,00

VR477 1,00 2,03 VR511 1,03

VRA478 1,00 2,15 RR4 1,02

VR479 1,00 2,12 RR16 1,00

VR481 3,00 RR23 1,00

VR484 0,53 1,62 RR64 1,00 1,00 1,00
VR490 1,06 RR66 1,00
VR491 1,00 RR70 1,00

VR492 1,00 RR117 1,00

VR493 1,00 RR170 1,00

VR495 1,36 RR262 1,00

VR496 1,00 1,13 RR269 1,00

VR497 1,05

0<ie<1;1<ie>2ouie> 2 indicam, respectivamente, fraca, moderada ou forte habilidade em produzir lipases.

Das 119 cepas que exibiram a capacidade de produzir lipase 91,57% apresentaram
moderada a forte habilidade. indices de producio que variaram entre 2 e 4,5 foram verificados,
em 16 cepas, 13,44% das leveduras positivas (tabela 4), as quais demonstraram ser as melhores
candidatas a estudos que visem a caracterizacdo da atividade enzimatica e otimizacdo da
producdo. A maioria das cepas com forte habilidade na produgdo de lipase mostrou essa
caracteristica a 37°C, 75% delas. A relacdo dos maiores indices observados inclui as cepas VR36,
VR481, VR408, VR172, VRA475, VR298 e VR348, respectivamente, 4,5; 3; 2,94; 2,8; 2,64; 2,42
e 2,4. Somente o primeiro e 0 quarto maiores indices de producdo ocorreram a 25°C. As duas
cepas positivas a 45°C, VR75 e RR64, exibiram, ambas, indices enzimaticos iguais a 1,

mostrando bom desempenho também a 37°C.
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4.2.4 Producao de esterases

Os dados da tabela 1 demonstram a ampla ocorréncia de atividade esterasica entre as
440 leveduras testadas, em média. Mais de 70% demonstrou possuir habilidade para produzir
esterases, enquanto estudos recentes mostram sensiveis discrepancias com estes resultados.
Fuentefria (2004) observou a producdo de esterases extracelulares em 43% de 84 linhagens de
leveduras e fungos semelhantes a leveduras isolados de filoplano, enquanto Buzzini e Martini
(2002) detectaram a capacidade em pouco mais de 43% das linhagens avaliando 397 isolados dos
mesmos grupos de microrganismos. Em ambos, o fendtipo esteve mais associado as leveduras
basidiomiceéticas e aos fungos semelhantes a leveduras, com um percentual bastante expressivo
exibindo a capacidade de degradar Tween 80, substrato usualmente adotado para screening de
esterases.

A notavel presenca de cepas leveduras com habilidade para produzir esterases
encontrada neste estudo sugere a participacdo destes microrganismos nos estagios iniciais de
degradacédo da biomassa vegetal nos seus habitats de origem. Do ponto de vista do mercado, um
consideravel interesse tem sido devotado a descoberta de novas fontes microbianas de esterases,
que ¢é justificado principalmente pelo uso potencial destas enzimas em reacGes que requerem
quimio ou regiosseletividade. Leveduras produtoras de esterases sdo especialmente interessantes
também para as industrias de vinhos, de queijos e outros produtos lacteos (ZARZOSO et al.,
1998; CHOI; MIGUEZ; LEE, 2004), uma vez que a atuacdo de enzimas lipoliticas é crucial na
liberacdo de compostos aromaticos e flavorizantes durante o processo de fabricacdo daqueles
produtos.

O Screening primario de cepas de microrganismos para producdo de enzimas é
realizado, em geral, adotando-se uma unica temperatura (STRAUSS et al., 2001; BUZZINI,
MARTINI, 2002; FUENTEFRIA, 2004). No presente estudo, os testes para producdo de
esterases extracelulares foram realizados a 25°C, 37°C e 45°C. A ocorréncia de atividade
enzimatica, assim como a capacidade de crescimento das cepas, apresentou forte variacdo entre
as temperaturas de ensaio (tabela 1). A capacidade de produzir e secretar esterases foi detectada
com maior frequéncia a 25°C. Das 552 cepas avaliadas para a atividade esterasica, a 25°C, 55,2%
foram positivas. Em 7,55% das 384 cepas testadas a 37°C foram detectados halos indicativos de

atividade da enzima, nos ensaios realizados a 45°C, em 0,78%.
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Um bom desempenho na avaliacdo de atividade enzimética é um indicador importante
do potencial econdmico de uma cepa. Mas, a determinagdo de outros aspectos concernentes ao
tipo de enzima produzido - ou aos tipos, caso a cepa produza mais de um tipo -, 0 comportamento
quanto a variacdo de pH, a termoestabilidade, a seletividade de substrato, a regio e
estereosseletividade, entre outros é fundamental para definir o seu real potencial e, pode indicar
em que processo biotecnoldgico a enzima podera ter aplicacdo. A tabela 5 mostra os indices de

atividade enzimatica das leveduras testadas para producéo de esterases.

Tabela 5 - Indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de
Maracé e do PARNA do Virua na producéo de esterases, a 25°C, 37°C e 45°C.

Esterases Esterases
Cepas - . e Cepas L . e
(indice enziméatico médio - ie) (indice enziméatico médio - ie)
25°C 37°C 45°C 25°C 37°C 45°C
VR2 1,92 VR56 1,21
VR3 2,80 VR61 1,38
VR5 1,71 VR62 1,70
VR6 1,52 VR63 1,57
VR9 1,53 VR65 1,38
VR13 2,60 VR66 2,27
VR16 3,08 VR67 1,27
VR20 1,71 VR68 1,25
VR21 1,31 VR70 1,48
VR23 3,00 VR72 1,46
VR24 1,59 VR74 1,30
VR26 3,45 VR75 3,20 1,29 2,12
VR27 2,05 VR77 3,64
VR30 4,73 VR78 3,73
VR31 2,00 VR81 3,20
VR32 4,54 VR82 3,30
VR33 1,60 VR83 3,42
VR35 2,92 VR84 3,38
VR36 3,30 VR89 5,40
VR37 1,70 VR90 1,68
VR40 1,24 VR96 1,60
VR42 5,25 VR98 1,60

VR43 2,75 VR101 4,78
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Tabela 5 - indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de

Maraca e do PARNA do Virua na producdo de esterases, a 25°C, 37°C e 45°C - (continuacéo).

VR44
VR45
VR47
VR51
VR116
VR117
VR118
VR121
VR123
VR125
VR129
VR132
VR134
VR137
VR139
VR140
VR143
VR144
VR146
VR147
VR148
VR154
VR156
VR159
VR162
VR163
VR164
VR165
VR166
VR170
VR172
VR175
VR176
VR177
VR178
VR180
VR181

2,89
5,20
4,50
1,26
2,70
4,00
1,40
1,90
2,62
1,54
1,40
2,64
4,00
2,54
2,00
2,80
1,64
1,85
1,37
2,00
1,40
4,17
2,10
1,73
3,27
1,36
1,50
2,67
1,67
1,64
3,20
2,18
3,78
2,80
2,50
1,90
1,67

VR103
VR111
VR112
VR114
VR197
VR198
VR200
VR202
VR203
VR204
VR214
VR215
VR216
VR221
VR222
VR224
VR225
VR226
VR227
VR228
VR229
VR231
VR232
VR233
VR236
VR237
VR238
VR239
VR240
VR243
VR245
VR247
VR248
VR249
VR250
VR252
VR255

2,50
2,17
2,90
4,30
1,50
4,20
4,00
4,25
4,75
1,47
3,67
3,25
2,00
3,38
2,89
3,60
4,78
4,88
4,62
3,73
2,62
4,00
1,46
3,08
2,57
2,62
2,78
2,73
0,76
1,78
2,67
3,42
1,00
1,00
1,48
2,86
3,60

1,85
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Tabela 5 - indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de

Maraca e do PARNA do Virua na producdo de esterases, a 25°C, 37°C e 45°C - (continuacéo).

VR182
VR190
VR194
VR195
VR261
VR262
VR263
VR265
VR266
VR267
VR277
VR278
VR280
VR282
VR287
VR294
VR298
VR301
VR303
VR305
VR306
VR309
VR310
VR311
VR319
VR322
VR323
VR324
VR325
VR329
VR330
VR331
VR332
VR333
VR335
VR336
VR337

1,70
1,59
1,52
1,67
2,50
3,56
2,12
1,77
3,10
2,89
1,31
2,23
3,82
2,83
2,62
4,10

3,90
3,36
1,44
1,25
0,8
1,83
1,32
1,00
1,75
1,56
3,95
4,40
3,91
2,93
3,25
0,80
4,70
3,17
1,85
1,88

1,62

3,17

4,51

VR257
VR258
VR259
VR260
VR345
VR348
VR349
VR351
VR355
VR357
VR363
VR364
VR365
VR367
VR369
VR370
VR372
VR373
VR374
VR375
VR377
VR378
VR379
VR380
VR385
VR386
VR388
VR389
VR390
VR391
VR392
VR394
VR395
VR396
VR397
VR398
VR399

3,20
3,90
3,30
2,70
2,50
4,17
1,40
4,62
2,62

3,80
3,18
4,18
3,64
4,67
1,40
4,09
3,23
3,56
3,55
3,91
3,70
3,31
3,00
2,90
3,40
4,62
3,67
3,88
4,10
4,11
4,67
3,27
2,21
191
0,91
3,00

2,89

3,17
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Tabela 5 - indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de

Maraca e do PARNA do Virua na producdo de esterases, a 25°C, 37°C e 45°C - (continuacéo).

VR338
VR340
VR343
VR344
VR406
VR407
VR408
VR410
VR411
VR412
VR413
VR414
VR416
VR417
VR419
VR421
VR427
VR428
VR430
VR433
VR434
VR439
VR440
VR441
VR442
VR443
VR444
VR453
VR458
VR459
VR460
VR461
VR463
VR464
VR465
VR466
VR467

3,85
0,86
2,00
3,30
3,18
3,33
2,17
4,00
2,91
3,77
3,00
0,49
0,72
1,38
0,89
1,43
5,10
2,45
1,75
1,56
1,21
3,18
3,67
3,67
0,97
1,00
0,83
1,30
1,37
1,12
1,73
4,00
1,31
3,90
3,75
0,82
0,86

1,77

1,51

1,88

2,03

2,69

1,85
2,08

VR400
VR403
VR404
VR405
VR473
VR474
VR475
VR476
VR477
VR478
VR479
VR480
VR481
VR483
VR484
VR485
VR486
VR487
VR488
VR489
VR490
VR491
VR492
VR493
VR494
VR495
VR496
VR498
VR500
VR501
VR502
VR504
VR505
VR506
VR507
VR512
VR513

2,58
3,80
2,43
3,69
3,09
4,38
3,36
2,83
1,16
1,17
1,15
1,00

1,28
1,10
2,46
3,00
3,18
3,78
2,82
0,96
0,87
0,88
0,90

1,18
0,83
0,84
4,10
2,54
2,64
1,29
4,12
2,38
1,27
1,26
2,46

3,04
2,50
2,50
2,61
1,00

2,75

1,31

1,38
1,70
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Tabela 5 - Indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de
Maraca e do PARNA do Virua na producdo de esterases, a 25°C, 37°C e 45°C - (continuacéo).

VR468
VR470
VR471
VR472
RR4
RR16
RR19
RR20
RR24
RR28
RR38
RR48
RR51
RR53
RR55
RR56
RR57
RR62
RR69
RR71
RR76

1,91
4,50
4,67
3,78
0,61
1,00
2,73
1,83

1,73
0,88
2,20
1,69
1,71
0,92
1,57
1,42
2,00
1,76
1,00
1,31

1,00

1,00

0,59

VR517
VR518
VR519
RR3
RR77
RR80
RR88
RR100
RR105
RR110
RR117
RR118
RR137
RR144
RR146
RR159
RR170
RR217
RR222

RR262
RR269

2,00
2,80
1,92
1,00
1,00
3,15
2,40
1,85
0,67
1,44
1,08
1,33
1,75
1,46
1,00
1,57
1,16
1,92
1,00
1,00
1,06

1,00

1,00

1,00 1,00
1,00

0<ie<1;1<ie>2ouie> 2 indicam, respectivamente, fraca, moderada ou forte habilidade em produzir esterases.

Neste estudo, cerca 58% das 310 cepas que se mostraram capazes de degradar Tween

80 apresentaram indices de atividade bastante expressivos, variando entre 2 e 5,4, demonstrando

forte habilidade na producéo de esterases. Mais de 38% das cepas positivas exibiram indices de

producdo moderados. Os indices de producdo fortes ocorreram mais amplamente a 25°C. Em

cerca de 55% das leveduras positivas; a 37°C, 3,86% cepas apresentaram resultados similares;

enquanto a 45°C, essa habilidade foi detectada somente na cepa VR75.

Algumas cepas exibiram indices de producdo excepcionalmente altos. Esse fenbmeno

foi verificado em 13% das cepas positivas para atividade esterasica, dentre as quais: VRS89,
VR42, VR45, VR427, VR226, VR225, VR101, VR203, VR30 e VR369, VR394 e VR471, com

indices que variam entre 4,67 e 5,4.
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Um grande numero de leveduras capazes de produzir esterases extracelulares, com
niveis excelentes de producdo, foi obtido neste screening. Esses resultados promissores

confirmam o solo como importante fonte de leveduras produtoras de esterases.

4.2.5 Producao de proteases

A producdo de proteases por leveduras tem sido bem estudada, principalmente, devido
as implicacdes na producdo de vinhos e cervejas (STRAUSS et al., 2001; BREY et al., 2003;
TIAN; ZHANG, 2005), e também pela sua importancia médica, por representar um fator de
patogenicidade microbiana e, portanto, alvo chave nos estudos para desenvolvimento de
antimicrobianos efetivos (RODRIGUES; ALVIANO; TRAVASSOS, 1999; POZA et al., 2001).

Recentes estudos sobre o perfil proteolitico de leveduras tém sido caracterizados por
resultados contrastantes. Enquanto Buzzini e Martini (2002) encontraram, entre as 351 cepas de
leveduras e 46 de fungos semelhantes a leveduras testadas, 15,62% positivas para a atividade
proteolitica, sendo pouco mais de 3% entre as leveduras ascomicéticas, enquanto entre as
basidiomicéticas, 48 foram positivas, metade mostrou habilidade para hidrolisar gelatina. Strauss
et al. (2001) investigaram 245 leveduras isoladas de industrias de vinho, 4,1% foram habeis para
degradar caseina. Dentre as 61 cepas de leveduras avaliadas por Fuentefria (2004) mais de 31%
foram positivos em malte-gelatina e apenas 13,12% em caseina. Dentre 0s 23 fungos semelhantes
a levedura testados 47,83% foram capazes de hidrolisar gelatina e 78,26% caseina.

Praticamente todas as leveduras avaliadas por Silva Neves, Porto e Teixeira (2006)
demonstraram atividade proteolitica. Das 50 linhagens de leveduras, isoladas a partir de diversos
substratos da Regido Amazénica e avaliadas pelas autoras, 98% foram positivas para a atividade
proteolitica sobre agar-gelatina-leite e malte-gelatina sob fermentacdo submersa, a temperatura de
30 °C. Na presente pesquisa, em media, 333 cepas de leveduras foram avaliadas para atividade
proteolitica em meio contendo gelatina, 6,31% foram positivas nas diferentes temperaturas de
ensaio. Das 231 cepas testadas a 25°C, 6,49% demonstraram habilidade proteolitica. A producao
de proteases também foi pesquisada a 37°C e 45°C em 384 cepas, sendo tal capacidade revelada
pelas cepas RR23 (C. oleophila), VR240, VR242 e VR271 a 37°C e por RR66 (Debariomyces
hansenii) e RR240 (D. occidentalis) a 45°C.
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As diferencas nas metodologias empregadas para detecgdo da atividade proteolitica
dificultam uma comparagcdo mais acurada entre os resultados desta pesquisa e os obtidos por
outros autores. As concentracfes de substrato e de agar entre outros séo fatores que influenciam a
producdo e a deteccdo de atividade enzimatica em meio sélido. Portanto, uma compara¢do com
os achados de Fuentefria (2004) torna-se dificil, devido as diferencas quanto a concentragdo de
substrato, consisténcia do meio, tempo de incubagdo e, consequentemente, nas técnicas de
revelacdo. Ademais, o baixo percentual de leveduras proteoliticas nesta pesquisa pode estar
associado a interferéncias da concentracdo de agar (2%), devido as dificuldades de difusdo da
enzima no meio sélido, a exemplo do que ocorreu na avaliacdo da atividade amilolitica, ou seja,
os halos de degradag&o, na maioria das vezes, somente puderam ser observados 96 horas apds a
revelacéo.

O valor de uma cepa microbiana para o mercado de enzimas abrange além o seu bom
desempenho na producdo e comportamento nas condi¢es de trabalho outros requisitos que
incluem caracteristicas especificas da enzima. Consequentemente, estudos sobre a viabilidade de
purificacdo, bem como a estabilidade frente a variacGes de pH e temperatura sdo indispensaveis
para identificar a adequabilidade de aplicacdo de uma protease em um determinado processo
biotecnolégico (GUPTA,; BEG; LORENZ, 2002). A tabela 6 mostra os niveis de habilidade das
leveduras avaliadas na producéo de proteases.

Tabela 6 - indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de
Maraca e do PARNA do Virua na producdo de proteases a 25°C, 37°C e 45°C.

Proteases Proteases

Cepas - TP Cepas = . T
(indice enziméatico medio - ie) (indice enzimatico meédio - ie)
25°C 37°C 45°C 25°C 37°C 45°C

VR16 3,09 VR435 1,58

VR240 151 VR453 1,95

VR242 2,43 VR464 2,77

VR271 2,23 VR474 2,86

VR298 1,91 VR475 2,15

VR343 2,71 VR484 2,14

VR349 2,16 VR494 1,73

VR367 3,14 RR23 1,00
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Tabela 6 - Indices enzimaticos médios exibidos por leveduras isoladas de solos da ESEC de
Maraca e do PARNA do Virua na producdo de proteases a 25°C, 37°C e 45°C - (continuacao).

VR380 2,94 RR66 0,69
VR407 3,21 RR240 1,37
VR430 3,18

0<ie<1;1<ie>2ouie>2 indicam, respectivamente, fraca, moderada ou forte habilidade em produzir proteases.

No screening para producdo de proteases, 61,9% das linhagens positivas exibiram
indices enzimaticos entre 2,14 e 3,21. Cerca de 84% dos casos a 25°C. As cepas VR407, VR430,
VR367, VR16, VR380, VR474, VR464 e VR343 exibiram os resultados mais expressivos,
indicando serem fontes importantes de enzimas proteoliticas para propo6sitos industriais. Novos
estudos focando o comportamento destas cepas frente a outros substratos protéicos e a
caracterizacdo das proteases produzidas, bem como a otimizacdo da producdo das enzimas
ajudardo a delinear o quadro das potenciais aplicagfes das enzimas produzidas por estas cepas € 0

seu valor biotecnolégico.

4.2.6 Producédo de multienzimas

Certos microrganismos possuem sistemas multienzimaticos, conferindo a eles vantagem
competitiva no acesso a fontes nutricionais. Do ponto de vista biotecnoldgico, microrganismos
produtores de varias enzimas, de interesse industrial, e em grandes quantidades sdo mais valiosos
que produtores restritos de uma enzima em particular, pois apresentam uma versatilidade de
aplicacdes industriais, além de serem economicamente mais rentaveis (VAN BEILEN; LI, 2002;
PANKE; WUBBOLTS, 2002). Um total de 34 cepas mostraram-se positivas para trés das cinco
atividades enzimaticas testadas, entre elas RR66 (Debayomyces hansenii) e RR240 (D.
occidentalis), que exibiram habilidade para produzir amilase, celulases e proteases. Contudo, as
cepas VR240, VR475, VR484 e VR453 demonstraram possuir sistemas multienzimaticos mais
completos. As trés primeiras foram positivas para a producdo de amilase, celulase, esterase,
protease e lipase. A cepa VR453 mostrou habilidade para produziu as mesmas enzimas, exceto

amilase.
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Farias (2004) avaliou 39 cepas de leveduras oriundas da ESEC de Maraca para
atividade micocinogénica, 29 cepas foram positivas para a atividade. Daquelas 39 cepas, 33
foram utilizadas para os ensaios de atividade enzimatica nesta pesquisa, sendo que 15 delas
produziram pelo menos uma das enzimas hidroliticas extracelulares ensaiadas: Williopsis
saturnus similar (RR19), Rhodotorula glutinis (RR20), Candida oleophila (RR23), C. oleophila
(RR24), D. hansenii (RR48), R. mucilaginosa (RR51), R. mucilaginosa? (RR57), D. hansenii
(RR66), C. valida (RR69), Trichosporon asteroides? (RR71), D. Vanrijiae (RR76), R.
mucilaginosa (RR77), R. mucilaginosa (RR118), R. glutinis (RR144) e R. minuta (RR146).

Trés dentre as cepas positivas mostraram ser mais versateis. RR23 exibiu habilidade
para secretar proteases e lipases; RR69, esterases e celulases e, RR66, foi capaz de produzir
amilases além de lipases e proteases.

A tecnologia enzimatica representa uma abordagem de grande valor econdmico com
desdobramentos importantes sob o enfoque da sustentabilidade ambiental. Por estas razdes, o
mercado de enzimas de uso industrial cresce exponencialmente (OGAWA,; SHIMIZU, 2002;
VAN BEILEN; LI, 2002). E o screening para uma determinada atividade enzimatica é um passo
essencial na busca de um produto ou processo biotecnolégico, sendo os resultados preliminares
sugestivos da necessidade de novos estudos a fim de definir o real valor biotecnoldgico do
achado.

Os resultados obtidos nesta pesquisa confirmam a importancia das leveduras isoladas de
solo como fonte importante de atividades enzimaticas biotecnologicamente interessantes e
habilitam as cepas que exibiram bom desempenho nos testes como excelentes candidatas a

estudos mais detalhados para viabilizar sua aplicacdo em processos industriais.
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5 CONCLUSOES

O perfil de atividade exibido pelas cepas avaliadas nos ensaios enzimaticos, realizados a
diferentes temperaturas, mostrou o potencial biotecnologico de leveduras isoladas de solos do
PARNA do Virua, bem como das cepas preservadas no Laboratorio de Microbiologia da UFRR,
oriundas da ESEC de Maraca.

Das 397 cepas, em média, avaliadas para producdo de amilases, celulases, esterases,
lipases e proteases, aproximadamente 90% demonstraram pelo menos uma atividade enzimatica e
30%, duas ou mais atividades. Mais de 98% das leveduras oriundas do PARNA do Virua
exibiram pelo menos uma das atividades avaliadas e 33,96%, no minimo duas. Dentre as cepas
oriundas da ESEC de Marac4, 51,9% exibiram mais de uma atividade e 13, 9%, duas ou trés.

A producéo de esterases foi a habilidade com maior amplitude de ocorréncia entre as
leveduras. Mais de 70% das cepas demonstraram possui-la, sendo que aproximadamente 60%
destas (181 cepas) mostraram forte atividade; a produgéo de lipases foi detectada em 26,98% das
cepas avaliadas, enquanto que a atividade proteolitica, em 6,31%. A atividade celulolitica, por
sua vez, foi observada em cerca de 11% das leveduras e a amilolitica, em cerca de 5,0% delas.

As cepas VR16, VR343, VR367, VR380, VR407, VR430, VR464 e VR474 mostraram
expressiva atividade amilolitica, destacando-se também na producéo de proteases.

A atividade celulolitica foi observada em diferentes temperaturas de ensaio. As cepas
VR163, VR200 e VR344 foram positivas, apresentando fortes indices de producdo a 25°C;
enguanto para as cepas VR481, VR483 e VR484 esse comportamento foi observado a 37°C.

Os melhores indices de producéo de lipases foram exibidos pelas cepas VR36 e VR172,
a 25°C e VR481, VR408 e VR475, a 37°C. Na producdo de esterases observaram-se indices
bastante expressivos, entre 4,67 e 5,4, para as cepas VR89, VR42, VR45, VR427, VR226,
VR225, VR101, VR203, VR30 e VR369, VR394 e VRA4T1.

A producéo de proteases foi detectada a 37°C na especie C. oleophila (RR23) e a 45°C
nas espécies Debariomyces hansenii (RR66) e D. occidentalis (RR240).

As cepas VR240, VR475 e VR484 exibiram capacidade para produzir amilases,
celulases, esterases, proteases e lipases e, a cepa VR453 foi positiva para quatro dessas enzimas,
excetuando-se as amilases. Demonstrando serem de grande versatilidade de aplicacdes e valor do

ponto de vista econdmico.
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A temperatura influenciou similarmente a producédo de esterases, lipases, amilases e
proteases, com 0 maior nimero de cepas positivas a 25°C; a producdo de celulases foi mais
frequentemente detectada a 37°C.

Neste screening para a producdo de enzimas hidroliticas foi obtida uma colecdo de
cepas de leveduras com grande potencial biotecnoldgico. As perspectivas para futuros estudos, no
que diz respeito as enzimas produzidas pelas cepas avaliadas na presente investigacdo, incluem:

e identificacdo de todas as cepas de leveduras isoladas nesta pesquisa;

e avaliacdo da atividade das cepas positivas em substratos similares, o que pode

ampliar o potencial de uso da enzima;

e quantificacdo da atividade enzimatica das cepas que apresentaram 0s melhores

resultados.

e otimizacdo dos parametros criticos na producdo de enzimas via fermentacdo

submersa, quais sejam: pH, temperatura, fontes de carbono e nitrogénio;

e purificacdo e caracterizacdo da enzima produzida pelas cepas mais promissoras;

e avaliacdo da producdo de enzimas em substratos alternativos via fermentacdo em

estado solido;

e realizacdo de screening secundario para aplicacdo em um processo biotecnoldgico

alvo.
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Apéndice A — Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas da Estacdo Ecoldgica de Maracé e do Parque Nacional do Virua,

Roraima.

Cepas de leveduras Amilases Celulases Esterases Proteases Lipases

25°C |37°C [45°C 25°C | 37°C |45°C 25°C | 37°C |45°C 25°C |37°C| 45°C 25°C [37°C| 45°C
VR1 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR2 nt sc sc + sc sc + sC sC nt sC sC + sC sC
VR3 - sC sC - sC sC + sc sC - sC sC - sC sC
VR4 - - sc - + SsC - - sC - sC sC - - SC
VR5 nt SsC sc - sc SsC + sc sC nt sC sC - sC sC
VR6 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR7 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR8 - sc sc - sc sc - sc sc - sc sc - sc sc
VR9 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR10 - sc sc - - sc - - sc - - sc - - sC
VR11 nt - sc - - sc - - sc nt - sc - - sC
VR12 nt - sc - - sc - - sc nt - sc - - sC
VR13 - sc sc - sc sc + sc sc - sc sc - sc sC
VR14 nt - sc - - sc - - sc nt - sc - - sC
VR16 + sc sc - sc sc + sc sc + sc sc - sc sC
VR17 nt sc sc - sc sc - sc sc nt sc sc - sc sC
VR18 - - sc - + sc - - sc - - sc - - sC
VR19 - - sc - sc sc - - sc - - sc - - sC
VR20 - - sC - sC sC + - SC - - sC + - SC
VR21 - - sC - + SsC + SsC sC - SC sC + - SC
VR22 nt SsC SsC - SsC SsC - SsC sc nt SsC sC - SC SC
VR23 - sc sc - sc sc + sc sC - SsC sc SsC sC
VR24 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR26 - sc sc - sc sc + sc sC - sc sc - SsC Sc
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- (continuacéo).

VR27 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR28 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR29 nt sc sc sc sc - sc sc nt sc sc - sc sc
VR30 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR31 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR32 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR33 nt sc sc - sc + - sc nt sc sc - sc sc
VR34 nt - sc - sc - - sc nt - sc - - sc
VR35 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR36 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR37 - sc sc sc sc + sc sc - sc sc + sc sc
VR38 - - sc - sc - - sc - - sc - - sc
VR40 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR41 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR42 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR43 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR44 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR45 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR47 - sC sC sC sc + Ssc sC - SsC SsC - sc sc
VR50 nt sC sC sC sC - Ssc sC nt sC sC - sc sc
VR51 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR52 nt sc sc - sc - sc sc nt sc sc - sc sc
VR53 nt sc sc sc sc - sc sC nt sC sC - sc sc
VR54 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR55 nt sc sc - Ssc - - sc nt sC sC - sC sC
VR56 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR57 nt - sc - sc - - sC nt - sC + - sc
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— (continuacéo).

VR58 nt sc sc sc sc - sc sc nt sc sc - sc sc
VR60 nt sC sC SC SC - sC sC nt sC SC - sC sC
VR61 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR62 - sC SC SC sC + sC sC - sC SC + sC sC
VR63 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR64 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR65 - sc sc sc sc + sC sC - sC SC + sC sC
VR66 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR67 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR68 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR70 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR71 - sc sc sc sc - sc sc - sC SC - sC sC
VR72 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR73 nt sc sc sc sc - sC sC nt sc sc - sC sC
VR74 - - SC + SC + - sC - - SC + - sC
VR75 - - - + - + + + - - - - + +
VR76 - - SC + SC - - sC - - SC - - sC
VR77 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR78 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR79 - - sc + sc - - sC - - SC - - sC
VR80 - - SC + SC - - sC - - SC - - sC
VR81 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR82 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR83 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR84 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR85 - - SC + SC - - sC - - SC - - SC
VR86 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR89 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
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— (continuacao).

VR90 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VRI1 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR92 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR93 - sC sC sC sC - sC SC - SC SC - sC sC
VR94 - - sc + sc - - sc - - sc - - sc
VR96 - sC sC sC sC + sC SC - SC SC - sC sC
VR97 - sc sc sc sc - sC sc - - SC - + sC
VR98 nt - sC - sC + - SC nt - SC + - SC
VR99 nt sc sc sc sc - sC sc nt sC sC - sC sC
VR100 nt nt nt nt nt sc nt nt nt nt nt sc nt nt
VR101 nt sC sC sC sC + sC SC nt SC SC - sC SC
VR102 nt sc sc sc sc - sC sc nt sc sc - sC sC
VR103 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR104 sc sC sC sC sC - sC sc sc sc sc - sC sC
VR105 nt sC sC sC sC - sC SC nt SC SC - sC sC
VR106 nt sC sC sC sC - sC sc nt sc sc - sC sC
VR107 nt sC sC sC sC - sC SC nt SC SC - sC sC
VR109 nt sC sc sC sC - sC sc nt sc sc - sC sC
VR111 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR112 - sC sC sC sC + sC sc - sc sc - sC sC
VR113 nt sC sC sC sC sC sC SC nt - SC sC - sC
VR114 nt sC sC sC sC + sC SC nt SC SC - sC sC
VR115 nt SC SC SC SC - SC SC nt sC SC - sC sC
VR116 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR117 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR118 nt - SC - SC + - SC nt - SC + - sC
VR119 nt - SC - sC - - SC nt - SC - - sC
VR120 nt - SC - SC - - SC nt - SC - - sC
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VR121 nt - sC - sc + - sc nt - sC + - sC
VR122 nt sC sC sc sc - sC sC nt sC sC - sC sC
VR123 - sC sC sc sc + sc sc - Ssc Ssc - Ssc Sc
VR124 nt sC sC sc sc - sc sc nt sC sC - sC sC
VR125 - sC sc SsC SsC + sc sc - sC sC - sC sC
VR126 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR127 nt sC sC sC sC - sc sc nt sC sC - sC sC
VR129 - sC sC sC sC + sc sc - Ssc Ssc - sc sc
VR130 nt sC sc sC sC - sc sc nt sC sC - Ssc sc
VR131 nt - sC - sC - - sc nt - sC nt - sC
VR132 nt sC sc - SsC + sc sc nt sC sC - sC sC
VR133 - sC sC sC sC - sc sc - sc Ssc - Ssc sc
VR134 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR136 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR137 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR138 - - sC sc sc - sc sc - SsC SsC - SsC SC
VR139 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR140 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR142 - sC sC sC sc - sc sc - sC sC - sC sC
VR143 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR144 nt sC e sc sc + sc sc nt sC sC - sC sC
VR145 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR146 - sC sc sc sc + sc sc - SsC SsC - sC sc
VR147 nt SsC SC SC SC + SC SC nt SC SC - SC SC
VR148 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR149 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR151 nt - SC + SC - - SC nt - SC - - SC
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VR152 nt nt nt - nt nt SC nt nt nt nt nt - nt nt
VR153 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR154 nt sC sC - sC sc + sc sC nt sC sC - sC sC
VR155 - sC sC nt + sc nt sc sC - sC sC nt - sC
VR156 nt nt nt + nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR158 - sC sC - sC SsC - sc sC - sC sC - sC sC
VR159 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR160 nt sC sC - - sC - sc sC nt sC sC - Ssc sc
VR161 - sC sC - sC sC - sc sC - sC sC - sC sc
VR162 nt nt nt + nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR163 nt nt nt + nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR164 nt sC sC - sC sC + sc sC nt sC sC - sC sC
VR165 nt sC sC - sC sC + - sC nt sC sC + sC sC
VR166 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR167 nt sC sC - sC sc - Ssc sC nt sC sC - sC sC
VR168 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR169 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR170 - sC sC - sC sc + Ssc sC - sC sC - sC SC
VR171 - sC sC - sC sC - Ssc sC - sC sC - SsC SC
VR172 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR175 nt sC sC - - sC + - sC nt sC sC - sC sC
VR176 - sC sC - sC sC + sc sC - sC sC + sC SC
VR177 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR178 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR179 - sC sC - sC sc - sc sC - sC sc - + Sc
VR180 nt nt nt + nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR181 - sC sC - sC sc + sc sC - sC sc + sc Sc




Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas da Estacdo Ecologica de Maraca e do Parque Nacional do Virua, Roraima
— (continuacao).

VR182 nt sC sC - SC sC + sC SC nt SC SC - SC SC
VR183 - - SC + SC sC - sC SC - SC SC - SC SC
VR184 - sC sC - SC sC - sC SC - SC SC - SC SC
VR185 nt SC SC - SC sC - sC SC nt SC SC - SC SC
VR186 nt sC sC - SC sC - sC SC nt SC SC - SC SC
VR187 nt sC sC - sC sC - sC SC nt SC SC - SC SC
VR188 nt sC sC - sC sC - sC SC nt SC SC - SC SC
VR189 nt sC sC - sC sC - sC SC nt SC SC - SC SC
VR190 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR191 - sC sC - sC sC - sC SC - SC SC - SC SC
VR192 - sC sC - sC sC - sC SC - SC SC - SC SC
VR193 - sC sC - - sC - sC SC - - SC - SC SC
VR194 nt nt nt + nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR195 nt nt nt + nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR196 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR197 nt - sc - sc sC + sC sc nt sc sc + - SC
VR198 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR200 nt nt nt + nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR202 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR203 nt sc sc - sc sC + sC sc nt sc sc - SC SC
VR204 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR208 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR209 nt nt nt - nt nt SsC nt nt nt nt nt SsC nt nt
VR210 nt - SC - - sC - - SC nt - SC - - SC
VR211 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR213 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR214 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt




Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas da Estacdo Ecologica de Maraca e do Parque Nacional do Virua, Roraima
— (continuacao).

VR215 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR216 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR217 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt + nt nt
VR218 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR220 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR221 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR222 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR223 nt sC sC sC sC - sC SC nt SC SC - SC SC
VR224 - sC sC sC sC + sC SC - SC SC - SC SC
VR225 nt sC sC sC sC + sC SC nt SC SC - SC SC
VR226 nt sC sC sC sC + - SC nt SC SC - SC SC
VR227 nt sC sC sC sC + - SC nt SC SC - SC SC
VR228 nt sc sc sc sc + sc sc nt sc sC - sC SsC
VR229 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC - SC SC
VR231 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR232 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC + SC SC
VR233 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC + SC SC
VR236 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC + SC SC
VR237 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC + SC SC
VR238 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC - SC SC
VR239 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC - SC SC
VR240 + - sc + sC + + sc - + sc + + sC
VR241 - SC SC SC sC - sC SC - sC sC - SsC SC
VR242 - - SC - SC - - SC - + sC - - SC
VR243 nt SC SC SC SC + sc SC nt SC SC - SC SC
VR245 - SC SC SC SC + sC SC - SC SC + SC SC
VR246 - SC SC SC SC - sC SC - SC SC - SC SC




Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas da Estacdo Ecologica de Maraca e do Parque Nacional do Virua, Roraima
— (continuacao).

VR247 - sc sc sc sc + sc sc - sc sc SC SC
VR248 nt sc sc - sc + sc sc nt - sc sc sc
VR249 nt - sC - sC + sC SC nt - SC SC SC
VR250 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR252 nt SC SC + sC + sC SC nt SC SC SC SC
VR253 nt - sC - sC - - SC nt - SC - SC
VR254 nt sc sc - sc - sC sc nt sC sc sc sC
VR255 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR256 nt - sc sc sc - - sc nt - sC SC SC
VR257 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR258 nt SC sC SC sC + sC SC nt SC SC SC SC
VR259 - sC sC sC sC + sC SC - SC SC SC SC
VR260 - sC sC sC sC + sC SC - SC SC SC SC
VR261 - sC sC sC sC + sC SC - SC SC SC SC
VR262 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC SC SC
VR263 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC SC SC
VR264 - sc sc sc sC - sC sc - SC SC SC SC
VR265 - - sc + sC + + sc - - SC + SC
VR266 - SC SC SC sC + sC SC - SC SC SC SC
VR267 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR269 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
VR270 - - SC + sC - sC SC - - SC - SC
VR271 - - SC + sC - - SC - + SsC - SC
VR272 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
VR273 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
VR274 nt SC SC SC sC - sC SC nt SC SsC SsC SC
VR275 nt SC SC SC SC - sC SC nt SC SC SC SC
VR276 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt




Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do Virua, Roraima
— (continuacao).

VR277 - - sC - + sC + - sC - - sC + + sC
VR278 nt sC sC - sC sC + sC sC nt sC sC - sC sC
VR280 nt sC sC - sC sc + sc sC nt sC sC - Ssc Sc
VR282 nt sC sC - sC sC + sC sC nt sC sC - sC sC
VR283 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR286 nt sC sC - sC SsC - sc sC nt sC sC - sc sC
VR287 nt sC sC - sC sC + sC sc nt sC sC - sC sC
VR288 nt nt nt sc nt nt sc nt nt nt nt nt - nt nt
VR289 - sC sC + sC sC - sc sC - Ssc Ssc - Ssc sc
VR290 nt sC sC - sC sC - sc sC nt sC Ssc - - SC
VR292 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR293 - sC sC - sC sC - sc sC - Ssc Ssc - Ssc sc
VR294 - sC sC - sC sC + sc sC - Ssc sc - Ssc sc
VR296 - - sC - - sc - Ssc sC - - SsC - - SsC
VR297 - sC sC - sC sc - Ssc sC - SsC SsC - SsC SsC
VR298 - - sC - - sC - + sC + - SsC - + SC
VR299 - - sC - - sC - SsC sC - SsC SsC - - SC
VR300 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR301 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR302 - sC sC - sC sc - Ssc sC - SsC SsC - SsC SsC
VR303 - sC sC - sC sC + Ssc sC - SsC SsC - SsC SC
VR304 - sC sC - sC sc - sc sC - sc sc - sc sc
VR305 - sC sC - sC sc + sc sC - SsC SsC + sC sC
VR306 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR307 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR308 nt - sC - - sc - - sC nt - sC - - Sc
VR309 - sC sC - sC sc + sc sC - sC sc - sc Sc




Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do Virua, Roraima
— (continuacao).

VR310 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR311 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR312 - sC sC SC sC - sC SC - SC SC SC SC
VR313 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
VR314 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
VR315 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
VR317 nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt
VR318 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
VR319 - sC sC sC sC + sC SC - SC SC SC SC
VR320 - sC sC sC sC - sC SC - SC SC SC SC
VR321 - sC sC sC sC - sC SC - SC SC SC SC
VR322 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR323 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR324 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR325 nt sc sc sc sc + sC sc nt sc sc SC SC
VR329 nt sc sc sc sC + sC sc nt sc sc SC SC
VR330 nt sc sc sc sC + sC sc nt sc sc SC SC
VR331 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR332 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR333 nt sc sc sc sC + sC sc nt sc sc SC SC
VR334 nt sc sc sc sC - sC sc nt sc sc SC SC
VR335 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR336 - - sc - sc + + sc - - SC - SC
VR337 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR338 - SC SC SC SC + sc SC - SC SC SC SC
VR339 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
VR340 - SC SC SC SC + sC SC - SC SC SC SC




Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas da Estacdo Ecologica de Maraca e do Parque Nacional do Virua, Roraima
— (continuacao).

VR342 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR343 + SC SC - SC sC + sC SC + SC SC - SC SC
VR344 nt nt nt + nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR345 - - SC - - sC + sC SC - - SC - + SC
VR346 - sC sC - + sC - sC SC - SC SC - + SC
VR347 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR348 - - sC - - sC + + SC - - SC + + SC
VR349 - sC sC - sC sC + sC SC + SC SC - SC SC
VR350 - sC sC - sC sC - sC SC - SC SC - SC SC
VR351 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR352 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR353 - sC sC sC sC sC SC - SC - SC SC SC SC SC
VR354 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR355 nt sc sc - - sC + sC sc nt sc sc - sc sC
VR356 nt - sc - - sc - - sc nt - sc - - SC
VR357 + - sc - - sC - + sc - SC SC - + SC
VR358 - sc sc - sc sC - sC sc - SC SC - SC SC
VR359 nt nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR360 - sc sc - - sC - sC sc - SC SC - - SC
VR361 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR362 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR363 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR364 - sc sc - sc sc + sc sc - SC SC - SC SC
VR365 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR366 - SC SC - SC SC - sC SC - SC SC - SC SC
VR367 + SC SC - SC SC + sC SC + SC SC - SC SC
VR369 - SC SC - SC SC + sC SC - SC SC - SC SC




Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas da Estacdo Ecologica de Maraca e do Parque Nacional do Virua, Roraima
— (continuacao).

VR370 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR371 - SC SC SC sC - sC SC - SC SC SC SC
VR372 - sC sC SC sC + sC SC - SC SC SC SC
VR373 - - SC SC sC + sC SC - SC SC SC SC
VR374 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR375 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR376 - sC sC sC sC - sC SC - SC SC SC SC
VR377 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR378 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR379 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR380 + sC sC sC sC + sC SC + SC SC SC SC
VR381 - sC sC sC sC - sC SC - SC SC SC SC
VR382 - sc sc sc sc - sc sc - SC SC SC SC
VR383 nt sc sc sc sC - sC sc nt sc sc SC SC
VR384 nt sc sc sc sc - sC sc nt sc sc SC SC
VR385 nt sc sc sc sC + sC sc nt sc sc SC SC
VR386 nt sc sc sc sC + sC sc nt sc sc SC SC
VR387 nt - sc - sC - - sc nt - sc - SC
VR388 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
VR389 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC SC SC
VR390 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC SC SC
VR391 - sc sc sc sC + sC sc - SC SC SC SC
VR392 - sc sc sc sc + sc sc - SC SC SC SC
VR393 - sc sc sc sc - sc sc - SC SC + Sc
VR394 - SC SC SC SC + sc SC - SC SC SC SC
VR395 - SC SC SC SC + sC SC - SC SC SC SC
VR396 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
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— (continuacao).

VR397 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR398 nt sc sc sc sc + sc sc nt sc sc - SC SC
VR399 nt sC sC SC sC + sC SC nt SC SC - SC SC
VR400 - sC sC SC sC + sC SC - SC SC - SC SC
VR402 - SC SC SC sC - sC SC - SC SC - SC SC
VR403 - sC sC SC sC + sC SC - SC SC - SC SC
VR404 - sc sc sc sc + sC sc - sC sc - SC SC
VR405 - sc sc sc sc + sC sc - sC sC - sC SC
VR406 nt sc sc sc sc + sC sc nt sC sC - SC SC
VR407 + sc sc sc sc + sC sc + sc sC - SC SC
VR408 - SC sC - sC + sC SC - SC SC + + SC
VR409 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR410 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR411 - - sC + sC + + SC - - SC - + SC
VR412 - sc sc sc sC + sC sc - sc sc - SC SC
VR413 nt sc sc sc sC + sC sc nt sc sc - sc sC
VR414 nt - sC + sC + + sc nt - sc + + SC
VR415 nt sc sc sc sC - sC sc nt sc sc + sc sC
VR416 nt SC SC SC sC + sC SC nt SC SC + SC SC
VR417 nt - SC + sC + + SC nt - SC - + SC
VR418 - SC SC SC sC - sC SC - SC SC - SC SC
VR419 - SC SC SC sC + sC SC - - SC + SC SC
VR420 - sc sc sc sc - sc sC - SC SC + SC SC
VR421 - - SC + sC + + SC - - SsC - + SC
VR422 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt + nt nt
VR423 - sc sc sc sc - sC sc - SC SC - SC SC
VR424 - SC SC SC SC - sC SC - SC sC + SC SC
VR425 - SC SC SC SC - sC SC - SC sC + SC SC
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— (continuacao).

VR426 - sC sC - SC sC - sC SC - SC SC - - SC
VR427 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR428 - sC sC SC sC + sC SC - SC SC - SC SC
VR429 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR430 + sC sC SC sC + sC SC + SC SC - SC SC
VR431 - sC sC sC sC - sC SC - SC SC + SC SC
VR432 - sC sC sC sC - sC SC - SC SC + SC SC
VR433 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR434 - sC sC sC sC + sC SC - SC SC - SC SC
VR435 + sC sC sC sC - sC SC + SC SC - SC SC
VR436 - - sC sC sC - sC SC - SC SC - SC SC
VR437 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR438 - sc sc - sc - sc sc - SC SC - - SC
VR439 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR440 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR441 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR442 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt + nt nt
VR443 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR444 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR445 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
VR446 - sc sc sc sc - sC sc - SC SC - SC SC
VR447 - sc sc - sC - sC sc - SC SC - SC SC
VR449 - - SC + sC - - SC - - sC - - SC
VR450 nt - sc - sc nt sc sc nt - sC - - SC
VR451 nt - SC - SC - - SC nt - SC - - SC
VR452 nt SC SC SC SC - sC SC nt SC SC - SC SC
VR453 - - SC + SC + + SC + - SC + + SC




Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas da Estacdo Ecologica de Maraca e do Parque Nacional do Virua, Roraima
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VR454 - sC sC - SC sC - sC SC - SC SC - + SC
VR456 - SC SC - SC sC - sC SC - SC SC - SC SC
VR457 - sC sC - SC sC - sC SC - SC SC - SC SC
VR458 - - SC - + sC + - SC - - SC + - SC
VR459 nt sC sC - - sC + sC SC nt SC SC + SC SC
VR460 nt sC sC + - sC + sC SC nt SC SC + SC SC
VR461 - sC sC - sC sC + sC SC - SC SC - SC SC
VR463 - sC sC - sC sC + sC SC - SC SC + SC SC
VR464 + sC sC - sC sC + sC SC + SC SC - SC SC
VR465 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR466 - - sC + + sC + + SC - SC SC + + SC
VR467 - - sC + + sC + + SC - SC SC + + SC
VR468 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR469 - sc sc - sc sC - sC sc - SC SC - SC SC
VRA470 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR471 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VRA472 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VRA473 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR474 + sc sc - sc sC + sC sc + SC SC - SC SC
VRA475 + - sc - + sC + + sc + - SC - + SC
VRA476 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VRAT7 - - sc - - sC + + sc - - SC + + SC
VRA478 - - SC - - sC + + SC - - sC + + SC
VRA479 - - SC - - sC + + SC - - sC + + SC
VR480 nt nt nt - nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR481 - SC SC - + SC - + SC - SC SC - + SC
VRA482 - SC SC - SC SC - sC SC - SC SC - SC SC
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VR483 - sc sc + sc + sc sc - SC SC - SC SC
VR484 + - sc + sc + + sc + - sc + + sc
VR485 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR486 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR487 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR488 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR489 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR490 - sc sc sc sc + sC sc - SC SC + SC SC
VR491 - sc sc sc sc + sC sc - sC sC + sC sC
VR492 - sc sc sc sc + sC sc - SC SC + SC SC
VR493 - SC sC SC sC + sC SC - SC SC + SC SC
VR494 + sC sC - sC - + SC + SC SC - SC SC
VR495 - sC sC sC sC + sC SC - SC SC + SC SC
VR496 - sC sC sC sC + sC SC - SC SC + + SC
VR497 - sc sc sc sC - sC sc - sc sc + sc sC
VR498 nt sc sc sc sC + sC sc nt sc sc + SC SC
VR499 - sc sc sc sC nt sC sc - sc SC - SC SC
VR500 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt - nt nt
VR501 nt SC SC SC sC + sC SC nt SC SC - SC SC
VR502 nt - SC + sC + + SC nt - SC - + SC
VR503 nt SC SC SC sC - sC SC nt SC SC - SC SC
VR504 nt - SC + sC + + SC nt - SC + + SC
VR505 nt sc sc sc sc + sc sC nt sC sC - SC SC
VR506 nt sc sc sc sc + sc sc nt sC sC - SC SC
VR507 - sc sc sc sc + sc sc - SC SC - SC SC
VR508 nt sc sc sc sc - sC sc nt sC sc + SC SC
VR510 - SC SC SC SC - sC SC - SC sC + SC SC
VR511 - SC SC - SC - - SC - SC sC + SC SC
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— (continuacao).

VR512 - sc sC sc sc + sc sC - sC sC Ssc Sc
VR513 - sc sC - sc + sc sC - sC sC sC Ssc
VR514 - sc sc sc sc - sc sc - sc sc sc sC
VR515 nt sc sc sc sc - sc sc nt sc sc sc sC
VR517 nt SsC sc sc sC + sc sC nt sC sC sC sc
VR518 nt sc sc sc sc + sc sc nt sc sc sc sC
VR519 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
RR1 nt - sc - sC - - sC nt - sC - sc
RR3 - SsC sc sc SsC + - sC - sC sC sC SC
RR4 nt nt nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt
RR6 nt - sc - sc - - sc nt - sc - sC
RR10 - - sc - SsC - - sC - - sC - SC
RR12 nt - sc - sc - - sc nt - sc - sc
RR13 nt - sc - sc - - sc nt - sc - sC
RR15 nt sC sC sC sC - - sC nt sC sC sC sC
RR16 - - sC - - + + - - - sc - -
RR19 - - sc - sc + - sc - - sc - sC
RR20 nt sC sC sC sC + Ssc sC nt sC sc SsC SsC
RR21 - - sC - sc - - sC - - sC - SsC
RR22 - - sc - sc - - sc - - sc - sC
RR23 - - - - - - - - - + - - -
RR24 nt sC sC SsC SsC - SsC + nt SsC sC SC SC
RR25 - sc sc sc sc - sc sC - SsC sc SsC sC
RR26 nt sc sc sc sc - sc sc nt sc sc sc sC
RR27 - - sC - Ssc - - sc - - sC - SC
RR28 - sc sc sc sc + sc sC - sc sc SsC Sc
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RR30 - - sC - sC - - SC - - SC - SC
RR38 nt - SC - sC + - SC nt - SC - SC
RR40 - - sC - sC - - SC - - SC - SC
RR44 - - SC - sC - - SC - - SC - SC
RR46 - - sC - sC - - SC - - SC - SC
RR47 nt - sC - sC - sC SC nt - SC - SC
RR48 - - sC - sC + - SC - - SC - SC
RR49 - sC sC - sC - - SC - SC SC SC SC
RR50 - - sC - sC - - SC - - SC - SC
RR51 nt sC sC - sC + sC SC nt SC SC SC SC
RR52 - sC sC sC sC - sC SC - SC SC SC SC
RR53 nt sC sC sC sC + sC SC nt SC SC SC SC
RR54 - sc sc sc sc - - sc - SC SC SC SC
RR55 - - sc - sC + - sc - - SC - SC
RR56 - sc sc sc sc + - sc - SC SC SC SC
RR57 - sc sc - sC + - sc - - SC SC SC
RR61 - - sc - sC - - sc - - SC - SC
RR62 - - sc - sC + - sc - - SC - SC
RR64 nt - - - nt - - - nt - - + +
RR66 - - + - sC - - sc - - + + SC
RR69 - - sc - + + - sc - - SC - SC
RR70 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
RR71 - - SC - SC + + SC - - SC - SC
RR74 - SC SC SsC SC - - SC - SC SC SC SC
RR76 - SC SC SC SC + - SC - SC SC SC SC
RR77 nt SC SC SC SC + - SC nt SC SC SC SC
RR80 nt SC SC SC SC + sC SC nt SC SC SC SC
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RR81 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt - nt nt
RR84 - - SC - sC - - - - - SC - SC
RR87 - sC sC SC sC - - - - SC SC SC SC
RR88 - SC SC SC sC + sC SC - SC SC SC SC
RR90 nt sC sC - sC - - SC nt SC SC SC SC
RR100 nt sC sC - sC + sC SC nt SC SC SC SC
RR103 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
RR105 nt sC sC - sC + sC SC nt SC SC SC SC
RR108 nt - sC - sC - - SC nt - SC - SC
RR110 nt sC sC - sC + sC SC nt - SC SC SC
RR111 nt - sC - sC - - SC nt - SC - SC
RR114 nt - sC - sC - - SC nt - SC - SC
RR116 nt - sc - sc - - sc nt - sC - SC
RR117 - - sc - sC + + sc - - SC - SC
RR118 nt - sc - sc + - sc nt - sc - SC
RR120 - - sc - sC - - sc - - SC - SC
RR132 nt - sc - sC - - sc nt - sc - SC
RR137 nt sc sc sc sC + sC sc nt sc sc SC SC
RR142 - - sc - sC - - sc - - SC - SC
RR144 nt sc sc - sC + sC sc nt sc sc SC SC
RR146 nt - sc - sC + - sc nt - sc - SC
RR148 - - sc - sC - - sc - - SC - SC
RR159 - sc sc - sc + - sc - SC SC SC SC
RR170 nt - SC - - + + SC nt - SC - SC
RR174 - + + - + - - - - - - - -
RR179 nt SC SC SC SC - sC SC nt SC SC SC SC
RR183 nt - SC - SC - - SC nt - SC - SC




Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do Virua, Roraima
— (continuacao).
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RR200 - - sC - - sc - - sC - - sc - Sc
RR206 - - sC - - sc - - sC - - sc - Ssc
RR217 nt - sc - - sc + - sc nt - sc - sC
RR222 - sc sc - - sc + - - - sc sc sc sC
RR229 - - sc - - sC - - sC - - sC - sc
RR230 nt - sc - - sc - - sc nt - sc - sC
RR233 nt - sc - - sc - - sc nt - sc - sc
RR240 - + + - - + - - - - - + - sC
RR244 nt - sc - - SsC - - sC nt - sC - sC
RR262 nt - sc - - - + + + nt - sc - sc
RR267 nt - sc - - sc - - sc nt - sc - sC
RR269 nt - sc - - SsC + + sC nt - sC - SC
RR270 - - sc - - sc - - sc - - sc - sc
RR276 - - sc - - sc - - sc - - sc - sC
RR278 - - sC - - sC - - sC - - sC - SsC

(+): atividade enzimdtica positiva, ( - ): atividade enzimética negativa, (sc): sem crescimento, (nt): ndo testada.
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Apéndice B - Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque
Nacional do Virua, Roraima na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases.

Cepas de leveduras Amilases Celulases Esterases Proteases Lipases
25°C | 37°C [45°C | |25°C|37°C|45°C| |25°C|37°C|45°C | |25°C|37°C|45°C| |25°C|37°C |45°C
VR2 nt sc sc 1,08 | sc sc 192 | sc sc nt sc sc 1 sc sC
VR3 - sc sc - sc sc 2,8 | sc sc - sc sc - sc sC
VR4 - - sC - 1 sC - - sc - sC sC - - sC
VR5 nt SsC sC - sC sC 1,71 | sc sc nt sC sC - sC sC
VR6 nt nt nt - nt nt 152 | nt nt nt nt nt 1,14 | nt nt
VR9 nt nt nt - nt nt 153 | nt nt nt nt nt 0,68 | nt nt
VR13 - SsC sC - sC sC 2,6 | scC sc - sc SsC - sc SC
VR16 22 | sC sc - sc sc 3,08 | sc sc 3,09 | sc sc - sc sc
VR18 - - sc - 1 sc - - sc - - sc - - sC
VR20 - - sC - sC sC 1,71 | - sc - - sC 1,04 | - sC
VR21 - - sC - 1,28 sc 1,31 | sc sc - sC sC 0,73 | - SC
VR23 - sc sc - sc sc 3 sc sc - sc sc - sc sC
VR24 nt nt nt - nt nt 1,59 | nt nt nt nt nt 0,65 | nt nt
VR26 - sC sC - sC sC 3,45 | sc sc - sc SsC - sc SsC
VR27 nt nt nt - nt nt 2,05 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR30 nt nt nt - nt nt 4,73 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR31 nt nt nt - nt nt 2 nt nt nt nt nt 1,23 | nt nt
VR32 nt nt nt - nt nt 454 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR33 nt sc sc - - sc 1,6 - sc nt sc sc - sc sC
VR35 nt nt nt - nt nt 2,92 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR36 nt nt nt - nt nt 3,3 | nt nt nt nt nt 45 | nt nt
VR37 - sc sc - sc sc 1,7 | sc sc - sc sc 0,87 | sc sC
VR40 nt nt nt - nt nt 1,24 | nt nt nt nt nt 1,18 | nt nt
VR42 nt nt nt - nt nt 525 | nt nt nt nt nt - nt nt
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Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do
Virua, Roraima, na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases — (continuagéo)

VRA43 nt nt nt - nt nt 2,75 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR44 nt nt nt - nt nt 2,89 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR45 nt nt nt - nt nt 5,2 nt nt nt nt nt - nt nt
VR47 - sC SC - SC SC 45 | sc sC - SC SC - sC sC
VR51 nt nt nt - nt nt 1,26 | nt nt nt nt nt 1,06 | nt nt
VR56 nt nt nt - nt nt 1,21 | nt nt nt nt nt 1,29 | nt nt
VR57 nt - sc - - sc - - sC nt - sc 059 | - sC
VR58 nt sc sc 1,14 | sc sc - sc sC nt sC sC - sc sc
VR61 nt nt nt - nt nt 1,38 | nt nt nt nt nt 1,07 | nt nt
VR62 - sc sc - sc sc 1,7 | sc sC - sC sc 1,07 | sc sc
VR63 nt nt nt - nt nt 157 | nt nt nt nt nt 1,12 | nt nt
VR65 - sC sC - SC SC 1,38 | sc sC - SC SC 1,32 | sc SC
VR66 nt nt nt - nt nt 2,27 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR67 nt nt nt - nt nt 1,27 | nt nt nt nt nt 1,18 | nt nt
VR68 nt nt nt - nt nt 1,25 | nt nt nt nt nt 1,14 | nt nt
VR70 nt nt nt - nt nt 1,48 | nt nt nt nt nt 1,12 | nt nt
VR72 nt nt nt - nt nt 1,46 | nt nt nt nt nt 1,13 | nt nt
VR74 - - sc - 11,25 | sc 1,3 - sC - - sc 1,2 - sc
VR75 - - - - 11,84 - 3,2 11,29 212 - - - - 11,16 1
VR76 - - SC - 1,12 | sc - - sC - - SC - - sC
VR77 nt nt nt - nt nt 3,64 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR78 nt nt nt - nt nt 3,73 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR79 - - sc - 11,12 | sc - - sc - - sC - - sC
VR80 - - sc - 1 sC - - sc - - sC - - sC
VR81 nt nt nt - nt nt 3,2 nt nt nt nt nt - nt nt
VR82 nt nt nt - nt nt 3,3 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR83 nt nt nt - nt nt 3,42 | nt nt nt nt nt - nt nt
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Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do
Virua, Roraima, na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases — (continuagéo)

VR84 nt nt nt nt nt 3,38 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR85 - - sC 1,2 sC - - sC - - sC - - SC
VR89 nt nt nt nt nt 54 nt nt nt nt nt - nt nt
VR90 nt nt nt nt nt 1,68 | nt nt nt nt nt 1,15 | nt nt
VR94 - - sC 1,37 | sc - - sC - - sC - - SC
VR96 - sC sC sC sC 1,6 SC sC - sC sC - sC SC
VR97 - sC sC sC sC - SC sC - - SsC - 1,1 SC
VR98 nt - sC - sC 1,6 - sC nt - sC 14 - SC
VR101 nt sC sC sC sC 4,78 | sc sC nt sC SsC - sC SC
VR103 nt nt nt nt nt 2,5 nt nt nt nt nt - nt nt
VR111 nt nt nt nt nt 2,17 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR112 - sC sC sC sC 2,9 SC sC - sC sC - SsC SC
VR114 nt sc sc sc sc 43 | sc sc nt sc sc - sc SC
VR116 nt nt nt nt nt 2,7 nt nt nt nt nt 1,08 | nt nt
VR117 nt nt nt nt nt 4 nt nt nt nt nt - nt nt
VR118 nt - sC - sC 14 - sC nt - sc 1,18 | - sC
VR121 nt - sC - sC 1,9 - sC nt - sc 0,73 | - SC
VR123 - sc sC sc sC 2,62 | sc sC - sc sC - sC SC
VR125 - sc sC sc sC 154 | sc sC - sc sc - sc SC
VR129 - sc sC sc sC 14 | sc sC - sc sc - sc SC
VR132 nt sc sC - sC 2,64 | sc sC nt sc sc - sC SC
VR134 nt nt nt nt nt 4 nt nt nt nt nt - nt nt
VR137 nt nt nt nt nt 2,54 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR139 nt nt nt nt nt 2 nt nt nt nt nt - nt nt
VR140 nt nt nt nt nt 2,8 nt nt nt nt nt - nt nt
VR143 nt nt nt nt nt 1,64 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR144 nt SC SC SC sC 1,85 | sc sC nt sC sC - sC SC
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Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do
Virua, Roraima, na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases — (continuagéo)

VR146 - sC sC - SC SC 1,37 | sc sC - SC SC - sC sC
VR147 nt sC SC - SC SC 2 SC sC nt SC SC - sC sC
VR148 nt nt nt - nt nt 14 nt nt nt nt nt - nt nt
VR151 nt - SC - 1,45 | sc - - sC nt - SC - - sC
VR154 nt sC sC - SC SC 4,17 | sc sC nt SC SC - sC sC
VR155 - sC sC nt | 0,56 | sc nt SC sC - SC SC nt - sC
VR156 nt nt nt 1 nt nt 2,1 nt nt nt nt nt 2 nt nt
VR159 nt nt nt - nt nt 1,73 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR162 nt nt nt 14 nt nt 3,27 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR163 nt nt nt 462 | nt nt 1,36 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR164 nt sC sC - SC SC 15 | sc sC nt SC SC - sC SC
VR165 nt sC sC - sC SC 2,67 - sC nt SC SC 1,31 | sc SsC
VR166 nt nt nt - nt nt 1,67 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR170 - sC sc - sc sc 1,64 | sc sC - sc sc - sc sc
VR172 nt nt nt - nt nt 3,2 | nt nt nt nt nt 28 | nt nt
VR175 nt sC sc - - sc 2,18 | - sC nt sc sc - sC sC
VR176 - sC sc - sc sc 3,78 | sc sC - sc sc 1 sC sC
VR177 nt nt nt - nt nt 2,8 | nt nt nt nt nt 1,09 | nt nt
VR178 nt nt nt - nt nt 2,5 nt nt nt nt nt 1,45 | nt nt
VR179 - sC sc - sc sc - sc sC - sc sc - 1191 | sc
VR180 nt nt nt 15 | nt nt 19 | nt nt nt nt nt 1,38 | nt nt
VR181 - sC sc - sc sc 1,67 | sc sC - sc sc 23 | sc sC
VR182 nt SC SC - SC SC 1,7 | sc sC nt SC SC - sC sC
VR183 - - sc 156 | sc sC - sC sc - SC SC - sC sC
VR190 nt nt nt - nt nt 1,59 | nt nt nt nt nt 1,2 nt nt
VR194 nt nt nt 1,38 | nt nt 152 | nt nt nt nt nt 154 | nt nt
VR195 nt nt nt 1 nt nt 1,67 | nt nt nt nt nt 1,44 | nt nt
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Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do
Virua, Roraima, na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases — (continuagéo)

VR197 nt - sC - SC sC 15 SC sC nt sC sC 1,2 - SC
VR198 nt nt nt - nt nt 42 nt nt nt nt nt - nt nt
VR200 nt nt nt 4,25 | nt nt 4 nt nt nt nt nt - nt nt
VR202 nt nt nt - nt nt 4,25 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR203 nt sC sC - SC sC 4,75 | sc sC nt sC sC - sC SC
VR204 nt nt nt - nt nt 1,47 | nt nt nt nt nt 0,92 | nt nt
VR214 nt nt nt - nt nt 3,67 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR215 nt nt nt - nt nt 3,25 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR216 nt nt nt - nt nt 2 nt nt nt nt nt - nt nt
VR217 nt nt nt - nt nt - nt nt nt nt nt 1,05 | nt nt
VR221 nt nt nt - nt nt 3,38 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR222 nt nt nt - nt nt 2,89 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR224 - sc sc - sc sc 3,6 | sc sc - sC sC - sC SC
VR225 nt sc sC - sc sC 478 | sc sC nt sc sc - sc sC
VR226 nt sc sC - sc sc 488 | - sc nt sc sc - SC SC
VR227 nt sc sC - sc sC 462 | - sC nt sc sc - sC SC
VR228 nt sc sC - sc sC 3,73 | sc sC nt sc sc - sC SC
VR229 - sc sC - sc sC 2,62 | sc sC - sc sC - sC SC
VR231 nt nt nt - nt nt 4 nt nt nt nt nt - nt nt
VR232 - sc sC - sc sC 1,46 | sc sC - sc sc 1 sc sC
VR233 - sc sC - sc sC 3,08 | sc sC - sc sc 1 sC SC
VR236 - sc sC - sc sC 2,57 | sc sC - sc sc 1 sc sC
VR237 - sc sc - sc sc 2,62 | sc sc - sc sc 1 sc SC
VR238 - sc sc - sc sc 2,78 | sc sc - sc sc - sC SC
VR239 - SC SC - SC sC 2,73 | sc sC - sC sC - sC SC
VR240 1,31 - SC - 1,44 | sc 0,76 | 1,85 | sc - 151 | sc 1 1087 sc
VR242 - - SC - - sC - - sC - 2,43 | sc - - SC
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Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do
Virua, Roraima, na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases — (continuagéo)

VR243 nt sc sc - sc sc 1,78 | sc sc nt sc sc - sc sc
VR245 - sc sc - sc sc 2,67 | sc sc - sc sc 1 sc SC
VR247 - sC sC - SC sC 3,42 | sc sC - sC sC 1 sC SC
VR248 nt sC sC - - sC 1 SC sC nt - sC - sC SC
VR249 nt - sC - - sC 1 SC sC nt - sC - sC SC
VR250 nt nt nt - nt nt 1,48 | nt nt nt nt nt 1,17 | nt nt
VR252 nt sc sc - 15 | sc 2,86 | sc sC nt sc sc - sC SC
VR255 nt nt nt - nt nt 3,6 nt nt nt nt nt - nt nt
VR257 nt nt nt - nt nt 3,2 nt nt nt nt nt - nt nt
VR258 nt sc sc - sc sC 39 | sc sC nt sc sC - sC SC
VR259 - sC sC - SC sC 3,3 SC sC - sC sC - sC SC
VR260 - sC sC - sC sC 2,7 SC sC - sC sC - SC SC
VR261 - sC sC - SC sC 2,5 SC sC - sC SsC - sC SC
VR262 - sC sC - sC sC 3,56 | sc sC - sC SsC - sC SC
VR263 - sc sC - sc sc 2,12 | sc sc - sc sc - SC SC
VR264 - sc sC - sc sC - sc sC - sc sc 1,21 | sc sC
VR265 - - sC - 1164 sc 1,77 11,62 | sc - - sc - 1,04 | sc
VR266 - sc sC - sc sC 3,1 | sc sC - sc sC - sC SC
VR267 nt nt nt - nt nt 2,89 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR270 - - sC - 0,93 | sc - SC sC - - sC - - SC
VR271 - - sC - 1,45 | sc - - sC - 2,23 | sc - - SC
VR277 - - sC - 1,28 | sc 1,31 - sC - - sC 05 054 | sc
VR278 nt sc sc - sc sc 2,23 | sc sc nt sc sc - sC SC
VR280 nt sc sc - sc sc 3,82 | sc sc nt sc sc - sC SC
VR282 nt sc sc - sc sc 2,83 | sc sc nt sc sc - sC SC
VR287 nt sc sc - sc sC 2,62 | sc sC nt sc sc - sC SC
VR289 - SC SC 1,33 | sc sC - SC sC - sC sC - sC SC
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Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do
Virua, Roraima, na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases — (continuagéo)

VR294 - sC sC - SC sC 41 SC sC - sC sC - sC SC
VR298 - - sC - - sC - 3,17 | sc 1,91 - sC - 2,42 | sc
VR301 nt nt nt - nt nt 3,9 nt nt nt nt nt - nt nt
VR303 - SC sC - SC sC 3,36 | sC sC - sC sC - sC SC
VR305 - sC sC - SC sC 1,44 | sc sC - sC sC 1,23 | sc SC
VR306 nt nt nt - nt nt 1,25 | nt nt nt nt nt 1,17 | nt nt
VR309 - sC sC - sC sC 0,8 SC sC - sC SsC - sC SC
VR310 nt nt nt - nt nt 1,83 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR311 nt nt nt - nt nt 1,32 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR319 - sC sC - sC sC 1 SC sC - sC sC - sC SC
VR322 nt nt nt - nt nt 1,75 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR323 nt nt nt - nt nt 156 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR324 nt nt nt - nt nt 3,55 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR325 nt sc sC - sc sC 44 | sc sC nt sc sc - sc SC
VR329 nt sc sC - sc sc 3,91 | sc sc nt sc sc - SC SC
VR330 nt sc sC - sc sC 2,93 | sc sC nt sc sc - sC SC
VR331 nt nt nt - nt nt 3,25 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR332 nt nt nt - nt nt 0,8 nt nt nt nt nt - nt nt
VR333 nt sc sC - sc sC 47 | sc sC nt sc sc 1 sc sC
VR335 nt nt nt - nt nt 3,17 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR336 - - sC - - sC 185|451 | sc - - sc - - sC
VR337 nt nt nt - nt nt 1,88 | nt nt nt nt nt 185 | nt nt
VR338 - sc sc - sc sc 3,85 | sc sc - sC sC - sC SC
VR340 - sc sc - sc sc 0,86 | sc sc - sC sC - sC SC
VR343 2,62 | sc SC - SC sC 2 SC sC 2,71 | sc sC - sC SC
VR344 nt nt nt 2,18 | nt nt 3,3 nt nt nt nt nt - nt nt
VR345 - - SC - - sC 2,5 SC sC - - sC - 1,26 | sc
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Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do
Virua, Roraima, na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases — (continuagéo)

VR346 - sc sc 0,62 | sc - sc sc - sc sc - 1223 sc
VR348 - - sc - sc 4,17 | 2,89 | sc - - sc 169 | 24 | sc
VR349 - sC sC SC sC 14 | sc sC 2,16 | sc sC - sC SC
VR351 nt nt nt nt nt 462 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR355 nt SC sC - sC 2,62 | sc sC nt sC sC - sC SC
VR357 1,31 - sC - sC - 3,17 | sc - sC sC - 2,08 | sc
VR363 nt nt nt nt nt 3,8 nt nt nt nt nt - nt nt
VR364 - sc sc sc sC 3,18 | sc sC - sc sC - sC SC
VR365 nt nt nt nt nt 4,18 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR367 29 | sc sc sc sC 3,64 | sc sC 3,14 | sc sc - sc sC
VR369 - sC sC SC sC 4,67 | sc sC - sC sC - sC SC
VR370 nt nt nt nt nt 1.4 nt nt nt nt nt - nt nt
VR372 - sC sC SC sC 4,09 | sc sC - sC SsC - sC SC
VR373 - - sC sC sC 3,23 | sc sC - sC SsC - sC SC
VR374 nt nt nt nt nt 3,56 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR375 nt nt nt nt nt 3,55 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR376 - sc sC sc sc - sc sc - sc sc 1 sC SC
VR377 nt nt nt nt nt 3,91 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR378 nt nt nt nt nt 3,7 nt nt nt nt nt - nt nt
VR379 nt nt nt nt nt 3,31 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR380 2,39 | sc sC SC sC 3 SC sC 2,94 | sc sC - sC SC
VR385 nt SC sC SC sC 2,9 SC sC nt sC sC - sC SC
VR386 nt sc sc sc sc 34 | sc sc nt sc sc - sc SC
VR388 nt nt nt nt nt 4,62 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR389 - sc sc sc sc 3,67 | sc sc - sc sC - sC SC
VR390 - sc sc sc sC 3,88 | sc sC - sC sC - sC SC
VR391 - SC SC SC sC 41 SC sC - sC sC - sC SC
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Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do
Virua, Roraima, na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases — (continuagéo)

VR392 - sC sC SC sC 411 | sc sC - sC sC - sC SC
VR393 - SC sC SC sC - SC sC - sC sC - 2,18 | sc
VR394 - sC sC SC sC 4,67 | sc sC - sC sC - sC SC
VR395 - SC sC SC sC 3,27 | sc sC - sC sC - sC SC
VR396 nt nt nt nt nt 2,21 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR397 nt nt nt nt nt 1,91 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR398 nt sC sC sC sC 0,91 | sc sC nt sC SsC - sC SC
VR399 nt sC sC sC sC 3 SC sC nt sC sC - sC SC
VR400 - sC sC sC sC 2,58 | sc sC - sC SsC - sC SC
VR403 - sC sC sC sC 3,8 SC sC - sC sC - sC SC
VR404 - sC sC sC sC 2,43 | sc sC - sC SsC - sC SC
VR405 - sC sC sC sC 3,69 | sc sC - sC sC - SsC SC
VR406 nt sc sc sc sc 3,18 | sc sc nt sc sc - sC SC
VR407 34 | sc sC sc sC 3,33 | sc sC 3,21 | sc sc - sC SC
VR408 - sc sC - sc 2,17 | sc sc - sc sc 1,22 2,94 | sc
VR410 nt nt nt nt nt 4 nt nt nt nt nt - nt nt
VR411 - - sC 1,41 | sc 291 | 1,77 | sc - - sc - 1,09 | sc
VR412 - sc sC sc sC 3,77 | sc sC - sc sc - sc sC
VR413 nt sc sC sc sC 3 sc sC nt sc sc - sc sC
VR414 nt - sC 1,28 | sc 049|151 | sc nt - sc 1,06 | 0,92 | sc
VR415 nt sc sC sc sC - sc sC nt sc sc 1,06 | sc SC
VR416 nt sc sC sc sC 0,72 | sc sC nt sc sc 1,07 | sc sC
VR417 nt - SC 1,2 | sc 1,38 (1,88 | sc nt - sc - 1,1 | sc
VR419 - sc sc sc sc 0,89 | sc sc - - sc 1,04 | sc SC
VR420 - SC SC SC sC - SC sC - sC sC 1,04 | sc SC
VR421 - - SC 153 | sc 1,43 12,03 | sc - - sC - 1,05 | sc
VR422 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt 1,28 | nt nt
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Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do
Virua, Roraima, na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases — (continuagéo)

VR424 - sc sC - sC sC - sC sc - sC sC 1,32 | sc sc
VR425 - sC sC - sC sC - sC sC - sC sC 1,11 | sc sC
VR427 nt nt nt - nt nt 51 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR428 - sC sC - sC sC 2,45 | sc sc - sC sC - sC sC
VR430 2,45 | sc sC - sC sC 1,75 | sc sc 3,18 | sc sC - sc sc
VR431 - sC sC - sC sc - sC sc - sC sC 1 sC sC
VR432 - sC sC - sC sC - sC sc - sC sC 1,02 | sc sC
VR433 nt nt nt - nt nt 156 | nt nt nt nt nt 1,25 | nt nt
VR434 - sC sC - sC sc 1,21 | sc sc - sC sC - sC sC
VR435 158 | sc sC - sC sC - sC sc 158 | sc Ssc - sc sc
VR439 nt nt nt - nt nt 3,18 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR440 nt nt nt - nt nt 3,67 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR441 nt nt nt - nt nt 3,67 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR442 nt nt nt - nt nt 0,97 | nt nt nt nt nt 1 nt nt
VR443 nt nt nt - nt nt 1 nt nt nt nt nt - nt nt
VR444 nt nt nt - nt nt 0,83 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR449 - - sC - [1,03| sc - - sc - - SsC - - sc
VR453 - - sC - [195| sc 1,3 | 2,69 | sc 195 - sC 1 |1,78| sc
VR454 - e sC - sC sC - sC Ssc - sC sC - 2 sC
VR458 - - sc - 11,15 | sc 137 | - Ssc - - sC 1,1 - sC
VR459 nt sC sC - - sC 1,12 | sc Ssc nt sC sC 1 sC sC
VR460 nt sC sC 1 - sC 1,73 | sc sc nt sC sC 1,7 | sc sC
VR461 - sC SC - SC SC 4 SC SsC - SsC SC - sC sC
VR463 - sc sC - sC sC 131 | sc sc - sC sC 1,04 | sc sC
VR464 2,86 | sc sC - sC sC 3,9 | sc sc 2,77 | sc sC - sC sc
VR465 nt nt nt - nt nt 3,75 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR466 - - sC 103 | 1,3 | sc 082|185 sc - sC sC 1,26 | 1,74 | sc
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VR467 - - sC 1,14 | 1,19 | sc 0,86 | 2,08 | sc - SC SC 0,68 1,71 | sc
VR468 nt nt nt - nt nt 1,91 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR470 nt nt nt - nt nt 45 nt nt nt nt nt - nt nt
VR471 nt nt nt - nt nt 4,67 | nt nt nt nt nt - nt nt
VRA472 nt nt nt - nt nt 3,78 | nt nt nt nt nt - nt nt
VRA473 nt nt nt - nt nt 3,09 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR474 2,74 | sc sC - SC SC 4,38 | sc sC 2,86 | sc SC - sC SC
VRA475 1,61 - sC - 1,79 | sc 3,36 | 3,04 | sc 215 - SC - 2,64 | sc
VR476 nt nt nt - nt nt 2,83 | nt nt nt nt nt - nt nt
VRATT - - sC - - SC 1,16 | 2,5 sC - - SC 1 |203]| sc
VRA478 - - sC - - SC 1,17 | 2,5 sC - - SC 1 1215 sc
VRA479 - - sC - - SC 1,15 2,61 | sc - - SC 1 1212 sc
VR480 nt nt nt - nt nt 1 nt nt nt nt nt - nt nt
VR481 - sC sc - 25 | sc - 1 sC - sc sc - 3 sC
VR483 - sC sc - 1255 sc 1,28 | sc sC - sc sc - sC sC
VR484 1,48 | - sC - 1217 | sc 11 [ 2,75 | sc 2,14 | - sc 0,53|1162| sc
VRA485 nt nt nt - nt nt 246 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR486 nt nt nt - nt nt 3 nt nt nt nt nt - nt nt
VRA487 nt nt nt - nt nt 3,18 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR488 nt nt nt - nt nt 3,78 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR489 nt nt nt - nt nt 2,82 | nt nt nt nt nt - nt nt
VR490 - sC sc - sc sc 0,96 | sc sC - sc sc 1,06 | sc sC
VR491 - sc sc - sc sC 0,87 | sc sc - sC sC 1 sC sC
VR492 - sc sc - sc sC 0,88 | sc sc - sC SC 1 sC sC
VR493 - SC SC - SC SC 0,9 | sc sC - SC SC 1 sC sC
VR494 0,98 | sc SC - - SC - 1,31 | sc 1,73 | sc SC - sC sC
VR495 - SC SC - SC SC 1,18 | sc sC - SC SC 1,36 | sc sC
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VR496 - sc sc sc sc 0,83 | sc sc - sc sc 1 |113]| sc
VR497 - sc sc sc sc - sc sc - sc sc 1,05 | sc sc
VR498 nt sC sC SC SC 0,84 | sc sC nt SC SC 1,07 | sc sC
VR500 nt nt nt nt nt 41 nt nt nt nt nt - nt nt
VR501 nt sC SC SC SC 2,54 | sc sC nt SC SC - sC sC
VR502 nt - SC 1,24 | sc 2,64 11,38 | sc nt - SC - 1 sC
VR504 nt - sc 1,16 | sc 129 1,7 sC nt - sc 106 | 1 sc
VR505 nt sc sc sc sc 4,12 | sc sC nt sC sC - sc sc
VR506 nt sc sc sc sc 2,38 | sc sC nt sC sC - sC sC
VR507 - sc sc sc sc 1,27 | sc sC - sC sc - sC sC
VR508 nt sC SC SC SC - SC sC nt SC SC 1 sC sC
VR510 - sC sC SC SC - SC sC - SC SC 1 sC SC
VR511 - sC sC - SC - - sC - SC SC 1,03 | sc sC
VR512 - sC sC sC SC 1,26 | sc sC - SC SC - sC sC
VR513 - sC sc - sc 2,46 | sc sC - sc sc - sC sC
VR517 nt sC sc sc sc 2 sc sC nt sc sc - sc sc
VR518 nt sC sc sc sc 2,8 | sc sC nt sc sc - sC sC
VR519 nt nt nt nt nt 1,92 | nt nt nt nt nt - nt nt
RR3 - sC sc sc sc 1 - sC - sc sc - sc sc
RR4 nt nt nt nt nt 0,61 nt nt nt nt nt 1,02 | nt nt
RR16 - - SC - - 1 1 - - - SC 1 - -

RR19 - - SC - SC 2,73 | - sC - - SC - - sC
RR20 nt SC SC SC SC 1,83 | sc sC nt SC SC - sC sC
RR23 - - - - - - - - - 1 - 1 - -

RR24 nt sc sc sc sc - sc | 0,59 nt sC SC - sC sC
RR28 - sc sc sc sc 1,73 | sc sC - sC sc - sC sC
RR38 nt - sc - sc 0,88 | - sC nt - sc - - sC




113

Indices enzimaticos médios (ie) exibidos pelas leveduras isoladas de solos da Estacdo Ecoldgica de Maraca e do Parque Nacional do

Virua, Roraima, na producdo de amilases, celulases, esterases, proteases e lipases — (continuag&o).

RR48 - - sc - sc 2,2 - sc - - sc - SC
RR51 nt sc sc - sc 1,69 | sc sc nt sc sc sc SC
RR53 nt sC sC SC sC 1,71 | sc sC nt sC sC sC SC
RR55 - - sC - sC 0,92 - sC - - sC - SC
RR56 - SC sC SC sC 1,57 - sC - sC sC sC SC
RR57 - sC sC - sC 1,42 - sC - - sC sC SC
RR62 - - sc - sC 2 - sC - - sc - SC
RR64 nt - - - nt - - - nt - - 1 1
RR66 - - 1 - sC - - sC - - 10,69 1 sC
RR69 - - sc - 1 1,76 | - sC - - sc - sC
RR70 nt nt nt nt nt - nt nt nt nt nt nt nt
RR71 - - sC - sC 1 1 sC - - sC - SC
RR76 - sC sC SC sC 1,31 - sC - sC SsC sC SC
RR77 nt sC sC sC sC 1 - sC nt sC SsC sC SC
RR80 nt sc sC sc sc 3,15 | sc sc nt sc sc SC SC
RR88 - sc sC sc sC 24 | sc sC - sc sc sC SC
RR100 nt sc sC - sc 185 | sc sc nt sc sc sC SC
RR105 nt sc sC - sC 0,67 | sc sC nt sc sc sC SC
RR110 nt SC sC - sC 1,44 | sc sC nt - sC sC SC
RR117 - - sC - sC 1,08 1 sC - - sC - SC
RR118 nt - sC - sC 1,33 - sC nt - sC - SC
RR137 nt SC sC SC sC 1,75 | sc sC nt sC sC sC SC
RR144 nt sc sc - sc 1,46 | sc sc nt sc sc sC SC
RR146 nt - SC - SC 1 - sC nt - sC - SC
RR159 - sc sc - sc 157 | - sc - sc sc sC SC
RR170 nt - sC - - 1,16 1 sC nt - sc - sC
RR174 - 1 1 - 1 - - - - - - - -
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RR217 nt - sc - - sC 192 | - sc nt - sC - - Sc
RR222 - sC sC - - sC 1 - - - sC sC - - sC
RR240 - 1084 1 - - 1 - - - - - | 1,37 - - e
RR262 nt - sc - - - 1 1 1 nt - sc 1 - sC
RR269 nt - sC - - sC 106 1 sc nt - sC 1 - sC

(-), (sc), (nt) indicam, respectivamente, que: a cepa nao exibiu a atividade enzimatica, ndo apresentou crescimento ou ndo foi testada para a atividade

especifica.

Os indices enziméaticos médios (ie) expressam a razdo entre o didmetro médio do halo de atividade e o da colbnia correspondente.






