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RESUMO

A parede celular de levedura de fermentagdo industrial de cerveja
(Saccharomyces cerevisiae) € composta basicamente de polissacarideos,
representando um material que pode ter utilizaggo industrial e importante valor
econdmico. Embora exista um consideravel conhecimento da estrutura dos
polissacarideos componentes da parede celular de S. cerevisiae, neste trabalho
foram estudadas duas fontes comerciais representadas por: a) células residuais
de levedura de fermentagéo industrial de cerveja; b) parede celular residual de
produgo de extrato de levedura, com autélise das células referidas no item a. O
processo de rompimento das células intactas de leveduras foi realizado em um
moinho de esferas de vidro em escala piloto (Dyno-Mill) e otimizado, permitindo
atingir aproximadamente 95% de rompimento. O fracionamento delineado permite
uma separagio sequencial de fracdes a partir das paredes brutas, e,
praticamente, isolar fragdes purificadas e homogéneas e assim determinar o
polissacarideo componente de cada uma e indiretamente sua ocorréncia nas
fragbes de origem. Cada fragdo foi quantificada, caracterizada quimicamente e 0
polissacarideo teve sua estrutura identificada. Para a verificagéo da estrutura as
amostras foram submetidas as analises por CG-EM, RMN™C e espectrometria de
infravermelho (IR). A parede celular obtida por rompimento mecanico apresentou
um rendimento de 30% do peso total da célula em base seca. As fragbes de
polissacarideos isoladas da parede celular obtida por rompimento e parede
celular industrial residual apresentaram, respectivamente, um rendimento em
peso seco em relagéo a parede celular de: 16,7 e 11,2% de glicoproteina; 7,1 e
7.8% de manana; 0,8 e 1,0% de glucana alcali soluvel; 59,2 e 63,8% de glucana
insolavel, e 1,8 e 2,2% de glucana acido solavel, respectivamente. Quanto &
glicoproteina, quatro subfragbes foram isoladas, com 1,3 e 2,7% (fragdo A), 56,3
e 44,2% (fracéo B), 10,5 e 12,0% (fragdo C) e, 10,6 e 12,7% (fracéo D). As trés
principais fragbes de polissacarideos da parede celular, quantitativamente, foram

a glicoproteina, a manana e a glucana insolavel. As duas primeiras tiveram seu



polissacarideo confirmado como a-D-(1—6) manopiranana 2-O-substituida, com
ramificagdes a-D-(1-2) manopiranosidicas e uma unidade terminal n&o redutora
a-D-(1-3) manopiranosidica; a glucana insoluvel foi corfimada como B-D-(1-3)
glucopiranana. Das subfragbes isoladas a partir da glicoproteina através de
fracionamento com Cetavlon, a fragao mais abundante (Fragdo B) teve seu
polissacarideo identificado com estrutura idéntica a da fragdo de manana. O RNA
presente na parede celular foi encontrado integraimente na fragdo A da
glicoproteina, o que elimina tal composto das demais fracbes e subfragdes. A
parede celular constituida pelo subproduto industrial de aut6lise, mostrou
caracteristicas gerais similares a da parede separada por rompimento mecanico,
ou seja, mesmo exposta a enzimas nativas e outras, durante a autélise, esta
parede foi basimente preservada, embora seja possivel observar seu
comportamento diferenciado quanto a solubilizagdo e dispersdo durante as
etapas de fracionamento. © trabalho consolida num texto dnico, novas
informacbes em adicdo a outras, ja descritas de forma segmentada e em
condigdes diversas.



SUMMARY

The cell wall of yeast (S. cerevisiae) from industrial beer fermentation is
composed of polissacharides which can be utilized in the food and others
industries. Considerable information about the chemical structure of cell wall
polissacharides of S. cerevisiae is related in the literature and was obtained from
laboratory cell cultures grown in synthetic media. The aim of this work was to
establish a parallel between the fractionation routine, the yield of each fraction
and their compositions, using two commercial sources of raw material: a) residual
yeast cells from industrial beer fermentation; b) residual cell wall material from the
production of yeast extract, with autolysis of the cells referred to in item a. The
rupture of the yeast cells was carried out in a pilot glass ball mill (Dyno Mill);this
operation was optimized and reached near 95% of cell disruption. The
fractionation design for the sequential separation of the fractions obtained from
the cell wall, allowed for the isolation of virtually homogeneous purified fractions
and the polysaccharide component’s of each one could then be determined and
indirectly their ocurrence in the original fractions. Each fraction was quantified,
characterized chemically and identified structurally. The samples were subjected
to GC-MS, ™C NMR and IR spectroscopy in order to determine the structure. The
cell wall obtained mechanical rupture showed a yield of 30% of the dry cell
weight. The purified polissacharide fractions of cell walls obtained from the
mechanical rupture of cells and from the cell walls of industrial residues showed,
respectively, the following yields in dry weight related to the cell wall: 16.7 and
11.2% of glycoprotein; 7.1 and 7.8% of mannan; 0.8 and 1.0% of alkali soluble
glucan; 59.2 and 63.8% of insoluble glucan and 1.8 and 2.2% of acid soluble
glucan. From the glycoprotein four subfractions were isolated with yields of: 13
and 2.7 %, fraction A; 56.3 and 44.2%, fraction B; 10.5 and 12.0 %, fraction C and
10.6 and 12.7 %, fraction D. The three quantitatively main fractions of cell wall
polissacharides were glycoprotein, manan and insoluble glucan. The
polissacharide of the former two fractions was confirmed as 2-O-substituted o-D-



(1-6) mannopyranan with a-D-(1-2) mannopyranosidic branches and a non-
reducing terminal unit of a-D-(1-3) mannopyranoside; the insoluble glucan being

B-D-(1—>3) glucopyranan. From the subfractionation of the glycoprotein using
Cetavlon, the polissacharide of the most abundant subfraction (B) showed a
structure identical to that of the mannan fraction. The RNA present in the cell wall
was almost totally found in subfraction A, practically eliminated this compound
from the other fractions and subfractions. The cell wall byproduct from industrial
autolysis, showed almost the same general characteristics when compared to that
from mechanical rupture, i.e., even when exposed to native and others enzymes
during autolysis, it was basically preserved, although a different behaviour with
respect to solubilization and dispersion during the fractionation procedures was
observed. This work consolidates in one publication some new information
together with information already described but in a fragmented form and obtained

under a variety of conditions.



1. INTRODUGAO

O processo de produgdo de cerveja com fermentacdo do mosto de
cevada por Saccharomyces cerevisiae, gera grande volume residual de
suspensao de levedura. Este subproduto tem sido comercializado a baixos
pregcos, com fins de utilizagdo como rag¢do animal ou matéria prima para
fabricagdo de autolisado protéico.

A produgdo de cerveja no Brasil € da ordem de 65 a 70 milhOes de
hectolitros anuais, e a produgéo de biomassa de levedura é estimada em 35.000 t
de levedura seca por ano.

Em muitos paises, ha muitas décadas, as leveduras séo
reconhecidamente consideradas um produto de alto valor agregado, matéria
prima para extragdo de proteinas, aminoacidos, vitaminas, acido ribonucléico
(RNA) e diversas enzimas. No Brasil, recentemente, surgiram no mercado
algumas poucas industrias que utilizam a levedura de cervejaria para obtengao
de extratos de levedura, por meio de autdlise. Esse processo origina um residuo,
correspondente a parede celular da levedura, que tem mercado informal também
restrito ao seu uso como ragao animal.

A célula desenvolvida de levedura tem entre 8-14 um de diametro e
massa seca de 40 x 10'%g, ou seja, 10'? células secas apresentam uma massa de
40 g. Vivas e prensadas essa quantidade de células pesa cerca de 200 g
(HOUGH, 1990).

A parede celular de levedura de cervejaria representa cerca de 25-
30% do peso seco total da célula, e consiste principalmente de polissacarideos
denominados genericamente glucana de levedura.

Na area de alimentos, muitos polissacarideos de origem microbiana
tém sido utilizados largamente como espessantes, devido as suas propriedades



de apresentar alta viscosidade em sistemas aquosos. Outra aplicagio de grande
interesse é a utilizagio como substituto de gorduras em certos tipos de alimentos
dietéticos, tais como coberturas de saladas, sorvetes, etc, devido ao gosto
semelhante a gordura, flavor agradavel e aparéncia suave. O uso da glucana
como emulsificante se destaca por ser de origem biologica, tendéncia crescente
na preferéncia de consumo de produtos naturais. Outros bioemulsificantes
geraimente apresentam altos custos de produgo, pois exigem meios de cultura
especificos, enquanto que a glucana de levedura pode ser obtida de um
subproduto residual de fermentagéo de cerveja.

Na drea farmacéutica tem sido ressaltada a agdo positiva de
algumas fragbes da parede celular sobre o sistema imunologico e apresentando
atividade antitumoral.

Apesar das valiosas aplicagdes mencionadas anteriormente, a
glucana de levedura ndo tem sido aproveitada no Brasil. Assim, surgiu o
interesse no aproveitamento da suspensdo residual de células de levedura de
fermentagdo industrial de cerveja e da parede residual do processo de autdlise
industrial da levedura.

Na literatura, os trabalhos de fracionamento e caracterizagéo
estrutural dos polissacarideos da parede celular de S. cerevisiae referem-se a
material obtido por rompimento mecénico ou enzimatico, de células cultivadas em
meios de cultura otimizados, em laboratorio.

Na industria de processamento de levedura para obtengdo de
extrato de levedura, o rompimento das células é feito por autdlise, geralmente
com uso de cloreto de sodio e, em alguns casos, também com a adigdo de
enzimas.

Dentro deste contexto, representado de um lado pela oferta da
matéria-prima e por outro por suas aplicagdes, este trabalho procurou reunir em
um texto unico as informagbes sobre polissacarideos componentes da parede



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apesar de muitos produtos industriais de origem microbiana serem
de produgdo extracelular, vérios componentes celulares também sa&o
potencialmente muito interessantes. Uma vez que as leveduras s&o geraimente
disponiveis em grandes quantidades, podem se tornar uma importante fonte para
produtos de maior valor agregado (KNORR et al., 1979). Vérios produtos tém nas
leveduras sua principal fonte de obtengdo: biocatalisadores, metabdlitos
intermediarios e componentes bioquimicos em geral para pesquisa analitica,
bioquimica e aplicagdes clinicas. Dentre eles pode-se citar: desidrogenase
alcodlica, hexoquinase, desidrogenase latica, desidrogenase de glucose-6-
fosfato, desidrogenase de gliceraldeido-3-fosfato, desidrogenase de pirofosfatase
inorganica, acidos fosforicos da adenosina (AMP, ADP e ATP), citocromos,
adenina, citidina, guanosina, uridina, aminoacidos, glutationa, vitaminas e
enzimas do ciclo do acido citrico. Estes produtos s&o isolados e purificados em
pequenas quantidades e sua preparagéo foi revisada por HARRISON (1970).

2.1. Rompimento da Parede Celular

Para se obter componentes celulares intactos tém sido estudados
métodos especificos para o rompimento da parede celular. Muitos s&o os
métodos de rompimento existentes para pequena escala. Tém sido utilizados
métodos enzimaticos, quimicos e mecanicos. Métodos quimicos, como ©
tratamento alcalino, s#o restritos; os métodos enzimaticos n&o sao
universalmente aplicaveis e podem ser onerosos. Os métodos fisicos, que séo
relativamente baratos e comumente usados, tém sido considerados desejaveis
para extragio de proteinas intracelulares em larga escala (GAVER &
HUYGHEBAERT, 1990). Um método que parece bastante promissor é a



desintegragdo mecénica em um moinho especial que emprega esferas de vidro,
que pode ser aplicado em larga escala (HENDENSKOG & MORGAN, 1973).

Os diversos métodos de rompimento das células s&o descritos por
HUGHES et al. (1971). Métodos quimicos e bioquimicos, como autélise,
tratamento com solventes, detergentes ou enzimas liticas, tém a desvantagem de
geralmente serem realizados em operagao por batelada. As técnicas mecanicas
s30 as mais recomendaveis. Bastante versatil € o homogeneizador APV-Manton-
Gaulin; este equipamento combina elevadas forcas de cisalhamento com
descompressao subita, provocando o rompimento da parede celular. Sabe-se que
Saccharomyces cerevisiae apresenta um certo grau de dificuldade no rompimento
celular (HETHERINGTON et a/,1971), o que torna essa etapa especialmente
importante.

Na avaliagdo dos diferentes métodos de ruptura da célula é
importante monitorar e avaliar a eficiéncia de rompimento das células de
levedura. Para esta finalidade muitos pesquisadores utilizam a medida das
proteinas no sobrenadante, que corresponde as proteinas extraidas do
citoplasma das células ap6s o rompimento celular (HALASZ & LASZTITY, 1991).

2.1.1. Métodos Fisicos

Entre os métodos fisicos utilizados para o rompimento celular séo
citados a agitagio com particulas abrasivas, a homogeneizagio a alta presséo,
os tratamentos térmicos e o emprego de ultra-som.

Segundo FRIEDMAN (1977) o tratamento das células de levedura
com édlcali enfraquece a parede celular e facilita a ruptura por métodos
mecanicos. HENDENSKOG & MOGREN (1973) recomendaram 0 pH de 11,5,
mas ARRIOLA et al. (1989) afirmaram que ao pH 9,5 as condigbes de ruptura so
mais favoraveis. Condigbes alcalinas menos drasticas aumentam @



permeabilidade da membrana, a solubilidade das proteinas e reduzem os acidos
nucléicos (FARNUM & CLELAND, 1975; GOMEZ & VINIEGRA, 1977).

O emprego do congelamento-descongelamento & demasiado caro
para aplicagdo comercial. A sonicagdo nao é efetiva para bactérias gram-
positivas e muitas leveduras, por causa da rigidez da parede celular. O uso de
homogeneizadores pressupbe pressbes bastante elevadas, da ordem de 550
atm, com grande aquecimento da amostra. Desta forma, por eliminagao, a
moagem em moinho de bolas com homogeneizagéo a alta presséo tornou-se o
método de escolha com as mais altas possibilidades de aplicag&o industrial,
apesar do alto investimento e custo operacional envolvido (HENDESKOG et al.,
1970).

Segundo CHEN & PEPPLER (1990) uma boa eficiéncia em
aparelhos de alta pressdo somente pode ser obtida em escalas laboratoriais e
piloto. A homogeneizagao sob alta pressao pode ser realizada com a suspensao
de células na forma liquida (FOLLOWS et al., 1971, HETHERINGTON et al,
1971: LEE et al,, 1979) ou sélida (EDEBO & MAGNUSSON, 1973). No primeiro
caso foram obtidos bons resultados com o uso do homogeneizador Manton -
Gaulin 15SM-8BA (APV), que possibilitou a ruptura da parede celular peia
passagem através de um orificio (valvula de carbureto de tungsténio), de uma
suspensdo de células mantida sob pressurizagio (550 atm). Nessas condi¢oes
foi obtida a extragdo das proteinas (HETHERINGTON et al,, 1971) e enzimas
(FOLLOWS et al, 1971) sem perda aparente da atividade. LEE et al. (1979)
estudaram a estrutura da parede celular de C. lipolityca e verificaram que a
homogeneizagdo a alta pressdo rompeu a parede celular sem fragmenta-la,
mantendo o formato original (egg shape) das células. Quando se trata de uma
suspens3o de células na forma sélida, a homogeneizagho se baseia na mudanca
de fase causada pelo aumento de pressdo. O material no estado sodlido
(congelado) é forgado a passar de uma camara do aparetho & outra, através de
um orificio diminuto, pela agdo de um pistdo. A extenslio da desintegragao e a
dimens3o final das particulas dependem do nimero de movimentos de vai e vem
do pistéo e da pressdo empregada.



Se os tratamentos fisicos para o rompimento da parede celular
forem muito severos, podem causar ndo apenas a ruptura da parede, como sua
quebra em pequenos fragmentos (EDEBO & MAGNUSSON, 1973). O tratamento
ultrassdnico parece ser particularmente efetivo em “solubilizar” a parede celular,
o que acaba dificultando a sua separagdo. De um modo geral, é desejavel o
rompimento da parede celular com um minimo de degradagéo, evitando a
formagao de fragmentos muito pequenos, que dificultam a posterior separagéo e
aumentam a viscosidade da suspensé&o, devido a liberagio de polissacarideos da
parede e que formam uma solugéo coloidal. Segundo MOSQUEIRA et al. (1981)
as medidas da viscosidade, densidade e caracteristicas de sedimentacio das
particulas em suspensio s&o muito importantes para estabelecer as melhores
condigbes de separagio da parede celular em centrifugas industriais.

A desintegracéo através de agitagdo da suspens&o de células com
particulas abrasivas foi reportada em alguns trabalhos, usando homogeneizador
horizontal (HEDENSKOG & MOGREN, 1973; MOGREN et al., 1974; GUZMAN-
JUAREZ & HUDSON, 1978) ou vertical (CURRIE et al., 1972). Estes processos
envolvem a agitagdo de uma suspens&o de células por uma rosca sem fim ou
outro tipo de agitador, como o de discos, sendo constantemente atritada contra
esferas de vidro colocadas no homogeneizador. Segundo EDEBO &
MAGNUSSON (1973) a presenga de particulas de vidro pode causar adsor¢éo de
alguns componentes e a contaminag@o da suspensdo com silicatos. Em certos
modelos do equipamento tem sido usadas esferas de plastico, com grande
eficiéncia. Tanto em homogeneizador horizontal (Dyno-Mill KD5) como vertical
(Netzch-Molinex KES) observou-se que a desintegragdo é um processo de
primeira ordem, cuja eficiéncia depende do nimero e tamanho das particulas
abrasivas, da concentragio da suspensao de células, da vaz&o, do formato e da
velocidade do agitador.

HEDENSKOG & MOGREN (1973) procederam ao rompimento de
S. cerevisiae em moinho Dyno-Mill KD5, com esferas de 0,50 - 0,75 mm de
didmetro que atingiam 50% do volume da camara (volume sem considerar o ar



intersticial entre as esferas), e com suspensdo com 10% em peso de células
secas.

LINDBLON & MOGREN (1974) promoveram o rompimento de
células de S. cerevisiae em moinho Dyno-Mill tipo KDS, com esferas de 0.50 -
0.75 mm que ocupavam 50% do volume da camara (sem considerar o ar
intersticial entre as esferas), fluxo de 180 L/, tempo de retengdo de 45
segundos. Na saida do moinho a suspens&o apresentava temperatura de 30°C e
era imediatamente resfriada a 10°C. Ap6s duas passagens pelo moinho o grau de
rompimento era de 95-98%, determinado por contagem de células em
MIcroscopio.

GAVER & HUYGEBAERT (1990) utilizaram um moinho similar ao
Dyno-Mill, porém com camara de rompimento e rotor cdnicos, que denominaram
de CoBall-Mill. As vantagens desse moinho sdo: eficiéncia similar a de outros
com volume de camara de apenas 25%, e refrigeragado mais eficiente. Com esse
moinho estudaram o rompimento de células de S. cerevisiae verificando que o
grau de rompimento dependia em grande parte do tempo de retengdo, com
tempos maiores que 70 segundos. Um volume de esferas (0,75 - 1,00 mm de
oxido de zirchnio) de até 70% (v/iv) mostrou um efeito positivo no rompimento;
volume maior causou efeito negativo no rompimento e desnaturagdo de
proteinas. A velocidade de rotagdo e a concentragdo de células na suspenséo
n&o mostraram efeito na eficiéncia de rompimento. Também verificaram, atraves
de andlise de distribuicdo de particulas, que as células foram rompidas sem
haver uma significativa desintegragdo da parede celular. Longos periodos de
rompimentos (superior a 7 repasses) causaram desnaturagio de certas
proteinas.

Para o rompimento mecénico em moinho GAVER & HUYGEBAERT
(1990) prepararam uma suspensdo de levedura em NaCl 0,15 M e K, HPO, 4
mM, com 30% (m/m) de células e mantida a 20°C. A temperatura de rompimento
foi mantida a 30°C para evitar desnaturagdo de compostos bioativos. Os
pesquisadores relatam que avaliaram a eficiéncia de rompimento através da



quantidade liberada de proteina soluvel, mas néo fomecem esse resultado em
seu artigo.

ARRIOLA et al. (1989) realizaram testes para ruptura da parede
celular de S. cerevisiae por fricgio mecanica, utilizando um desintegrador com
esferas de vidro (0,3 - 0,5 mm diametro), operado a 4°C e com suspenséo de
células a 10% a pH 9,5. Obtiveram 97% de ruptura apds um tempo de 25
minutos.

HAZEN & CUTLER (1982) determinaram condigbes para a ruptura
de véarias leveduras de importancia médica usando esferas de vidro, tubos de
centrifuga (30 mL) e um Vorfex mixer. A maioria das espécies foram
desintegradas em 75 - 95 %.

2.1.2. Métodos Quimicos

A parede celular da levedura é formada por componentes protéicos
ligados a carboidratos por uma combinagio de forgas eletrostaticas e pontes
dissulfeto, constituindo uma estrutura rigida e dificil de ser rompida.

Os extratos de levedura sio geralmente classificados como
hidrolisados, plasmolisados e autolisados. Hidrolisados sdo preparados
enzimaticamente ou pelo cozimento controlado da levedura em meio acido.
Plasmolisados s30 preparados por extragio dos materiais celulares com altas
concentragdes de sal (NaCl), sacarose ou solventes organicos como etanol,
acetato de etila, cloroférmio ou outros. Autolisados sdo preparados por indugao
da auto-digestao do material citoplasmatico.

TREVELYAN (1976b) observou que células de S. cerevisiae em
suspensdo, incubadas por 4 horas e 50°C, tornaram-se permeaveis e
possibilitaram a difus&o para 0 meio dos componentes celulares de baixo peso



molecular. Para suprimir 0 tempo de incubagio, esse autor sugeriu a plasmolise
com acetato de etila ou com etanol (SUGIMOTO, 1974 TREVELYAN, 1976a).
Esses compostos parecem desorganizar algumas estruturas da membrana celular
e do vacuolo, iniciando a autdlise das células.

Outra possibilidade testada para a destruigéo da parede celular foi o
uso de tidis (mercaptoetanol, ditiotreitol, monotioglicerol) que parecem atuar
sobre as ligagbes dissulfeto da parede celular torando-a permeavel, e também
ativam as enzimas intracelulares (KIDBY & DAVIES, 1970; SHETTY &
KINSELLA, 1978).

O uso de altas concentragbes de dlcalis ou &cidos resulta na
degradagéo quimica da parede celular. O tratamento das células de levedura
com élcali a pH 11 enfraquece a parede celular e facilita a ruptura por métodos
mecanicos. Segundo HALASZ & LASZTITY (1991) este é um procedimento
comum usado para a recuperagdo de proteinas de levedura. Os principais
problemas com tratamentos quimicos sao a recuperagio dos compostos quimicos
usados, potencial toxidade e elevado custo.

No entanto, o tratamento alcalino pode causar hidrélise da proteina,
despolimerizaggo, racemizagdo de aminodacidos, reagbes de beta-eliminagéo e
desnaturagio, desfavoraveis se a finalidade for a produgio de proteina para a
indUstria de alimentos (HALASZ & LASZTITY, 1991).

Para acelerar a autdlise sdo empregados varios agentes
plasmolisantes como sal (NaCl) e solventes organicos: acetato de etila, acetato
de amila, cloroférmio, etanol, etc. (NAUMENKO & GORDIENKO, 1985; EUA Pat.
4, 285,976, 1981).

De acordo com KNORR et al. (1979), a maior desvantagem da
autélise é o longo tempo de reag&o requerido, o baixo rendimento de proteinas e
alto custo.
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2.1.3. Métodos Enziméticos

Para promover o rompimento da parede celular de levedura pode
ser feita a adigio de enzimas exdgenas durante a incubaco de uma suspensao
de células. Esse tratamento resulta em liberag&o das proteinas e RNA do interior
das células, do mesmo modo que o rompimento mecanico. KNORR et al. (1979)
observaram que a adi¢io de zimolase e lisozima ativaram também as proteases e
ribonucleases endbgenas das leveduras, que passaram a agir durante a
incubagsio. Apesar do eficiente rompimento da parede celular e da liberagéo de
material intracelular em curto espago de tempo, o uso de enzimas exbgenas
depende da facilidade em sua obtenco, do grau de pureza exigido e,
principalmente do custo.

Cerca de 50% da parede celular da levedura é formada por
glucanas, predominantemente glucana aicali insoldvel (B 1-3 glucana),
responsavel pela rigidez da parede (MANNERS et al,, 1973a). PHAFF (1977)
concluiu que a remogao efetiva ou o enfraquecimento da parede celular necessita
envolver hidrélise das ligagdes B (1—-3) glucosidicas. A levedura S. cerevisiae
contém ambas endo e exo B (1-3) glucanases (ABD-EL-AL & PHAFF, 1969,
BACON, 1970; CORTRAT ef al., 1972), as quais contribuem' para 0 processo de
autdlise.

REED & PEPPLER (1973) reportaram o uso de enzimas para
romper as células de levedura e ajudar na degradagéo proteolitica durante a
autdlise. Segundo KNORR et al. (1979) a lise enzimética da parede celular,
usando enzimas exégenas, é bastante efetiva pois elas ativam as proteases
endogenas. Ao associarem as enzimas zimolase / lisozima seguido de extracéo a
pH 9 obtiveram um rendimento superior a 80% do nitrogénio total da célula de
levedura. Fontes bacterianas de PB(1-3) glucanases estudadas incluem
Arthrobacter luteus (KITAMURA et al., 1971) e Bacillus circulans (TANAKA &
PHAFF, 1965). Enzimas que exibem atividade litica junto as leveduras também
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podem ser obtidas de um molusco (Helix pomatia), que contém uma mistura de
cerca de 30 enzimas ( ANDERSON & MILLBANK, 1966; PHAFF, 1977).

FEDOROVA & NEKLYUDOV (1985) estudaram a influéncia de
enzimas proteoliticas exdgenas (papaina, pepsina, pronase E e protosubtilisina)
no processo de autblise da levedura de panificag&o, obtendo bons resultados.

2.2. Componentes da parede celular de S. cerevisiae

A parede celular das leveduras é bastante espessa, cerca de 70 nm,
o que corresponde a cerca de 10 vezes a espessura da membrana plasmatica.
HOUGH (1990) atribui & parede celular uma espessura de 100 - 200 nm. Esta
parede ndo apenas serve de protegdo e estrutura, como também ¢é
metabolicamente importante.

A parede representa cerca de 14 - 15% da massa celular total
segundo HENDENSKOG & MOGREN (1973), 15 - 25% segundo ROSE (1993),
cerca de 25% de acordo com AL-BASSAM et al. (1986), ou até mesmo 30%
(HOUGH, 1990). E constituida por aproximadamente 40% de p-glucanas, 40% de
a-mananas, 8% de proteinas, 7% de lipidios, 3% de substéncias inorganicas e
2% de hexosaminas e quitina (HOUGH, 1990).

Quando a parede é tratada com élcali fraco ou certas enzimas
digestivas, s&o obtidas fragbes macromoleculares e fragmentos da parede
celular. No caso de hidrolise com &cidos fortes, s&o obtidos glucose, manose,
glucosamina, aminoacidos, fosfatos e lipidios (HALASZ & LASTITY et al, 1991).

A glucana obtida de levedura é um componente insoluvel da parede
celular; quando submetida a secagem em spray-drier € um p6 claro, contendo
cerca de 87% de carboidrato, 11% de proteina, menos de 0,5% de acido
nucléico, 1% de cinza e 6% de umidade. Os polissacarideos da parede celular da
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levedura s&o constituidos de unidades de glucose e manose, na parede a
proporgao glucose: manose, aproximada, € 2:1 (DZIEZAK, 1987a).

Segundo Northcote & Horne (1952), e Bartnicki-Garcia & Lippman
(1982) citados por VUKOVIC et al. (1994), a parede celular de S. cerevisiae
apresentam cerca de 10 - 20% de proteina e 80-90% de carboidratos, dos quais
glucana e manana representam 50% cada uma.

Entre 60 a 90% da parede de S. cerevisiage & composta por
polissacarideos, sendo os outros compostos proteinas e lipidios; a maior parte
dos polissacarideos s&0 glucanas e fosfomananas (ROSE, 1993).

Segundo PHAFF (1971) vérios trabalhos relatam que lipidios estao
presentes em preparagdes de parede celular, sendo que aiguns sao extraidos por
solventes orgénicos sem hidrélise prévia (lipidios livres), enquanto que outros
necessitam dessa hidrolise (lipidios ligados) para serem extraidos. Um
consideravel grau de incerteza envolve a extragdo de lipidios de paredes
isoladas de S. cerevisiae. Apesar de nao estar esclarecida a fungéo dos lipidios
(BARTNICKI-GARCIA, 1968), alguns autores acreditam que sejam componentes
verdadeiros da parede e atribuem aos mesmos uma participagdo na fungao
estrutural (NICKERSON, 1963). Outros, como ROSE (1993), afirmam que
quaisquer lipidios da parede sdo provenientes de fragmentos da membrana
celular que estavam ligados & parte intema da parede e foram recuperados
durante o isolamento da parede.

A parede celular de S. cerevisiae contém cerca de 8% de proteina .
(HENDESKOG & MOGREN, 1973), e seu teor varia entre 5 a 15% (HALASZ &
LASZTITY, 1991). Todavia, a maioria destes dados é baseada na determinag&o
do N total e uso do fator 6,25 para obter o teor de proteina; esses dados estao
sujeitos a erros devido a teores varidveis de nitrogénio n&o protéico, como N-
acetil-glucosamina (HALASZ & LASZTITY, 1991).

VUKOVIC ef al. (1994) relatam que 2 - 3% da parede consiste de
quitina que ocofre relacionada com a formagfo de cicatrizes resultantes da
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gemulacdo no processo reprodutivo da levedura. A quitina é um polimero de
ligagbes B (1-4) de N-acetilglucosamina (HALASZ & LASZTITY, 1991).

O teor de quitina é geraimente determinado pela quantificagio do
teor de nitrogénio de hexosaminas. O teor de N-hexosamina variou de 0,06 a
0,24% da matéria seca total ou de 0,6 a 2,8% do nitrogénio total, em dados
obtidos em estudo de Candida, por Smith & Paimer (1976) citado por HALASZ &
LASZTITY (1991).

A proteina estrutural da parede celular é firmemente ligada a
polissacarideos para formar uma estrutura complexa na qual a glucosamina €
sugerida como o agente de ligagdo entre a proteina e o polissacarideo. Assim,
embora a glucose e a manose sejam Os principais componentes da parte de
carboidratos do complexo, a glucosamina € encontrada em pequenas
quantidades em algumas fragbes (HALASZ & LASZTITY, 1991).

As proteinas presentes nas preparagdes de paredes celulares
apresentam fungdes estruturais e enziméticas (BARTNICKI-GARCIA, 1968).
Essas proteinas sdo principalmente enzimas glucoprotéicas como invertase,
melibiase, fosfatase a&cida, glucanases, aril B-glucosidase, fosfolipases e
proteases; essas enzimas funcionam tanto anabdlica como catabolicamente. Uma
parte significante da atividade enzimatica extracelular da levedura é localizada na
parede e espagos periplasmicos, isto é, espagos entre a parede e a membrana
plasmatica (HELBERT, 1982).

Dois tipos de proteina da parede celular sdo mencionados, de
acordo com o polissacarideo componente do complexo proteina-carboidrato:
glucoproteina e manoproteina (HALASZ & LASZTITY, 1991).

Tanto o RNA como o DNA ocorrem na célula de levedura, mas o
teor de RNA é bastante superior, cerca de 50-100 vezes maior que 0 DNA. A
quantidade de RNA pode atingir um terco da proteina total (HALASZ &
LASZTITY, 1991).
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Entre os estudos realizados sobre a morfogénese, tem sido dada
grande atengio & biossintese e estrutura dos componentes da parede celular.
Com relacio as paredes celulares de leveduras e fungos, foi verificado que elas
apresentam estruturas complexas e dinamicas, constituidas de multiplas
camadas compostas principaimente de polissacarideos, proteinas e lipidios
(GANDER, 1974). A parede consiste de uma camada interna de glucana
(provaveimente com fungbes estruturais) € uma camada externa de manana,
havendo proteinas engastadas entre as duas (DZIEZAK, 1987a). Os resultados
obtidos por VUKOVIC et al., (1994) sugerem que S. cerevisiae apresenta parede
celular com estrutura em camadas, sendo as cadeias de manana externas e as

glucanas internas.

De acordo com Suomalainen ef al., (1973) citado por HALASZ &
LASZTITY (1991) a parede celular consiste de uma camada extena
principaimente de manoproteinas com uma certa quantidade de quitina, a
camada intermediaria consiste de glucana, e a camada interna parece conter
mais proteina, incluindo proteina enzimatica.

Uma descrigdo um pouco diferenciada é realizada por MILLER
(1982) que relata uma camada externa consistindo principalmente de manana
fosforilada, uma camada intermediaria de p-glucana solivel em alcali e uma

camada intema de B-glucana insoluvel em alcali.

As proteinas da parede celular podem ser extraidas por alcali e
precipitadas com sulfato de aménio, resultando em aumento das frages de
glicoproteinas (HALASZ & LASZTITY, 1991).

A glucana esta unida a proteina e representa o componente
estrutural mais abundante, localizado na parte intema da parede (HOUGH,
1990). A manana encontra-se também ligada & proteina, as vezes através de
hexosamina, e tende a localizar-se na parte externa da parede (HOUGH, 1990).
VUKOVIC et al. (1994) relataram que a parede celular € composta de uma
glucana na qual diferentes manoproteinas est&o dispersas.
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Estudos realizados com diversos fungos e leveduras demonstraram
que normalmente polissacarideos superficiais tais como mananas,
galactomananas e ramnomananas estéo ligados firmemente a peptideos (LLOYD,
1970; GANDER, 1974; BALLOU, 1974). Em leveduras foi verificado que a ligagdo
da manana com o polipeptidio era feita através de uma ponte de 1 a 7 residuos
de N-acetilglucosamina. Além da ligagdo com o0s polissacarideos o peptidio
apresentava ainda diversos oligossacarideos de manose a ele ligados
diretamente através de ligages envolvendo acidos aminados hidroxilados como
a serina (BALLOU, 1974).

VUKOVIC & MRSA (1995) indicam que a existéncia de interagbes
proteina-glucana podem ser responsaveis pela localizagdo de proteinas
extracelulares da levedura, na parede celular.

VUKOVIC et al. (1994) verificaram que se o rompimento mecanico é
conduzido em pH &cido, as proteinas intracelulares liberadas ligam-se a camada
interior da parede de forma bastante eficiente. Esses pesquisadores concluem
que com excegdo das cadeias de mananas das glicoproteinas da parede celular
(S. cerevisiae) que nao interagem com outros componentes celulares, todos os
outros constituintes da parede podem reagir uns com 0s outros.

A composicdo dos polissacarideos pode variar grandemente
dependendo da classe e familia a que pertence o fungo ou a levedura. Com base
na predomindncia de determinados polissacarideos na parede celular,
BARTNICKI-GARCIA (1968) dividiu grupos taxondmicos de fungos e leveduras
em categorias, onde enquadrou os membros da familias Saccharomycetaceae e
Cryptococcaceae no grupo dos que apresentam na parede celular maior
concentragéo de glucana e manana.

A composigao de polissacarideos da parede celular das leveduras €
afetada por muitos fatores, j& comprovados, tais como a linhagem (DELPECH et
al., 1977), condigbes de cultivo e idade da cultura (REISNGER et a/., 1980). De
acordo com NICKERSON (1974) existe uma estreita correlag&o entre composicdo
da parede celular e grupamento taxondmico baseado na morfologia. A presenca
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de manana como um componente da parede celular das leveduras as diferencia
de outros fungos.

De modo geral, determinados polissacarideos presentes nas
paredes celulares de fungos e leveduras tém um papel importante em determinar
a rigidez da parede e manter a morfologia celular (quitina e glucana), enquanto
outros estdo mais diretamente envolvidos com a resposta imune (mananas,
fosfomananas, galactomananas e ramnomananas). Outros componentes, como
proteinas ou complexos de proteinas e polissacarideos foram também
relacionados & manutencdo da rigidez da parede celular em Saccharomyces
cerevisiae (POWER & CHALLINOR, 1969).

No que diz respeito a orientagio da biossintese da parede celular
durante os processos de dimorfismo, BARTNICKI-GARCIA & LIPPMAN (1969)
verificaram que nas leveduras a biossintese ocorre de maneira dispersa na
periferia de toda a parede celular, enquanto que nos fungos a biossintese se da
na regiao apical.

Além de exercer fungdes estruturais, a parede celular de leveduras
esta envolvida no transporte de nutrientes para o citoplasma destinados ao
metabolismo e crescimento. Esse transporte, em alguns casos, é auxiliado por
enzimas localizadas na parede (MACWILLIAN, 1970).

Estudos realizados com parede celular de S. cerevisiae
demonstraram a presen¢a de manana, glucana solivel em &gua, glucana alcali
soluvel e glucana alcali insolGvel e glucana acido solivel (MANNERS et al,
1973a; BALLOU, 1974; PHAFF, 1977).

O método mais usual de extragdo de mananas consiste no uso de
KOH 2%, a 100°C por 2 horas, seguido de neutralizagdo e precipitagdo do
polissacarideo com metanol. Este procedimento também extrai a glucana soluvel,
e a manana pode ser posteriormente purificada por precipitagdo com solugéo de
Fehling como um complexo de cobre, que é removido com tratamento acido ou
com resina de troca idbnica, e a manana purificada é precipitada com metanol.
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Este método produz uma manana levemente degradada contendo alguns
pequenos residuos de peptidios com tragos de glucosamina e algumas vezes
ligagBes de fosfodiéster (SPENCER & GORIN, 1973). MANNERS et al. (1973a)
utilizaram este mesmo método de fracionamento, porém empregando o etanol

para precipitar os polissacarideos.

A metodologia adotada até a década de 70, para precipitagdo de
polissacarideos, era através da solugdo de Fehling, gerando um complexo
carboidrato-cobre. Todavia, sabe-se que este procedimento pode causar certo
grau de degradagfo, especiaimente de ligagdes fosfodiéster (ROSE, 1993).
Assim, este procedimento foi substituido pelo uso de Cetavion para precipitar o
polimero como um complexo cetilmetilaménio borato (CAWLEY et a/.,1972).

HENDENSKOG & MOGREN (1973) quantificaram os aminoacidos
presentes na levedura (S. cerevisiae) e nas fragbes de parede celular bruta e
parede celular purificada.

2.2.1. Glucanas

A principal glucana presente na parede de S. cerevisiae é alcdli e
acido insolavel com ligagdo B (1—3); ha uma pequena proporgéo de glucana f
(1-6). A pequena quantidade de quitina & associada com a glucana alcali
insolavel (ROSE, 1993).

Embora uma grande quantidade de dados a respeito da estrutura de
polissacarideos da parede celular tenha sido publicada na literatura até 1970,
sumarizadas por PHAFF (1971), atualmente aceita-se que O principal
polissacarideo de espécies de S. cerevisiae é a glucana. Essa glucana isolada de
Saccharomyces é um polissacarideo altamente insolvel, € uma B (1->3) glucana
sendo ramificada com ligagdes B (1-6). A distribuigio exata de ligagbes B (1—3)
e B (1-6) na molécula de glucana ainda nio é totaimente esclarecida;
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provavelmente diferentes tipos de glucana, quanto a ramificacdo e comprimento
das regibes n&o ramificadas, existam em paredes celulares de linhagens
diferentes (HALAZ &LASZTITY, 1991).

A patente americana (E.U.A. Pat. 4.122.196, 1978) resume a
obtengdo da glucana de levedura (parede celular), através da autllise da
levedura, iniciando pela separago por centrifugag&o (9.000 g) da parede celular
do autolisado. A parede foi resuspensa a 5% de sélidos em agua a pH 50e 10°C
a cada passagem. A parede triturada foi ajustada para pH 9,5 pela adigéo de
NaOH, agitada lentamente por 60 minutos a 26°C. As particulas de parede foram
separadas novamente por centrifugagédo a 9.000 g, resuspendida em éagua e
centrifugada novamente para obter a glucana. Foi obtida uma suspensdo de
glucana com rendimento de 9,5 kg de glucana por 45 kg de levedura inicial. A
composigdo dessa glucana é: 73,7% carboidratos; 20,4% proteinas, 2,4% &cido
nucléico e 1,0% cinzas.

2.2.1.1. Glucana alcali insoluvel

Durante o periodo de 1950 - 1960 as opiniGes eram divergentes em
relagdo a estrutura das glucanas alcali insoluveis de Saccharomyces sp. Com
base na andlise de metilagdo, BELL & NORTHCOTE (1950) sugeriram que esta
possuia uma estrutura ramificada com cadeias relativamente curtas de residuos
de glucose (1-3), interligados por cerca de 11% de ligagbes (1->2) glucosidicas.
O comprimento médio da cadeia, confirmado por oxidagao por periodato, era de
nove residuos de glucose.

Ao contrario, PEAT et al. (1958a) usando hidrélise &cida parcial,
concluiram que a glucana era linear e continha certa sequéncia de residuos B-
glucose (1-3) e (16). A presenga de cerca de 10 - 20% de ligagbes (1-6) foi
confirmada posteriormente por PEAT ef al. (1958D).
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Na tentativa de resolver essas diferengas, Manners & Patterson
(1966), citados por MANNERS et al. (1973a), realizaram analises de metilagéo,
oxidagéo com periodato e estudos de degradac&o enzimatica. Concluiram que a
glucana de levedura tinha uma estrutura ramificada, contendo cadeias principais
de residuos de P (1—6) glucose, as quais eram ligadas as cadeias laterais
lineares de residuos de B (1—3) glucose. Uma estrutura alternativa foi proposta
por MISAKI et al. (1968), a qual foi similar em alguns aspectos a estrutura
proposta pelos pesquisadores mencionados acima.

Em todos esses experimentos (1950-1968) os polissacarideos foram
sucessivamente extraidos com alcali quente e com &cido acético, efou
autoclavagem em agua, para remover manana e glicogénio respectivamente; o
material residual foi considerado como sendo “glucana de levedura’. Uma
observagao fundamental de BACON & FARMER (1969) conduziu a elucidagao da
estrutura das glucanas. Esses pesquisadores mostraram que a glucana de
levedura preparada conforme descrigéo anterior era heterogénea, e continha um
polissacarideo solGvel em acido acético o qual foi demonstrado por hidrélise
parcial e por espectrometria de infravermelho ser P (1-6) glucana. A
demonstracdo de que “glucana de levedura” era, na realidade, uma mistura de $
(1-3) glucana, e em menor proporgéo de B (1-56) glucana, proporcionou uma
explicagéo para os diversos resultados experimentais anteriores.

Esta significante descoberta de BACON & FARMER (1969) permitiu
orientar um fracionamento detalhado desses polissacarideos e a caracterizagéao
dos componentes resultantes por MANNERS et al. (1973 ab). O maior
componente (cerca de 85%) era a B (1-3) glucana pouco ramificada, insoluvel
em alcali, de alto peso molecular (cerca de 240.000), contendo cerca de 3% de
ligagbes B (1-»6) glucosidicas intercadeias (MANNERS et al., 1973a). O menor
componente (cerca de 15%), era uma B(1—6) glucana ramificada, soluvel em

acido.

A B(1—-3) glucana, componente em maior proporgao, é considerada
responsavel pela formag&o de um “envelope” que proporciona rigidez a parede



celular. O peso molecular de cerca de 240.000 representa um valor minimo e se
baseia na hipdtese que cada molécula contém um residuo livre de glucose
redutora. A validade dessa consideragdo ainda n&o é reconhecida, porém néo foi
avaliado outro método para determinagdo do peso molecular dessas
macromoléculas insoluveis (ASPINAL, 1973).

A presenga de pequena, mas significante quantidade de p (1-6)
glucana em células de S. cerevisiae, direciona a discussdo sobre sua fungao
biolégica e o controle da relativa proporgéo de sintese dos dois tipos de -
glucanas. Visto que a proporgéo dos dois tipos de ligagdo na B (1-—6) glucana é
diferente daquelas de B (1—53) glucana, é improvavel que a primeira seja uma
intermediaria na biossintese da ultima (MANNERS et al., 1974).

Alternativamente, a B(1—6) glucana poderia funcionar como
plasticizadora ou material de reserva no envelope relativamente rigido constituido
pelo maior componente a B (1-3) glucana, onde sua fungéo poderia ser a de
prevenir a excessiva agregagio de segmentos lineares da cadeia, apesar de ser
mantida uma certa flexibilidade na parede, o que se faz necessario para a
expanséo da parede durante o crescimento (MANNERS et al., 1974).

2.2.1.2. Glucana &cido soluvel

A B (1-8) glucana ramificada possui um peso molecular de cerca
de 22.000 e uma alta proporgio de ligagdes (1—6) (65%), junto a um pequeno
nimero de ligagbes (1—3) que se apresentaram tanto como ligacOes
interresiduos (5%), como intercadeias (MANNERS ef al., 1973b). A molécula era
altamente ramificada, possuindo 16% de grupos terminais n&o redutores. Os
autores enfatizam que preparagdes de glucanas de diferentes linhagens de
leveduras diferem relativamente em proporgdo dos dois componentes e que 0s
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componentes individuais podem variar consideravelmente no grau de ligacéo e
outros parametros estruturais.

A B (1-6) glucana é solivel em condigbes nao alcalinas, tem um
peso molecular relativamente baixo, e pode ser associada como um carboidrato
de reserva e n&oc um material estrutural, apesar desta fungdo ser
indubitavelmente do glicogénio, com o qual estad estreitamente associada
(EVANS & MANNERS, 1971).

2.2.1.3. Glucana éalcali soluvel

Pesquisas iniciais relatam a presenga de glucana alcali-soluvel em
preparagdes de Saccharomyces cerevisiae, porém sua estrutura molecular ainda
nao era conhecida.

FLEET & NICKERSON (1959), citado por FLEET & MANNERS
(1976), conduziram um estudo detalhado a esse respeito. Os polissacarideos
foram extraidos da parede celular de Saccharomyces cerevisiae NCYC 1107,
com hidréxido de sodio diluido a frio (4°C) por seis dias. A glucana quantificada
em cerca de 20% do peso seco da parede celular, precipitou como um gel com a
neutralizagdo do extrato alcalino. A glucana obtida foi insoluvel em agua, mas
soltivel em hidréxido de sodio 1M e dimetil sulfoxido. Estudos fisico-quimicos
demonstraram que esta fragio era heterogénea. A hidrélise acida parcial mostrou
a presenga tanto de ligagdes glucosidicas B (1—3) como B (1-56) e as analises
de metilagio indicaram que a ultima estava presente tanto nas ligagdes
interresiduos como intercadeias (FLEET & MANNERS, 1976).

Para determinagdo da estrutura fina da glucana aicali-soluvel,
FLEET & MANNERS (1977) procederam a uma degradacio enzimatica. A
estrutura global foi uma macromolécula com uma parte central sendo $ (1-3)
glucana com baixo grau de ramificagdo (cerca de 2,0%) e residuos ocasionais de



ligagdes (1—6). A esta parte central eram ligadas vérias cadeias laterais
contendo principalmente residuos com ligagbes (1-3) ou (1-6), ou ainda, uma

mistura de ambos.

Esta glucana frequentemente continha um fragmento de manana
que era obtido pela acdo de uma endo B (1-6)-glucanase. Isso implicaria que
parte da manana da parede celular € presa por alguns residuos de glucose
(1-86), apesar da natureza dessa associagdo (se & covalente ou outro tipo) néo
ter sido ainda estabelecida (FLEET & MANNERS, 1977).

2.2.2. Mananas

A manana de levedura é o segundo polissacarideo em importancia
da parede celular da levedura. Pode ser extraida da célula total por fervura com
hidréxido de sodio a 6%, e separada de outros polissacarideos soluveis por
precipitagdo como complexo insoluvel de cobre. O precipitado é lavado com
agua, dissolvido com &cido hidrocloridrico e finalmente precipitado com etanol.
Este polissacarideo isolado contém apenas manose, livre de glicogénio e
glucanas soluveis (BARRETO-BERGTER, 1989). As informagdes sobre sua exata
estrutura foi a principio contraditoria, mas atualmente existe concordéancia que a
cadeia principal é formada por unidades de manose ligadas a (1—6), as cadeias
laterais sdo também de unidades de manose ligadas a cadeia central com ligagao
a (1-»2); diversos autores também encontraram ligagdes o (1—3) na cadeia
lateral (HALASZ & LASZTITY, 1991).

A manana é uma molécula bastante ramificada com um grupo final e
um ponto de ramificagdo a cada 3 unidades de manose; assim, esses
polissacarideos contém ligagbes (1-2), (1-53) e (1-6) (HAWORTH et al., 1941,
citado por STEWART & BALLOU, 1968).

23



HAWORTH et al. (1941), citado por STEWART & BALLOU, (1968),
propuseram varias estruturas para a manana, cada uma tendo uma cadeia
principal de unidades de D-manose (1—2) com cadeias laterais ligadas através
da posigao 6 de residuos da cadeia principal.

BALLOU (1976) verificou que, em uma linhagem de S. cerevisiae,
cerca de 90% da parede celular é composta por manose, 10% de proteina e
pequena proporgao de fosforo na forma de ligagbes de fosfodiester.

H4& evidéncias de que as mananas, juntamente com peptideos
complexos constituem a camada mais externa da parede celular das leveduras
(CABIB, 1975; BALLOU, 1976). Esses polissacarideos apresentam-se bastante
ramificados, contendo uma cadeia principal constituida de ligagdes a (1-6),
substituidas nas posigdes 2 por cadeias laterais contendo unidades de a-D-
manopiranose ou oligossacarideos com unidades de manose ligadas por ligagdes
(152) e (1>3) (STEWART & BALLOU, 1968).

Um estudo de mananas de diversas fontes, através da técnica de
acetblise, mostrou que a estrutura da manana varia entre linhagens (STEWART
& BALLOU, 1968). O teor de manana de 4 linhagens de levedura de cervejaria
também apresentou ampla variagdo, de 7 a 36% da quantidade total de
carboidratos (trealose, glicogénio, manana e B glucana), de acordo com
MANNERS et al. (1971).

As mananas nas leveduras comportam-se como antigenos, sendo
que as cadeias laterais representam os seus grupos imunodominantes
(HASENCLEVER & MITCHELL, 1964; SPENCER & GORIN, 1973; BALLOU,
1974).

O conteuido de fosforo de mananas é variavel na parede celular das
leveduras. No caso de Saccharomyces cerevisiae, o fosfato é ligado & posicéo 6
das unidades de manose na cadeia lateral (NICKERSON, 1974).
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Nas manoproteinas de S. cerevisiae o teor de fosfatos & menor que
0,1%. A presenca destes grupos fosfato altamente carregados nas regibes
externas da parede celular pode afetar a forma como estas células sdo atraidas e
unidas a outras superficies (REISS et al., 1992).

Linhagens de Schizosaccharomyces, Torulopsis e Candida lypolytica
contém galactomananas, com cadeia principal de o (1—»6) manopiranana,
contendo nas cadeias laterais unidades galactopiranosidicas de forma variada.
(BARRETO-BERGTER & GORIN, 1983).

2.3. Aplicacdes dos polissacarideos da parede celular de levedura

De preferéncia a biomassa celular de levedura deveria ser
consumida diretamente como alimento ou aditivo de alimentos; todavia, varios
problemas restringem o seu uso. A indigestibilidade da parede celular reduz a
biodisponibilidade das proteinas; em células rompidas a presenca de substancias
fisiologicamente ativas e alergénicas é problemética; a alta concentracdo de
acido nucleico (RNA) é indesejavel devido ser indutor de elevagéo de acido arico
no sangue; finalmente, s3o bastante limitados a aparéncia, atributos de qualidade
(odor, sabor, cor e textura) e propriedades funcionais da célula seca e nao
rompida (KNORR, 1979).

A parede celular prejudica a digestdo e a biodisponibilidade de
nutrientes, pode causar flatuléncia, respostas alérgicas e diarréia. Os lipidios
contribuem para odor indesejavel pela sua oxidacdo e prejudicam as
propriedades funcionais da proteina.

Na area de alimentos, muitos polissacarideos de origem microbiana
tém sido utilizados largamente, devido a propriedades de viscosidade em
sistemas aquosos, sendo empregados como espessantes. A parede celular bruta
de levedura, lavada com agua, produz uma viscosidade minima de 500 centipoise
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quando suspendida em uma solugio aquosa, a 10% em peso a 25°C, de acordo
com uma patente americana (E.U.A. Pat. 4, 122, 196, 1978).

Outra aplicagio de grande interesse € a utilizagdo como substituto
de gorduras em certos tipos de alimentos dietéticos, tais como coberturas de
saladas, sorvetes, etc., devido ao gosto semelhante a gordura, flavor agradavel e
aparéncia suave (E.U.A. Pat. 3, 867, 554, 1975).

A glucana pode ser usada como emulsificante, estabilizante,
espessante e texturizante em molhos para saladas. A Food and Drug
Administration (FDA) permite seu uso como estabilizante, espessante e
texturizante em doces e sobremesas congeladas, coalhada, pastas de queijo e
analogos (DZIEZAK, 1987a).

A manoproteina extraida da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae & um efetivo bioemulsificante, sendo que a proteina representa papel
fundamental nesta propriedade. Emulsbes de querosene em agua foram
estabilizadas com manoproteina em diversas condigdes na faixa de pH 2 a 11,
em concentracdes de cloreto de sédio superiores a 5% e acima de 50% de etanol
na fase aquosa. Além disso, na presenga de concentragdes menores de varios
solutos, as emulsdes de manoproteina apresentaram estabilidade por trés ciclos
de congelamento e descongelamento. Este bioemulsificante pode ser extraido de
forma simples e com bom rendimento de Saccharomyces cerevisiae, 0 que
demonstra ser esse residuo da industria cervejeira uma potencial fonte para
produgdo em larga escala desse importante produto (CAMERON et al., 1988).

A glucana de levedura encontra também uso como fibra dietetica.
Considera-se fibra dietética uma mistura de diferentes compostos (principaimente
polissacarideos) que permanecem intactos apds tratamento enzimatico
especifico. A parte insolivel da fibra dietética consiste de celulose e lignina e a
solivel de substancias pécticas, gomas e glucanas mistas (HALASZ &
LASZTITY, 1991).



O interesse crescente na fibra dietética é devido ao efeito benéfico
da fibra solivel como lipocolesterolémica. Dados recentes sobre o teor de fibra
dietética de levedura, s&o reportados por SARWAR et al. (1985). O teor de fibra
dietética de seis linhagens de S. cerevisiae variou de 15,4 a 17,8%; o teor de
celulose foi baixo, de 2,5 a 5,5%. Resultados similares foram obtidos por SALO,
citado por HALASZ & LASZTITY (1991).

A glucana incorporada na dieta hipercolesterolémica de ratos baixou
rapidamente e de forma significante os niveis de colesterol sérico, podendo ser
considerada um agente hipocolesterolémico (ROBBINS & SEELEY, 1977).

Na area médica a B glucana isolada de Saccharomyces cerevisiae
tem sido referida como apresentando propriedades imunoestimulantes. Essa
glucana pertence & classe de drogas conhecidas como Modificadoras da
Resposta Biolégica (Biological Response Modifiers - BRMs), com efeito benéfico
em uma variedade de patologias experimentais causadas por bactérias, virus,
fungos e parasitas. Além disso, atua como modificadora da supressao
imunolégica e também de doencas neoplasicas em nivel experimental. Isso tem
estimulado pesquisas no potencial de aplicagbes biomédicas dessa § glucana
BRM. Com o interesse nesse potencial terapéutico da glucana, foram
desenvolvidos estudos para converter a g glucana de levedura na forma soluvel
em agua, n3o toxica e ativa imunolégicamente, para administragéo parenteral. O
método para a solubilizagdo dessa B glucana na forma de microparticulas tem
empregado o uso de metil sulféxido e uréia e parcialmente fosforilada a 100°C,
resultando a glucana fosfato soltivel em agua (WILLIAMS et al., 1991).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Matéria-prima

Foram empregados para este estudo dois tipos de materiais:

a) levedura de cerveja (Saccharomyces cerevisiae) na forma de células frescas
em suspensdo aquosa, peneirada e desamargada, gentiimente cedida pela
PRODESA S.A.: a suspensdo original de levedura é proveniente de processo
industrial de produgdo de cerveja. Essa suspenséo foi mantida acondicionada e
sob refrigeragio até sua utilizagio, e foi amostrada do mesmo lote do qual se
obteve a parede residual (item b).

b) parede celular industrial residual, do processo industrial de autdlise e
preparo do extrato de levedura (PRODESA S.A)). Este material foi mantido
acondicionado e sob refrigeragio até sua utilizagao.

A suspensdo de levedura residual de cervejaria € um subproduto
que encontra mercado como matéria-prima para obtencéo de extrato de levedura.
Essa suspensdo é formada por células de levedura, mosto fermentado e
componentes do lupulo utilizado no processo de fabricagéo da cerveja; o lupulo
tem por finalidade conferir o sabor amargo caracteristico da cerveja. Para
obtengdo do extrato ha necessidade de um pré-processamento, para eliminar
componentes residuais do lipulo e mosto, através de lavagem com solugdo
alcalina e agua, geralmente utilizando o carbonato de sédio. Obtém-se assim a
suspens&o aquosa de células de levedura peneirada e desamargada, referida no
item a. Esta suspenso constitui a matéria-prima preparada para o processo de
obtengdo de extrato de levedura, sendo submetida a autélise para rompimento da
célula; a parede celular, como componente insolivel é separada e origina o
subproduto denominado de parede celular residual, referido no item b.



3.2. Tratamento das matérias-primas para obtencéo da parede
celular bruta

A levedura de cerveja (a) e parede celular industrial residual (b)
foram processadas para obtencéo de parede celular bruta a ser submetida a
extracdo e caracterizagdo quimica. A levedura de cerveja é inicialmente
submetida a rompimento mecéanico das células para posterior separagéo e
liofilizago da parede celular; a parede celular industrial residual foi seca em
spray-drier.

3.3. Otimizagio do processo de rompimento mecanico da parede
celular da levedura

A desintegracio das células foi realizada por processo mecanico,
em moinho Dyno-Mill, que consiste de uma camara de rompimento com
capacidade de 1,4 litros formada por um cilindro horizontal com discos rotatérios,
e preenchida com esferas de vidro de 0,3 a 0,6mm de diémetro. O sistema foi
mantido a uma temperatura entre 10 e 18 °C, com a circulagao de etilenoglicol no
interior da camisa da camara de rompimento, com uma unidade de refrigeragdo
auxiliar. O pH da suspensdo de células foi corrigido para 8,0 com o emprego de
Na,CO,, para fragilizar a parede e obter maior solubilidade das proteinas,
favorecendo o processo de ruptura.

Foram testadas trés variaveis com o objetivo de otimizacéo das
condigdes de rompimento celular, visando obter no minimo 90% de ruptura das
células. Para a realizago do estudo das variaveis foi fixado o volume de esferas
de vidro em 70% da camara de rompimento. As variaveis testadas foram:



a) velocidade dos discos rotatérios: foram testadas as velocidades de 1910,
2400 e 3350 rpm, em fluxo constante de 40 mL/min de suspens&o de levedura
com concentragio de 5% de sélidos secos ou 25% (V/V) de células em base

umida. Também foi testado o reciclo da suspens&o, com duas reciclagens.

b) concentragao e fluxo da suspensdo de células de levedura: com base na
etapa anterior, foi estabelecida a velocidade de 2400 rpm, variando a
concentragdo (5 e 8% de sélidos secos ou 25 e 40% (V/V) de células em base
umida) e o fluxo (40 e 80 mL/min) da suspenséo de leveduras.

A suspensdo de células rompidas foi centrifugada sob refrigeracao
(10°C e 16.274 x g) . A parede celular sedimentada foi mantida em freezer
(-18°C) até sua liofilizagio. A Figura 1 mostra os passos gerais do processo.

A avaliagdo do rompimento celular foi realizada atraves da
determinagdo do nitrogénio total (método de Kjeldahl) no sobrenadante da
centrifugagdo e na suspensdo de células intactas. A quantidade de nitrogénio no
sobrenadante, liberado pelo rompimento, em relagdo ao nitrogénio total da
suspensdo, foi considerado como % de rompimento ou rendimento do
rompimento.



Suspenso de leveduras

Dyno- Mill
recirculaciio (2x)
Suspensiio de céiulas rompidas
Centrifugaciio
Sobrenadante Pnede»t:dular
Liofilizacdo

FIGURA 1 - Esquema da obteng&o de parede celular através
do rompimento mecéanico da parede celular da levedura de
cerveja em moinho Dyno-Mill.

3.4. Extracio da glicoproteina da parede celular bruta

Para a extragio da fragdo de glicoproteina (Figura 2), segundo
metodologia descrita por LLOYD (1970), 100g de parede celular bruta foram
reidratadas em 400mL de solugdo tampdo fosfato 0,05M (pH 7,0), com
homogeneizagio. Essa suspensdo foi autoclavada a 120°C por 30 minutos. Apds
o resfriamento essa suspens3o foi centrifugada a 13.188 x g por 30 minutos a
5°C. O sobrenadante foi concentrado a vacuo até 100mL e adicionado a 300mL
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de etanol 95 °GL, sob agitago, e deixado 12 horas a 4 °C, para precipitacéo da
glicoproteina. Apds a centrifugagio desse material, o precipitado foi dissolvido
em agua destilada, dialisado por 48 horas em &gua corrente e liofilizado. Essa
fragio corresponde a glicoproteina bruta (GPR e GPI).

PAREDE CELULAR
l extragho com tampho fosfato pH 7,2
sutoclavar 30 min / 120 °C
CENTRIFUGACAO
|
PRECIPITADO A SOBRENADANTE A
extragho com KOH 2%
l 2h/100°C adicionar 3 volumes
ncutralizagho de ctanol 95°GL
CENTRIFUGACAO 12h/4°C
l l CENTRIFUGACAO
|
PRECIPITADO B
i spime D (GLUCANA 1 l
e canol 9571 l INSOL RUTA  pRECIPITADO  SOBRENADANTE
DESCARTADO
CENTerl'UGACAO dialisar / liofilizar
SOBRENADANTE PRECIPITADO gxlitlﬁgl?égn / ci:n
DESCARTADO Levar oom ctanl PA
l dialisar / hofikzar l
FRACIONAMENTO
MANANA BRUTA CETAVLON
A B C D

Figura 2 - Esquema do isolamento e fracionamento de glicoproteina, glucana insollvel bruta e manana
bruta da parede celular de S. cerevisiae (BARRETO-BERGTER et al, 1881).



3.4.1. Purificagdo da glicoproteina bruta com Cetavion

A glicoproteina bruta liofilizada foi submetida a purificagdo com
brometo de hexadeciltrimetilamonio (Cetavion), de acordo com metodologia
descrita por LLOYD, (1970), conforme o esquema apresentado nas Figuras 3a e
3b. Para esse processo, 3,6g de glicoproteina bruta foram dissolvidas em 100
mL de &gua destilada e a esta solugdo foram adicionados 3,6g de Cetavion
previamente dissolvido em 50 mL de agua destilada. Ap6s precipitagdo em
temperatura ambiente, o Precipitado | foi lavado com agua destilada, centrifugado
e o precipitado ressuspenso em cerca de 2 mL de NaCl 1M, permanecendo 12
horas sob agitagio. O precipitado separado por centrifugac&o foi desprezado, e 0
sobrenadante precipitado com trés volumes de etanol 95 °GL. ApéOs centrifugagdo
o precipitado foi lavado com acido acético a 2% em etanol e centrifugado. O
precipitado foi dialisado e liofilizado (Fragdo A: GPR-A e GPI-A).

Ao Sobrenadante | foi adicionado 1/2 volume de acido bérico 1% e
o pH foi ajustado a 8,8 pela adigdo de NaOH 2N permanecendo 12 horas a
temperatura ambiente. Esse material foi centrifugado e o Precipitado 1l foi lavado
com borato de soédio 0,5% (pH 8,8). Submetido & centrifugacdo, o residuo foi
dissolvido em 50 mL de &cido acético a 2% contendo 1 g de acetato de sédio;
essa mistura foi precipitada com 3 volumes de etanol 95 °GL. O precipitado
formado foi coletado por centrifugagao e lavado com acido acético 2% em etanol,
centrifugado e o precipitado finalmente lavado com etanol absoluto. Apoés
centrifugacdo o precipitado foi dissolvido em agua destilada, dialisado e
liofilizado (Frag@o B: GPR-B e GPI-B).

O Sobrenadante Il foi ajustado a pH 9,5 com NaOH 2N,
permanecendo 12 horas. Apds centrifugacdo, o Precipitado Il foi dissolvido em
acido acético 2% contendo 1 g de acetato de sddio, e deixado 12 horas para
precipitacdo em trés volumes de etanol 95 °GL. Apds centrifugagao o precipitado
foi lavado em &cido acético 2% em etanol, centrifugado e o precipitado lavado



finaimente com etanol absoluto. Apos centrifugacéo o precipitado foi dialisado em
agua corrente e liofilizado (Fragio C: GPR-C e GPI-C).

O Sobrenadante lll foi precipitado em 3 volumes de etanol 95°GL,
centrifugado e o precipitado dialisado e liofilizado (Fraggo D: GPR-D e GPI-D).



GLICOPROTEINA BRUTA

l fracionamento com
cetavion 12h/T° ambiente
CENTRIFUGACAO
]
PRECIPITADO I SOBRENADANTE I
adicionar acido bérico 1%
lavagem com #gua destilada (172 do votume)
ressuspensio em NaCl 1M ajustar pH 8,8
. com NaOH 2N
12h/agitagho 12W/T° ambiente
CENTRIFUGACAO CENTRIFUGACAO
l ] |
RESIDUO SOBRENADANTE FIGURA 3b
DESCARTADO . ficionar 3 vot
de etanol 95°GL
12h/4°C
CENTRIFUGACAO
! | !
RESIDUO SOBRENADANTE
: com sohuglo DESCARTADO
aquosa &cido acético 2%
fline Hiof
FRACAO A
(GPR-A E GPI-A)

Figura 3a - Esquema de fracionamento da glicoproteina com Cetavion (LLOYD,
1970)



FIGURA 3A
|

!

PRECIPITADO 11 SOBRENADANTE II
Ia ajustar pH 9,5
borato de N::l: 8.8 i . ,I‘N‘olﬂ. 2N
CENTRIFUGACAO CENTRIFUGACAO
t
PRECIPITADO

dissolver com solugio aquosa
#cido acético 2% + acetato Na

adicionar 3 volumes

etanol 95°GL - 12/4°C

v

SOBRENADANTE
DESCARTADO PRECIPITADO I

SOBRENADANTE I
di_solve .emaohlqlo aquosa
#cido acético 2% + acetato Na adicionar 3 vob

fici 3 vol etanol 95°GL - 12V/4°C

etanol 95°GL - 12h/4°C

\
CENTRIFUGACAO CENTRIFUGACAO CENTRIFUGACAO
SOBRENADANTE SOBRENADANTE SOBRENADANTE
DESCARTADO DESCARTADO DESPREZADO
v Y |
PRECIPITADO PRECIPITADO PRECIPITADO
lavagem com &cido tavagem com 4cido lavagem com écido
acético 2% alcodlico acético 2% alcodlico acético 2% alcodlico
lavagem com etanol P.A. lavagem com etanol P.A. lavagem com etanol P.A.
Didlise/ liofilizagio Didlise/ liofilizagho daslise Miofilizagho
v ] v
FRACAO B FRACAO C FRACAO D
(GPR-B e GPI-B) (GPR-C e GPI-C) (GPR-D e GPI-D)

Figura 3b - Esquema de fracionamento da glicoproteina com Cetavion (LLOYD,
1970)



3.5. Extracio da manana, glucana élcali solivel, glucana insoluvel
e glucana éacido soluvel

O Precipitado A, obtido apds a extragdo das glicoproteinas, foi
submetido & extragio para obteng#o das fragbes de glucana e manana (Figura
2). Esse precipitado foi submetido a hidrélise alcalina com 150 mL de KOH 2%
durante 2 horas a 100 °C, sob refluxo, conforme metodologia de BARRETO-
BERGTER et al. (1981).

3.5.1. Extragio dos polissacarideos alcali soluveis

O Sobrenadante B (Manana Bruta), foi concentrado até 100 mL e
precipitado em trés volumes de etanol 95° GL, durante 12 horas a 4°C, apos
neutralizagdo (pH 7,0) com &cido acético glacial e centrifugago. Apés
centrifugagdo o precipitado foi lavado com etanol absoluto, dialisado e liofilizado
(Figura 2). Essa fragdo, que corresponde & manana bruta, foi purificada através
de precipitagdo com solugéo de Fehling por 12 horas a 4°C (Figura 4). O
precipitado foi dissolvido em agua destilada e agitado juntamente com resina
catidnica (Amberlite IR-120, [H']). Apds filtragdo em filtro de placa sinterizada (M),
o filtrado foi precipitado em trés volumes de metanol, permanecendo 12 horas a
4°C, sendo centrifugado e o precipitado dialisado e liofilizado (Fragbes MNR e
MNI). O sobrenadante da centrifugagéo, apés a precipitacdo das mananas com
solucio de Fehling, foi submetido a neutralizagdo com &cido acético e
centrifugagdo para separagéo de impurezas. Ao sobrenadante foram adicionados
3 volumes de etanol 95 °GL, mantendo-se em repouso por 12h a 4 °C, seguindo
didlise e liofilizagdo da fragdo de polissacarideos denominada glucana alcali
solivel (Fragbes GALR e GALI).
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3.5.2. Extragao dos polissacarideos dlcali insoluveis

O Precipitado B aicali insoluvel - glucana insoluvel bruta (Figura 2)
foi submetido & extragio com &cido acético 0,5M a 100°C por 2 horas, sob refluxo
(Figura 5). Apés resfriamento e centrifugagéo, o residuo insoluvel foi reextraido
com acido acético por seis vezes, nas mesmas condicdes descritas. 0
precipitado foi ent&o dialisado e liofilizado. Esta fraglo corresponde a glucana
insoluvel (GIR e GlI). Todos os sobrenadantes &cidos foram combinados,
neutralizados (pH 7) com NaOH 2N, concentrados a vacuo e precipitados em trés
volumes de etanol 95 °GL a 4 °C por 12 horas; centrifugado, o precipitado lavado
com etanol P.A. e em seguida com éter, centrifugado e o precipitado liofilizado,
de acordo com MANNERS et al. (1973a). Esta fragio corresponde a glucana
acido solavel (Fragbes GACR e GACI).

3.6. Determinac3o do rendimento das fragdes

As fragbes obtidas em todo o processo de fracionamento, realizado
em triplicata, foram liofilizadas e pesadas em balanca analitica para
determinagdo do rendimento e acondionadas a -18°C para posterior realizagao
das analises.



MANANA BRUTA

l;uecipim;ﬁooomFdﬁingnhM"C

CENTRIFUGACAO
|

l 4

PRECIPITADO SOBRENADANTE

dissolver em 4gua destilada
resina catibnica
filtragio )

precipitziczﬁg ﬂ?c metanol CENTRIFUGACAO
!

dislise / liofilizag#o l l

neutralizag8o
com #&cido acético

v PRECIPITADO
SOBRENADANTE
MANANA DESCARTADO

(MNR ¢ MN]) adicionar 3 volumes
de etanol 95°GL
12h/4°C
dialise / lofilizagdo

GLUCANA ALCALI
SOLUVEL (GALR e GALI)

Figura4 - Esquemade purificag8o de polissacarideos &icali solaveis {(BARRETO-BERGTER
of al. (1981)
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GLUCANA INSOLUVEL BRUTA

l extrag30 com acido acético

0,5M/100°C' 2h
CENTRIFUGACAO
|
PRECIPITADO SOBRENADANTE
l neutralizar NaOH
concentrar 4 Vacuo
adicionar 3 volumes
6 Reextracdes de etanol 95°GL
‘ 12h/4C
CENTRIFUGACAO Lavar com Etanol PA
| l l
PRECIPITADO SOBRENADANTE | Lavar com Eter
dialisar / liofilizar
+ liofilizar l
GLUCANA INSOLUVEL
(GIR e GII) GLUCANA
ACIDO SOLUVEL
(GACR e GACI)

Figura5 -Esquema da purificag@o dos polissacarideos alcali insolaveis (MANNERS et

al., 1973a)



3.7. Métodos analiticos de caracterizagao geral

3.7.1. Umidade (AOAC, 1975) - A umidade foi determinada por

gravimetria com emprego de estufa a 105 °C.

3.7.2. Cinzas (AOAC, 1975) - O teor de minerais foi obtido por incineragao
em mufla a 550 °C.

3.7.3 Lipidios totais (BLIGH & DYER, 1959) - Os lipidios polares e
apolares foram determinados gravimetricamente apds extragdo com uma mistura
de solventes cloroférmio : metanol : 4gua na proporgéo de 10:20:08.

3.7.4. Acidos nucléicos (HEBERT et al, 1971) - O teor de acidos
nucléicos na levedura e na parede celular bruta foi determinado por reagao de
orcinol para RNA. Apds extragdo do RNA com &cido perciérico 0,05 M, a
temperatura de 37 °C por 2 horas, 0 mesmo foi hidrolisado a 100 °C por 15
minutos, para liberagdo da ribose que ird complexar-se com 0 reagente de
orcinol, resultando uma coloragido esverdeada, medida por espectrometria (670
nm), utilizando como padrdo uma curva realizada com RNA purificado de
levedura (Sigma).

3.7.5. Carboidratos Totais (DUBOIS et al., 1956) - Foram adicionados
em tubo de ensaio 2 mL de uma solugdo de polissacarideo (30 pg/mL), foram
adicionados 0,05 mL de fenol 80% e 5 mL de acido sulfdrico concentrado. Apds
agitagdo vigorosa e descanso de 10 minutos, essa mistura foi aquecida em
banho-maria a 30 °C por 20 minutos. As leituras foram feitas em
espectrofotometro UV-VIS (PerKin-Elmer 139) a 480 nm. A manose foi utilizada
como padrao, na faixa de 10 - 70 pg/mL.
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3.7.6. Nitrogénio total e proteina (AOAC, 1975) - Os teores de nitrogénio
foram determinados pelo método de microkjeldahl, multiplicando o resultado pelo
fator 6,25 para obter o contedo de proteina.

3.7.7. Fosfatos (AMES, 1966) - 50 pl de uma solugdo aquosa de
polissacarideo (1,5 mg/mL) foram adicionados a 30 ul de Mg(NOs),. Esta mistura
foi aquecida diretamente na chama do bico de bunsen, até evaporagdo total. O
residuo foi dissolvido em 600 pL de HCI 0,5 N e aquecido durante 15 minutos a
100 °C. Foram adicionados os seguintes reagentes, na proporgdo 1:6 (V/V), acido
ascorbico 10% e molibdato de aménio 0,42% em H,SO,4 1 N, e os tubos deixados
em repouso durante uma hora a 37 °C. As leituras foram feitas em
espectrofotémetro a 820 nm. Uma solugdo de Na,HPO, numa faixa de

concentragdo de 1,5 a 6,5 ug/mL de fosfato foi usada como padrao.

3.7.8. Hexosaminas (BELCHER et al, 1954) - A amostra (1 g) com
polissacarideo foi hidrolisada com HCI 3 N durante 3,5 horas a 100 °C; a seguir a
mesma foi evaporada até a seccura. Em seguida a amostra foi ressuspendida
com a adigdo de 2 mL de agua destilada e adicionado 1 mL de acetil acetona.
Esta mistura foi aquecida durante 10 minutos a 100 °C, resfriada, e adicionado 5
mL de etano! absoluto. A mistura foi submetida a temperatura de 75 °C durante 5
minutos, adicionando 1 mL de solugdo de p-dimetilamino benzaldeido, e
novamente aquecida a 75 °C, por 30 minutos, com agitagéo ocasional. As leituras
foram realizadas em espectrofotémetro a 512 nm. A D-glucosamina em HCI foi

usada como padrao na faixa de 10 - 100 pg/mL.
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3.8. Caracterizaglio dos polissacarideos das fragbes da parede
celular

3.8.1. Cromatografia em papel e liquido-gas dos monossacarideos

Os monossacarideos componentes das paredes brutas e das
fragbes obtidas através dos processos de extragdo e purificagdo foram
identificados ap6s hidrélise 4cida. Foram hidrolisadas 10 mg de cada amostra
com H,SO4 0,5 M, por 18 horas a 100 °C, em ampola selada. O hidrolisado foi
neutralizado com BaCO, e fitrado em filtro sinterizado (M). O filtrado foi
submetido a agitagdo durante 2 horas com mistura de resinas de troca ibnica
Amberlite IR 120* e Dowex 1x8 (OAC), filtrado novamente e evaporado a secura
total (BARRETO-BERGTER et al., 1980).

Cromatografia de papel (HOUGH & JONES, 1962) - Os hidrolisados
acima foram resuspensos em pequeno volume de agua destilada e uma aliquota
de cada amostra aplicada em papel Whatman n° 1, usando como solvente n-
butanol / etanol / agua (40:11:19, VVNV). Os aglcares foram revelados com
solugcdo saturada de AgNO; em acetona e NaOH 0.5 N em etanol (TREVELYAN
& PROCTER, 1950). Solugdes de manose, arabinose, galactose, ribose, ramnose
e glicose a 2% foram usadas como padrédo e os monossacarideos foram
identificados de acordo com seus valores de Rf, quando comparados aos
padrées utilizados.
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Cromatografia liquido-gas (SAWARDEKER et a/,, 1965) - Os produtos de
hidrélise dos polissacarideos foram reduzidos com boroidreto de s6dio (5 mg) por
uma hora. O excesso de boroidreto foi entdo decomposto pela adigdo de &cido
acético glacial e o borato removido através de lavagens com metanol. O residuo
foi acetilado com anidrido acético : piridina (1 :1, V/V) a 100 °C por 1 hora. A
extrag&o dos alditéis-acetato foi feita com cloroférmio, sendo lavado varias vezes
com agua destilada, concentrado em evaporador rotativo e evaporado a secura
em fluxo de N,. Os alditdis-acetato foram analisados por cromatografia liquido-
gas acoplada a espectrometro de massa (CG-EM), utilizando coluna capilar de
silica fundida OV-225 (30 m x 0,25 mm d.i.) e temperatura programada de 50 -
220°C, 50 °C/min. Os agucares foram identificados pela comparagao com O0s
tempos de retengio dos seguintes derivados acetilados: eritritol, fucitol, ribitol,

xilitol, manitol, galactitol e glucitol.

3.8.2. Espectrometria de Infravermelho - Os espectros de absorg¢ao na
regido de infravermelho (IV), em pastilhas de KBr, foram registrados em um
espectrofotdmetro Perkin-Eimer, modelo 1600 com transformada de Fourier.
Como referéncia foi utilizada a absorgdo em 1601 cn’ de um filme de

poliestireno.

3.8.3. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de
Carbono-13 - Os espectros de RMN 3C foram obtidos em espectrometro Brucker
AC 300/P (75,47 MHz), em tubo de 10 mm de diametro, a 70°C (343K), utilizando
como solvente 6xido de deutério (D,0) efou dimetilsulféxido deuterado (DMSO-
de). Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono foram registrados em
ppm, sendo utilizado como padréo intemo/externo tetrametilsilano (TMS, 6 = 0,0).
Em alguns casos, para interpretagio dos dados de RMN “C foi realizada a
técnica DEPT 135°, onde: CH4/CH = sinal positivo e CH, = sinal negativo e DEPT



90°, onde s aparecem os sinais de CH (positivos) (Distortionless Enhancement
by Polarization Transfer).

3.8.4. Analise de Aminoacidos - Os aminoacidos da levedura foram
analisados em auto-analisador com coluna de troca idnica e derivatizagio pos
coluna com ninidrina. As amostras foram hidrolisadas com LIOH 4 N para
quantificagdo de triptofano, por 24 horas & temperatura de 110 °C, e com HCI6 N
para os demais aminoacidos, @ mesma temperatura por 22 horas.

45



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo e Composicdo da levedura de cervejaria
(S. cerevisiae)

A levedura utilizada foi confirmada como pertencente a espécie
Saccharomyces cerevisiae, pelo Laboratério de Microbiologia do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) da
UNICAMP.

Essa levedura teve sua composigdo quimica avaliada através da
analise de nitrogénio total, proteina, RNA, carboidratos totais, lipidios e cinzas.
Essa composigao pode ser vista na Tabela 1.

Em base seca, o teor de proteina e carboidratos, as duas maiores
fragbes, atingiram 49,96 e 32,86%, respectivamente; ou seja, 82,82 % da massa
celular. Os demais componentes apresentaram: cinzas 8,33%, RNA 7,52% e
lipidios 3,44%.

Tabela 1 - Composigao da levedura de cervejaria (S. cerevisiae) liofilizada

Composigdo S. cerevisiae Referéncias
% (@ (b)
Proteina(Nx6,25) 49,96 49,80 45-49
RNA 7,52 8,40 8-12
Carboidratos 32,86 nd 26-27
Cinzas 8,33 51 5-10
Lipidios 3,44 1,91 4-7

(a) Levedura de cervejaria, S. cerevisiae; FARNUN & CLELAND (1975).
(b) Levedura de diversas espécies; GUZMAN-JUAREZ (1983).
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4.2. Otimizagio do processo de rompimento mecanico da parede
celular da levedura

A ruptura celular visa a obtengéo da parede celular, possibilitando a
separagdo do contetdo citoplasmatico. A ruptura mecénica foi escolhida por
preservar ao maximo os componentes bioativos, lembrando que a viabilidade do
processo pressupde a recuperagéo de varios componentes celulares, além da
parede, como proteinas, enzimas e outros.

Os experimentos tiveram por objetivo otimizar e avaliar o grau de
rompimento das células. Assim, foram testadas velocidades de rotagdo do
moinho, concentragdo da suspensd@o de células e seu fluxo. Quanto maior o

indice de rompimento, melhor a pureza da fragao de parede celular.

O primeiro experimento (Tabela 2) envolveu a operagao com
suspensao de células de leveduras a 25% (base amida), fluxo de 2,4 L/h e duas
variaveis: a velocidade do rotor da camara de moagem, em trés niveis (1910,
2400 e 3340 rpm), e o reciclo da suspensdo de células no moinho (duas

reciclagens).

As amostras de suspensdo de levedura integral (SLI) e de
sobrenadantes, obtidos por centrifugagdo apés cada moagem, foram avaliados
para matéria seca, N total e proteina; foram calculadas as recuperagdes de N nos
sobrenadantes em relagdo a SLI, expressando o rendimento do rompimento.

Pelos resultados observou-se que as condigdes de concentragéo e
fluxo da suspensdo, proporciononaram a obtengdo de elevados indices de
rompimento, independentemente das velocidades e da reciclagem da suspenséo.
Ou seja, nestas condigdes, o rompimento foi praticamente maximo ja na primeira
moagem. Outrossim, a reciclagem traz o inconveniente de aumentar a energia de
dissipagdo na camara de desintegracéo, causada pelo atrito entre as células e
consequentemente representando maior risco de desnaturacao. Esses dados
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concordam com GAVER & HUYGHEBAERT (1990), que trabalharam com um
moinho em escala laboratorial semelhante ao Dyno-Mill, o CoBall-Mill, onde o
grau de rotagdo do rotor nio provocou influéncia no grau de ruptura, nas

velocidades estudadas.

Considerando os resultados (Tabela 2), a velocidade de 1910 rpm
forneceu energia suficiente para um rompimento maximo. Para a realizagéo de
outro experimento foi eleita a velocidade intermediaria de 2400 rpm , com 0O
objetivo de procurar condigdes de otimizagdo de processamento, ou seja, foram
comparadas suspensdes com 25 e 40% (V/V) de células em base umida e fluxos
de 2,4 e 4,8 L/h e reciclagem da suspensdo. Os resultados (Tabela 3) mostram
que na velocidade de 2.400 rpm 0 rompimento foi maior com o fluxo mais elevado
de 4,8 L/h na suspens&o com 40% de células. Em vista dos resultados foram
eleitas as seguintes condigdes para se proceder ao preparo de suspensdo de
células rompidas: concentragdo de 40% (VV) de células em base umida
(equivalente a 8% de sdlidos secos), velocidade de 2.400 rpm, fluxo ded48Lhe
sem reciclo da suspens&o no moinho.

Os resultados obtidos com 40% de células em suspensao,
velocidade do moinho de 2.400 rpm e com duas reciclagens no moinho estao na
Tabela 3. Dentre os trabalhos com proteinas de organismos unicelulares que
utilizam o rompimento celular com Dyno-mill, encontra-se o de HUANG &
KINSELLA (1986), que utilizando uma suspensdo com 5% de sdlidos secos e
fluxo de 6 L/h, obtiveram uma ruptura superior a 95% com uma unica passagem
pelo equipamento.

Os resultados obtidos sdo concordantes com trabalhos citados na
literatura, que operaram com diferentes equipamentos de ruptura mecanica como
o Dyno mill, Perimill e Mixer-mill, mas com 0 mesmo principio de moagem.
Rendimentos de extragdo de proteina superiores a 90% foram obtidos por
HUMMEL & KULA (1989), HENDENSKOG & EBBIGHAUS (1972) e FARNUM &
CLELAND (1975). ARRIOLA et al. (1989) conseguiram 97% de ruptura das
paredes de células de levedura empregando um desintegrador de laboratério



com bolas de vidro com didmetro de 0,3 a 0,5mm, por um tempo de 27 minutos e

pH 9,0.

Tabela 2 - Resultados
celular da suspensé&o d
Dyno-Mill, com concentragdo de

da avaliagdo do rendimento do rompimento da parede
e levedura de cervejaria (S. cerevisiae) em
25% (VIV) de células em base

amida, fluxo de 2,4 L/h e diferentes velocidades e reciclagens da

suspensao.
AMOSTRA VELOCIDADE Mat. N Total Proteina Rend.
(rpm) Seca (%) (%) Rompi-
(%) mento
(%)
SLI 1910 5,06 8,08 50,50
Sobren.1* moagem 5,29 6,48 40,50 80
Sobren.2* moagem 5,08 6,58 41,12 81
Sobren.3* moagem 5,27 6,59 41,19 82
SLI 2400 5,05 8,16 51,00
Sobren.1* moagem 4,94 6,74 42,12 83
Sobren.2* moagem 481 6,74 4212 83
Sobren.3* moagem 478 6,69 41,81 82
SLI 3340 522 8,13 50,81
Sobren.1* moagem 5,14 6,62 41,38 81
Sobren.2* moagem 513 6,64 41,50 82
Sobren.3* moagem 5,00 6,71 41,94 83

SLI: Suspenso de levedura integra 25%(V/V) em base Umida (antes do rompimento).
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Tabela 3 - Resultados da avaliagdo do rendimento do rompimento da parede
celular, da suspens&o de levedura de cervejaria (S. cerevisiae) em
Dyno-Mill, na velocidade de 2.400 rpm, concentragdo de 25% e
40%(V/V) de células em base umida, fluxos de 24 e 48 L/h e
reciclagens da suspensao.

AMOSTRA FLUXO Mat. N Total Proteina Rend.
(L/h) Seca (%) (%) Rompimento

(%) (%)

SLI 25% 5,05 8,16 51,00

Sobren. 1*moagem 2.4 494 6,74 42,13 83

Sobren. 2*moagem 2,4 4,81 6,74 42,13 83

SLI 25% 5,42 7,69 48,05

Sobren. 1*moagem 48 4,91 6,99 43,68 91

Sobren. 2*moagem 48 4,85 7,40 46,25 96

SLI 40% 8,15 8,21 51,31

Sobren. 1*moagem 24 7,86 7,48 46,75 91

Sobren. 2*moagem 24 7,56 8,85 49,06 96

SLI 40% 8,56 8,38 52,35

Sobren. 1*moagem 48 7,81 8,03 50,19 96

Sobren. 2*moagem 48 7,56 8,18 51,13 98

SLI: Suspens&o de levedura integra (antes do rompimento).



4.3. Rendimento e composigao da parede celular

Através do rompimento das células em moinho Dyno-Mill, ©
rendimento de parede celular em base seca foi de 30% do peso total da célula.
Segundo AL-BASSAM et al. (1986), a parede celular seca representa cerca de
25% do peso total da célula de levedura. JACOB (1992) cita dados de autores
segundo os quais a parede celular de S. cerevisiae varia entre 25 a 30% do peso
seco total da célula.

A composigao da parede celular rompida (PBR) e industrial (PBI), é
apresentada na Tabela 4. O teor de carboidratos (58 e 65%), e de proteinas (28 e
15%), juntos representam cerca de 80 e 75% da massa da parede,
respectivamente.

Observando os resultados da Tabela 4, verifica-se que o teor de
proteinas na PBI é significativamente menor em relagido a PBR; o mesmo ocorre
com a fragdo de glicoproteina, conforme a Tabela 5 apresentada no item a
seguir. Uma possivel explicagdo desse resultado é que O processo de
rompimento mecanico nao é totalmente eficiente, o que permite a inclusdo de
células inteiras junto com a parede celular bruta; essas células contribuem para a
presenca de maior quantidade de proteina na PBR. A autdlise, com condigbes
favoraveis e drasticas para o rompimento (temperatura e pH mais elevados),
conduz a um material de parede celular com menos contaminantes. O teor de
proteina da parede celular de levedura de cervejaria varia de 10 a 25% segundo
MACWILLIAM (1970). Outra explicagdo para esta diferenca € que a PBR
separada por centrifugagao nao sofre lavagem para eliminar proteina
contaminante. Essa lavagem, por outro lado, também eliminaria uma
percentagem das fragoes mais soliiveis de polissacarideos, como a glicoproteina,

no item a seguir, este fato € comentado e confirmado.
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No processamento industrial a parede celular separada é submetida
a lavagem para extrac&o de proteinas soluveis residuais; essa lavagem também
arrasta outros componentes soltveis, como € o caso da glicoproteina.

O resultado inferior para proteinas na PBI, ocasiona um aumento

relativo no teor dos demais componentes.

A presenca de RNA na parede celular (3,53 e 3,03%, na PBR e PBI,
respectivamente) indica a persisténcia de &cidos nucléicos da levedura,
mostrando a necessidade de lavagem desse material para eliminagdo de
contaminantes, nas fases seguintes de purificagdo. REUVERS et al. (1969)
também relacionou o teor inferior a 0,5% de acidos nucléicos com um elevado
grau de pureza das fragbes, em Saccharomyces fragilis. Em relagéo aos lipidios
foram encontrados valores de 528 e 4,11% nas paredes PBR e PBI,
respectivamente. O teor de lipidios da parede celular de levedura de cervejaria
varia de 3 a 10% segundo MACWILLIAM (1970). Na opinido de ROSE (1993),
durante o isolamento da parede podem ser recuperados fragmentos de
membrana celular que estavam ligados & parte intemna da parede, o que justifica
a presenga de lipidios contaminantes na mesma. A presenca de membrana pode
explicar o alto teor em lipidios nas fragbes de parede bruta.

O teor de cinzas apresentou-se com 4,8 e 43%, na PBR e PBI,
respectivamente, valores esses menores em relagdo & célula total da levedura,

provavelmente por serem componentes solliveis e se concentrar em fase aquosa.

Considerando, em média, que a parede celular representa 30% em
peso da célula, e que o seu teor de carboidratos é de 60%, a quantidade de
carboidratos em peso é de 18% da biomassa celular seca. Numa biomassa umida
com 70% de umidade, esse teor seria de 5,4%.
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Tabela 4 - Composigio média (%) da parede bruta (PBR) liofilizada de levedura
de cervejaria (S. cerevisiae) rompida em moinho Dyno-Mill e da
parede celular residual (PBI) seca do processo industrial de autélise

da levedura.
Analise PBR PBI
% peso % peso
N Total 470 2,49
Proteina (N Tot.x 6.25) 28,64 15,57
RNA 3,53 3,03
Carboidrato total 58,40 65,34
Lipideo 5,28 411
Cinzas 4,80 4,33
Fosfato 2,97 2,81
Hexosamina 0,25 0,41

4.4. Rendimento e Composicdo Centesimal das Fracdes de
Polissacarideos da Parede Celular.

As fragdes obtidas a partir do processo de fracionamento (Figuras 2,
4 e 5) foram avaliadas segundo seu rendimento em peso (Tabela 5) e
composigdo centesimal (Tabela 6). Um resumo do fracionamento e
caracteristicas das fragdes obtidas & apresentado na Tabela 7, com uma visdo

global e sequencial da separacgao das fragdes.

Do processo de fracionamento para obtencio de fragdes brutas
(ndo purificadas), glicoproteina e glucana insolivel podem ser obtidas em 6-7
etapas, a manana em 10. A glucana alcali solavel e a glucana acido soluvel séo
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obtidas no processo de purificagdo da manana e glucana insoluvel,
respectivamente.

Como se observa na Tabela 5, as trés primeiras fragbes sdo as de
maior rendimento em massa, a partir da parede rompida ou industrial: glucana
insolivel com 59 e 64%; glicoproteina com 17 e 12% e manana com 7 e 8%,
respectivamente. Esses trés componentes perfazem em ambos os materiais, 83%
da massa da parede celular, aproximadamente.

A literatura traz poucas referéncias & quantidade e proporgao de
fragbes de polissacarideos na parede celular de S. cerevisiae. Além disso, trés
aspectos se destacam: a) s@o referéncias da década de 50 e 60; b) sao
analisadas células cultivadas em meio sintético de laboratério, em condigdes
étimas de crescimento; c) os dados referem-se exclusivamente a duas fragoes

com denominagao de glucana € manana.

MACWILLIAM (1970) relata que glucanas representam 30 a 45% do
peso seco da parede celular de leveduras de cervejaria; e as mananas
representam também 30 a 45%. Cita ainda que o valor médio para cada uma
dessas fragbes é de 40%. ROSE (1993) também cita que 60 a 90% da parede
celular é composta por polissacarideos. MILLER & PHAFF (1958) e outros
autores citam publicagbes de Northcote & Home (1952) e Northcote (1954)
apresentando dados de S. cerevisiae, com 29% de glucana e 31% de manana na
parede celular.

Assim, em resumo, a literatura aponta para a existéncia de glucanas
e mananas em proporgdes praticamente iguais na parede celular de S. cerevisiae
e com teor total entre 60 a 90%.

Os resultados obtidos (Tabela 5) mostram a parede celular de
células rompidas mecanicamente (PBR) composta por cerca de 85% de
polissacarideos, destacando-se cerca de 60% de glucana insolivel, 7% de
manana e 17% de glicoproteina; a soma destas duas ultimas fragcGes daria cerca
de 24% de fragdes com mananas. Para a parede celular residual do processo de
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autblise (PBI), os dados s&o similares, apenas com menor teor em glicoproteina,
de cerca de 12%: com um total de fragbes com mananas de 20%. Deste modo, 0s
dados obtidos mostram clara alteragdo na proporgao de polissacarideos, em
relagio 2 literatura, embora a quantidade de parede celular tenha sido de 30%
em relacéo ao peso seco da célula, o que esta entre os valores mais elevados
relatados na literatura. A alterag&o na proporgao possivelmente seja atribuida as
células de S. cerevisiae utilizadas serem provenientes de processo industrial de
fabricagdo de cerveja, ou seja, das condigdes de crescimento da levedura, onde
s30 submetidas a presenga de etanol e atividade fermentativa intensa por varios
ciclos.

Tabela 5 - Rendimento (%) das fragdes extraidas da parede celular de levedura
de cervejaria (S. cerevisiae), a partir da parede bruta de células
rompidas em Dyno-Mill (PBR) e da parede celular subproduto de
processo de autolise industrial (PBI).

———

FRACAO PBR PBI

% peso % peso

Glicoproteina 16.7 119
Manana 71 7.8
Glucana alcali soluvel 08 1.0
Glucana insoluvel 59.2 63.8
Glucana acido soluvel 1.8 22
Total 856 86.7
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Alguns componentes das fragbes da PBR e PBI sdo apresentados
na Tabela 6. A glucana insoluvel apresentou teor de carboidratos de 82 e 79%,
respectivamente para GIR e Gll, na manana o teor foi de 91 e 93%,
respectivamente para MNR e MNL. Na glicoproteina o teor de carboidratos foi de
71 e 83%, para GPR e GP|, respectivamente. As fragbes minoritarias o teor de
carboidratos foi de 92 e 89% na glucana alcali soluvel (GALR e GALI,
respectivamente) e 94 e 89% na glucana acido soluvel (GACR e GACI,
respectivamente). De acordo com esses resultados, observa-se que os valores
referentes a carboidratos s&o praticamente similares entre as fragdes
correspondentes (extraidas da parede obtida pelo processo mecanico e da

parede residuo industrial), com excesséo da glicoproteina.

A fragdo de glicoproteina apresenta maior teor de proteinas que as
demais, com 23% para a rompida (GPR) e 13% para a industrial (GPI), valores
bastante diferentes, provavelmente ocasionado pelas lavagens da parede
residual da autolise. Nas demais fragdes para ambas as paredes (rompida e
industial), os teores de proteinas variam entre 3 e 11%.

Também se destaca o teor de fosfatos das fragbes de glicoproteina,
com 1,7 e 2,2% para GPR e GP|, respectivamente. Alguns pesquisadores relatam
a presenga de fosfatos nas regides externas da parede celular e sua relagao com
a forma como estas células sdo atraidas e unidas a outras superficies (REISS et
al., 1992), o que apresenta certa coeréncia com os resultados encontrados, uma

vez que a glicoproteina & um componente de superficie.

De acordo com os resultados da Tabela 6, foram encontrados tragos
de hexosaminas em quase todas as fragbes da parede celular, com variagoes de
0,01 a 0,58%. O teor de hexosamina determina o teor de quitina, que segundo
HALASZ & LASTITY (1991) é um polimero de ligagdes B (1>4) de N-
acetilglucosamina. De acordo com VUKOVIC et al. (1994) a parede celular
contém cerca de 2 - 3% de quitina, relacionada com a formag&o de cicatrizes
resultantes da gemulagéo no processo reprodutivo da levedura.



Na tabela 8 s3o apresentados os resultados da analise de
aminoacidos da célula de levedura e da glicoproteina, fragdes GPR e GPI. Em
relagcdo a glicoproteina, foi possivel observar que a serina e treonina
apresentaram valores altos, em relagdo ao seu teor na célula intacta, o que, de
acordo com LLOYD (1970), é atribuido ao grande numero de carboidratos de
cadeia curta ligados aos residuos peptidicos. Ainda, segundo esse mesmo autor,
também é caracteristica a alta propor¢do de acido aspartico e glutdmico, assim
como a escassez ou auséncia de cisteina e metionina, na glicoproteina.
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Tabela 7 - Fracionamento dos polissacarideos da parede celular de S. cerevisiae

e caracteristicas das fragbes.

FRACIONAMENTO

FRAGAO OBTIDA

CARACTERISTICA

1. Agua (tamp3o fosfato
pH 7.2) 120°C

Cetavion
20°C

Complexagéo
com boro pH 8,8
20°C

NaOH pH 9,5
20°C

Glicoproteina Bruta

GP

Fracio A
GP-A

Fracéo B
GPB

Fragio C
GP-C

Fracdo D
GP-D

Solavel em agua

insolavel Cetavion

Solavel Cetavion
Complexada boro

N3o complexado boro
Insolivel em alcali

Soluvel em alcali

2. Alcali (KOH 2%)
100°C

Complexagéo
cobre 4°C

Acido acético
0,5M 100°C

Manana Bruta

Manana
MN

- Glucana Alcali Sol.

GAL
Glucana Insoltvel Bruta

Glucana Insolavel
Gl

Glucana écido sol
GAC

Solivel em élcali

Complexada cobre

N3o complexada cobre

Insolivel em &lcali

Insolivel em &cido

Soluvel em acido
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Tabela 8 - Composigao de aminoacidos da célula de levedura (S. cerevisiae) e
da glicoproteina extraida da parede celular de levedura rompida em
Dyno-Mill e da parede celular subproduto de processo de autolise
industrial (g aminoacido/ 100g de proteina).

Aminoéacido S. cerevisiae GPR GPl g REFERENCIA ¢
de cervejaria

Triptofano 1,52 0,33 0,79 nd
Lisina 6,78 9.60 8,16 2,5
Histidina 2,24 2,28 1,94 tragos
Arginina 3,98 442 3,75 tragos
Acido Aspartico 11,61 12,75 10,76 9,9
Treonina 466 9,75 8,22 28,5
Serina 463 11,08 7,54 146
Acido Glutamico 11,03 15,83 13,89 9,9
Prolina 408 421 3,94 7.8
Glicina 493 8,06 6,42 48
Alanina 7,07 0,08 7,25 9,0
Cistina 0,34 0,36 5,14 0,0
Metionina 2,27 0,64 1,29 0,0
Valina 6,20 7,62 8,59 6,1
Isoleucina 5,64 3,60 0,79 2,1
Tirosina 468 2,79 2,96 1,3
Fenilalanina 5,30 2,14 3,06 1,3
Leucina 8,84 442 5,50 2,2

a
bG“PR- Glicoproteina da parede celular da levedura rompida em Dyno-Mill

GPI- Glicoproteina da parede celular subproduto de processo de autélise industrial.
© valores citados por LLOYD (1970): glicoproteina de S. cerevisiae.



Subfracionamento da glicoproteina

A fracdo de glicoproteina foi submetida a fracionamento com
Cetavlon (Figura 3a e 3b), separando-se quatro fragdes: A, B, C e D. Essas
fragbes foram avaliadas segundo seu rendimento em peso e composigéo quimica
(Tabela 9).

LLOYD (1970) também realizou subfracionamento da glicoproteina
da levedura Cladosporium werneckii. Os rendimentos de cada fragéo foram muito
semelhantes aos obtidos, mostrando que a fragido B pode representar, em geral,
cerca de 50% em peso.

A fracdo B, que segundo LLOYD (1970) corresponde as
peptidiomananas, em S. cerevisiae, aparece em maior proporgao, atingindo 56 e
44% da glicoproteina da PBR e PBI, respectivamente; em relagéo a parede
celular, essa fragao representa cerca de 9,5 e 7,5% (Tabela 9).

Tanto para a PBR como para a PBI, a fracdo A é a mais rica em
proteina, com valores ao redor de 20% em média; a fragdo D é a de menor teor
em proteina, com média de 6,8%. As fragbes B e C apresentam valores entre 10-
15% mais elevados que a determinagdo através do nitrogénio total multiplicado
pelo fator 6,25.

Os fosfatos estdo presentes em pequena quantidade, praticamente,
apenas nas fragdes A e D e ausentes na B e C em ambas amostras. Os
resultados de LLOYD (1970) mostram que 0S fosfatos estdo presentes nas
fracbes A, B e D e muito pouco na C.

As hexosaminas estio ausentes na fragdo A. Na fracdo B, na PBR e
a PBI, apresentaram valores similares de 0,87 e 0,65%, respectivamente. Nas
fragdes C e D ocorreram variagdes nos resultados, cuja causa ainda néo permite
hipéteses.
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Todas as fragdes apresentam teores de carboidratos de 75 a 90%,
aproximadamente. Apenas a fragao B apresentou uma variagdo mais ampla entre
a GBR e a GPI, com valores de cerca de 77 e 89%, respectivamente.

Tabela 9 - Analise e rendimento das subfragdes extraidas das glicoproteinas da
parede celular de levedura S. cerevisiae pelo fracionamento com

Cetavlon.

Fragdo A Fragio B
Andlises (%) (%)

Fragio C Fragdo D
(%) (%)

GPR GPl GPR

GPI

GPR GPI GPR GPI

N Total 350 3,10 2,10
Proteina 21,87 19,37 13,12
Carboidr. Tot. 74,36 79,03 76,68
Fosfato 1,35 285 0,00
Hexosamina 0,00 0,00 0,87

Rend/ glicoprot. 1,25 2,72 56,30
Rend/ parede 021 046 943

2,02
12,62
89,09
0,90
0,65

4420
7,40

1,90 160 1,10 1,08
11,12 10,00 6,87 6,75
81,54 8696 90,61 88,94
0,00 000 008 1,02
135 0,00 043 090

10,50 12,00 10,60 12,67
1,76 2,01 1,78 2,12

GPR- Glicoproteina da parede celular da levedura rompida em Dyno-Mil.
GPI - Glicoproteina da parede celular subproduto de processo de autdlise industrial.

62



4.5. Caracterizacdo Analitica das Fragdes dos polissacarideos da
Parede Celular

Para o estudo em nivel de estrutura quimica dos polissacarideos
provenientes da parede celular de S. cerevisiae, as amostras em estudo foram
analisadas por CG-EM, espectrometria de infravermelho e de RMN *°C.

4.5.1. Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas

As andlises por CG-EM forneceram a porcentagem relativa molar
das unidades monossacaridicas de cada amostra. Para realizagio desta analise
os polissacarideos foram hidrolisados com acido sulfarico, os monossacarideos
obtidos foram reduzidos com boroidreto de sédio, os produtos foram acetilados
com anidrido acético em piridina, fornecendo assim os alditois acetatos que foram
analizados por CG-EM. Nesta analise os monossacarideos foram identificados
pela comparagdo com os tempos de retencdo e espectros de massas dos
seguintes padrdes: eritritol, fucitol, ribitol, xilitol, manitol, galactitol e glucitol.
Estes alditéis sdo correspondentes aos monossacarideos eritrose (ERIT), fucose
(FUC), ribose (RIB), xilose (XIL), manose (MAN), galactose (GALAC) e glucose
(GLC), respectivamente. Na figura 6(a) é apresentado o cromatogramé da mistura
de padrdes alditdis acetatos e nas Figuras 6(b) e 6(c) os espectros de massas de
cada um dos alditois acetatos.

PADRAO
400% - ERIY - 100%

] - |

:
n aLe -
11 U '
m 3
L \ k k k [
400 “Tl ) ”'0 ) 1'“0 ; 12'“ ) 1:“ scan
[ 2] 01 %24 1641 2001 a1 vanpe nETENGAS

Figura 6(a) - Cromatograma da mistura de padrdes aldit6is acetatos dos monossacarideos:
eritrose, fucose, ribose, xilose, manose, galactose e glucose.
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Figura 6(b) - Espectros de massas dos padrdes eritritol, fucitol, ribitol e xilitol.
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Figura 6{c) - Espectros de massas dos padrbes manitol, galactitol e glucitol.
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Através dos parametros de tempo de retengdo e espectro de
massas dos padrdes apresentados nas figuras 6(a), 6(b) e 6(c), foi conduzida a
identidicagio dos monossacarideos das diferentes amostras e fragdes da parede
celular de S. cerevisiae. Os cromatogramas das diferentes amostras e fragbes de
parede celular de S. cerevisiae s3o apresentados nas Figuras 7(a), 7(b), 7(c) 7(d)
e7(e).
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Figura 7(a) - Cromatogramas dos alditéis acetatos dos monossacarideos: ribose manose €
glucose, das fragdes PBR, PBI, GPR e GPI, da parede celular de S. cerevisiae.
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Figura 7(b) - Cromatogramas dos alditois acetatos dos monossacarideos: ribose manose €
glucose das subfragbes GPR-A, GPI-A, GPR-B e GPI-B, da parede celular de S.
cerevisiae.
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Figura 7(c) - Cromatogramas dos alditéis acetatos dos monossacarideos: ribose manose €
glucose, das subfragbes GPR-C, GPI-C, GPR-D e GPI-D, da parede celular de S.
cerevisiae.
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Figura 7(d) - Cromatogramas dos alditéis acetatos dos monossacarideos: ribose manose €
glucose das fragdes, MNR, MNI, GALR e GALI da parede celular de S. cerevisiae.
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Figura 7(e) - Cromatogramas dos alditois acetatos dos monossacarideos: ribose manose e
glucose das fragbes GIR, Gli, GACR e GACI da parede celular de S. cerevisiae.
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Para melhor visualizacio e comparagéo dos resultados das analises
por CG-EM das amostras e fragbes de parede celular de S. cerevisiae, ©0s
resultados estio agrupados na Tabela 10, com a apresentagéo da taxa molar das
unidades monossacaridicas de manose, glucose, ribose e galactose, encontradas
nas fragbes da parede.

Tabela 10 - Percentual relativo das unidades monossacaridicas obtidas por CG-

EM, da parede celular e suas fragdes de S. cerevisiae.

AMOSTRAS PERCENTUAL RELATIVO
Manose Glucose Ribose
PBR 58 41 01
PBI 47 52 01
GPR 95 03 02
GPI 80 15 05
GPR-A 14 30 55
GPI-A 33 05 62
GPR-B 88 0S 03
GPI-B 96 03 01
GPR-C 99 01 00
GPI-C 98 02 00
GPR-D 93 04 03
GPI-D 65 33 02
MNR 97 02 01
MNI 96 03 01
GALR 38 62 00
GALI 21 79 00
GIR 13 87 00
Gll 10 86 04
GACR 52 48 00
GACI 18 81 00
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4.5.2. Espectrometria de Infravermelho

As amostras foram submetidas a espectrometria de infravermelho,
revelando um perfil com semelhangas nas varias fragbes. Os espectros permitem
associar a presenga de grupos y O-H (3650 - 3400 cm™); y C-O-C e y C-O (1040
- 1160 cm™ ) e y N-C=0 (1660 - 1640 cm™” ) (SILVERSTEIN et al, 1987;
KALINOWSKI et al., 1984).

Somente os espectros das fragbes GPR-A e GPI-A apresentaram
absorgdes intensas em 1241 e 1238 cm™ , caracteristicas de grupos y C-O-C em
anéis de 5 carbonos (pentoses), diferindo da faixa de 1160 - 1050 cm™ para

grupos y C-O-C de hexoses que foram sempre observados nas demais fragbes.

O alto percentual relativo de ribose nessas fragdes (55 e 62% na
GPR-A e GPI-A, respectivamente) é também confirmado nos resultados por CG-
EM (Tabela 10). Os espectros de infravermelho da fragdo GPI-A e MNR sdo
apresentados nas Figuras 8 e 9 para visualizar as caracteristicas apontadas.
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Figura 8 - Espectro de infravermelho da frag8o A da glicoproteina (GPR-A) isolada da parede
celular de S. cerevisiae.
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Figura 9 - Espectro de infravermeiho da manana (MNR) isolada da parede celular de S.

cerevisiae
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4.5.3. Espectrometria de Ressonéncia Magnética Nuclear de Bc

Apés a avaliagio das amostras por CG-EM e determinagao de seus
principais mondmeros, foi realizado um estudo por espectrometria de RMN c,
ou seja, a nivel de ligagbes glicosidicas, para determinar como estas unidades
monossacaridicas estéo interligadas.

A anilise de polissacarideos por espectroscopia de RMN "C
baseia-se nos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono. Para a
interpretagcio dos espectros de RMN 3C de polissacarideos & analisada, por
exemplo, a regido de carbonos anoméricos (C1), aproximadamente & 98 - 109
ppm, que comparada a literatura existente permite em muitos casos determinar
ligagdes tipo a- ou B-Manp, -Glcp, etc.. Da mesma forma ligagdes tipo (1-6)
podem ser identificadas pelo valor do deslocamento quimico do C6-O-substituido
na regido de aproximadamente 5 64-67 ppm, caso o C6 seja O-nao-substituido
seu sinal apareceria na regido de 5 60-62 ppm, e portanto, n&o existiriam
ligagbes tipo (16).

Para uma melhor visualizagdo e comparagdo das diferentes
amostras analisadas por RMN 3C. os sinais de deslocamento quimico dos

carbonos foram agrupados em faixas de deslocamento quimico de carbono e séo
apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Deslocamentos quimicos dos carbonos (8) observados no espectro
de RMN *C das diferentes amostras e fragbes da parede celular de
S. cerevisiae*.

AMOSTRA Cy;  Cpuciosi Cs O- G, C,Cy,Cs Ce-O- Cs -O-
deo subst. subst. livre
1026 120-135 77,9 75,6 71,1 66,8 60,9
PBR 101,7 168-175 74,6 70,3
e 100,2 73,0 69,9
P8l 99,6
98,1
101,7 77.8 73,0 71,0-70,2 65,6 60,9
GPR* 100,2 68,9
e 98,1 69 4
GPI 66,7
66,0
GPR-A 102,3 116-166 89,1-87,2 73,9 64,8 60,9
e 1019 731 60,4
GPI-A 82,1 72,6
GPR-B 101,7 77,9 73,0 71,1 66,8 60,9
e 100,2 70,3 66,0
GPI-B 98,1 69,9
69,4
102,0 78,7-77,7 73,1 71,1694 65,6 60,9
MNR* 101,7 72,9 66,9658
e 101,6
MNI 100,2
98,1
GALR 102,7 77,2 73,1 71,6-70,3 66,8 60,5
e 102,0 75,6
GAL! 99,5 74,7
Gl 103,0 86,1 76,4 73,5 70,2 61,0
75,5 73,0 68,8
68,5
GACI 102,7 78,2-77,2 73,1 71,4711 66,7 60,9
e 101,7 75,5 72,5 70,3 60,5
GACR* 99,5 74,7 69,4
68,7

* Anélise por DEPT.

** O solvente utilizado foi D20, 70°C, com excess&o das amostras Gli, PBR e PBI onde foi empregado
DMSO-ds.



4.6. Verificagdo das estruturas dos polissacarideos da parede
celular de S. cerevisiae

4.6.1. Parede bruta (PBR e PBI)

A analise da parede bruta liofilizada (PBR e PBI) por CG-EM
apresentou o percentual relativo manose: glucose: ribose de 58:41:1 e 47:52:1,
respectivamente (Tabela 10). O perfil de monossacarideos foi semelhante nas
duas amostras, onde o teor de manose foi aproximadamente proporcional ao de
glucose.

Através da andlise de RMN °C das amostras PBR e PBI foi possivel
observar na regido de carbonos anoméricos sinais intensos (6 101,7 - 100,2 -
99,6 e 98,1 ppm) caracteristicos de ligagées a-D-(1—6) manopiranosidicas
(Figura 10), ambas as amostras apresentaram espectros idénticos.

Né&o foram observados sinais distintos do carbono C1 (5 104,0 ppm)
em campo baixo, caracteristicos de configuragéo B, e de C3 (5 86,0 - 87,9 ppm)
de ligagbes B-(1—-3) glucp, apesar de ocorrer B-(1->3) glucana na parede bruta,
na proporcao de cerca de 60% em peso seco (Tabela 5). A unica evidéncia no
espectro (Figura 10) s&o os sinais que aparecem na regido de & 20 - 32 ppm, aos
quais se atribui a formacg&o de hélice, proveniente da conformagio das B(1-3)
glucanas no estado de gel (KOGAN, 1988). Segundo REED &

NAGODAWITHANA (1891) a conformag&o de hélices triplas na estrutura terciaria
da glucana é uma caracteristica particular da mesma.

Outros sinais na regido de 5 120 - 135 ppm e § 168 - 175 ppm
podem ser atribuidos & presenca de residuos de acidos nucléicos (KALINOWISKI
et al., 1984).
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Figura 10 - Espectro de RMN '*C da parede celular bruta (PBI) de S. cerevisiae,
DMSO - dg 70°C.
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4.6.2. Glicoproteina (GPR e GPI)

As glicoproteinas extraidas a quente em pH 7,2, ou seja, em pH
neutro (Figura 2), fragdes GPR e GPI, foram analisadas por CG-EM, cujo
percentual relativo manose: glucose: ribose foi de 95:03:02 e 80:15:05,
respectivamente (Tabela 10). A maior propor¢do em glucose na GPI pode ser
atribuida a contaminacio proveniente de residuos sollveis de glucose que
podem ser extraidos junto com a glicoproteina.

O espectro de RMN ™ C das fragdes GPR e GPI foram idénticos
(Tabela 11). O espectro da fragdo GPR mostrado na Figura 11 apresenta trés
sinais na regido de carbono anomérico (5 101,7 - 100,2 - 98,7). A regiao de C1
dos carboidratos corresponde a uma manana, contendo uma cadeia principal
constituida de unidades a-D-(1—86) manopiranana 2-O-substituidas (5 98,07
ppm), ligadas a unidades a-D- (1-52) manp (5 100,17 ppm) e uma unidade
terminal ndo redutora de a-D-(1-3) manp (6 101,7 ppm).

Considerando o alto conteido de manose na parede celular da
maioria das leveduras e que em S. cerevisiae de panificagdo a a-D-manana é
descrita como um componente ativo de superficie (GORIN & BARRETO-
BERGTER, 1983), comparou-se os espectros de RMN 3C da fragdo GPR (Figura
11), com os de um espectro de a-D-manopiranana de cadeia ramificada (GORIN,
1973 e 1981), obtido nas mesmas condigdes aqui analisadas (D0, 70°C); este
ultimo espectro apresenta perfil idéntico (Figura 12), porém com uma variagdo na
escala dos deslocamentos quimicos da ordem de 2,0 ppm (5 103,5; 102,0 e 100,0
ppm). Para melhor analisar a questéo foi solicitado ao Prof. Dr. P.A.J. Gorin uma
amostra da a-D-manopiranana padrdo, citada anteriormente, para realizagao de
espectro de RMN 3C no mesmo aparelho em que foram realizadas as analises
desta pesquisa.
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O espectro da manana padrdo (Figura 13) apresentou sinal de
carbono anomérico em §101,7; 100,2 e 98,1 ppm, que s&0 equivalentes a fragio
GPR estudada, confirmando que a estrutura das fragbes GPR e GPI se adequam
a estrutura proposta por GORIN (1981), observada na Figura 12.

Dentre os sinais majoritarios, destaca-se o sinal Ce-O-néo
substituido em & 60,4 - 61,4 ppm indicativo de grupos -CH,OH, ou seja, com
grupo hidroxila ligado ao Cg livre. Para averiguar a presenca de ligagbes 16 foi
necessario utilizar a técnica de RMN '*C denominada DEPT, devido a
sobreposi¢3o de sinais na regido de Ce-O-substituido (5 64-67 ppm). A tecnica
DEPT 135° permite diferenciar os sinais de CH; - Cqu. dos sinais de CH-CHs;; o
DEPT 90° identifica os sinais de CH visto que os sinais de CHs n&o aparecem.
Com o auxilio dos espectros DEPT pode-se observar nos espectros da amostra
GPR a presenga de grupos CH, (C6) em 865,57 e 60,85 ppm. Por esta técnica o
sinal em aproximadamente & 65,5 ppm é relativo aos Ce-O-substituido, e com isso

evidenciou-se a presenga de ligagdes (1-6).

BARRETO-BERGTER & GORIN (1983) classificam a glicoproteina
da parede celular de S. cerevisiae como uma manana ramificada que contém uma
cadeia principal a (1—6) manopirosidica, substituida no dtomo O-2 por cadeias
laterais de a-D-manp, a-D-manp(1—-2)-a-manp e a-D-manp(1-3)-a-manp(1—-2)-
a-manp. Tragos de glucose presentes s&o provenientes da ponte manana-
proteina.

O fato de nao se detectar sinais caracteristicos da grande
quantidade de peptidios presentes pode sugerir que as proteinas nao estao
firmemente ligadas ao polissacarideo, fato observado e apontado por Ohno et al.
(1985), citado por HAIDO (1993). Esses autores também relatam que o
aquecimento pode causar rompimento das ligagdes peptidicas e os residuos néo
apresentam tais unidades. As glicoproteinas apresentariam ligagbes N-

glucosidicas, que s&o invariavelmente ligagdes B com o nitrogénio amidico
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Figura 12 - Espectro de RMN "°C e estrutura da manana da parede celular de S. cerevisiae, D;O
- 70° (GORIN, 1981).
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Figura 13 - Espectro de RMN 3C de manana da parede celular de S. cerevisiae, D,O - 70°C
(amostra padrio fornecida pelo Prof. Dr. P.A.J. Gorin)



57,2 ppm indicativo de carbono-N-substituido. Segundo BARLET et al. (1993)
esse grupo deve apresentar sinais em 49,8 - 55,5 e 57,0 ppm.

Concluindo, as fragbes de glicoproteinas em estudo s&o
constituidas por uma manana ramificada de cadeia principal a-{1-56)

manopiranana cujas ramificagbes sdo unidades (1-2) manp e a (1—->3) manp .

4.6.3. Glicoproteina - Fragdo A (GPR-A e GPI-A)

O tratamento inicial de glicoproteina bruta com Cetavion a pH 7,0
resultou na formagao de um precipitado, Fragéo A (Figura 3a), devido a presenga
de porgdo acidica (LLOYD, 1970).

As analises das fragbes GPR-A e GPI-A por CG-EM apresentaram
manose: glucose: ribose com percentual relativo de 14:30:55 e 33:05:62,
respectivamente (Tabela 10); onde observou-se um elevado contetdo de ribose
(55 e 62%), mostrando que éacidos nucléicos estavam presentes na fragdo.

No espectro de RMN *C (Figura 14) verificou-se sinais com
deslocamento quimico em campo mais baixo (6§ 116 - 165,8 ppm) do que o
esperado para polissacarideos (6 60 - 110 ppm), o que veio a confirmar os acidos
nucléicos.

HAIDO (1993) constatou a presenga de sinais em campo baixo
(639 - 174 ppm) nos espectros de RMN °C da fragdo A de Aspergillus fumigatus,
assim como uma alta propor¢do de ribose (44%), que atribuiu & presenca de
acidos nucléicos.

Dados da literatura (KALINOWSKY et al, 1984) mostraram que
sinais de deslocamento quimico na regido de 5 111 - 116 ppm s&o caracteristicos
do C1 dos carboidratos ligados a unidades nucleosidicas, como por exemplo a
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guanosina (Figura 15) que apresenta sinais em 8 117,5 - 136,9 -151,9 - 1546 -
157,8 ppm compativeis com alguns sinais encontrados no espectros das fragdes
A (61183 - 137,4 - 1523 - 1546 - 157,8 ppm); outro nucleosidio, a citidina,
tambem apresenta sinais de carbono (6 95,7 - 1428 - 156,9 - 166,7 ppm)
compativeis com outros sinais encontrados nas amostras das frages A (5 95,6 -
140,9 - 156,9 - 158,9 - 165,8 ppm). Esses dados sao indicativos da presenga de
grande quantidade de unidades nucleosidicas (proveniente de contaminagdo com
RNA).

A alta concentracdo de nucleosideos e a baixa concentracdo de
manose e glicose determinadas por CG-EM tornaram invidvel e elucidagado da
estrutura do polissacarideo existente nas amostras em estudo (Fragdo A). Os
resultados analiticos das fragbes A mostraram tratar-se de uma fragdo contendo
um polissacarideo e grande quantidade de contaminante proveniente de RNA.

4.6.4. Glicoproteina - Fragdo B (GPR-B e GPI-B)

A analise dos alditdis-acetato obtidos pela redugao e acetilagdo das
fragbes B (GPR-B e GPI-B) originadas pelo fracionamento da glicoproteina com
Cetavion (Figuras 3a e 3b), mostrou que o percentual relativo manose: glicose:
ribose de 88:09:03 e 96:03:01, respectivamente (Tabela 10), foi semelhante nas
duas fragbes, com predominancia de manose.

As estruturas quimicas das peptidiomananas das amostras GPR-B
(Figura 16) e GPI-B de S. cerevisiae mostraram bastante semelhanga ao serem
estudadas por RMN °C (Tabela 11). Os estudos baseados em espectros de RMN
*C mostraram que ambas amostras apresentam sinais de deslocamentos
quimicos muito semelhantes na regido de carbono anomérico. Os sinais
presentes na regido de C1, em & 98,1 ppm corresponde a ligagdes a-D- (156)
manp na cadeia principal, em & 100,2 ppm coiresponde as substituicdes com
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unidades a-D- (1—2) manopiranose e em & 101,7 ppm corresponde a unidade

terminal ndo redutora de a-D-{1—3) manopiranose, por analogia aos sinais
correspondentes que aparecem nos espectros da GPR e na manana padréo
cedida pelo Prof. Dr. P.A.J. Gorin (Figuras 11 e 13).

4.6.5. Mananas (MNR e MNI)

Os polissacarideos &lcali soluveis precipitados com Fehling, MNR e
MNI (Figura 4) foram analisados por CG-EM apresentando percentual relativo
manose: glicose:ribose de 97:02:01 e 96:03:01, respectivamente (Tabela 10).

Os espectros de RMN 3C das amostras MNR (Figuras 17) e MNI
sdo idénticos aos espectros da GPR, GPI, GPR-B, GPI-B e da manana padrao
cedida pelo Prof. Dr. P.A.J. Gorin (Figuras 11, 16 e 13).

Os sinais na regido de C1 dos carboidratos correspondem a uma
manana com cadeia principal a-D-(1—+6) manopiranana 2-O-substituida (5 98,1
ppm), ramificada com unidades a-D-(1-—2) manopiranose (3 100,2 ppm) e uma

unidade terminal ndo redutora a-D~(1—3) manopiranose (5 101,7 ppm).
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4.6.6. Glucana alcali solivel (GALR e GALI)

Os sobrenadantes da precipitagio com Fehling (Figura 4)
continham a fragdo GALR e GALI. O percentual relativo, obtido por CG-EM, das
unidades monossacaridicas de manose, glucose e ribose foi de 38:62:00 e
21:79:00 naquelas fragdes, respectivamente (Tabela 10).

Os espectros de RMN *°C das fragdes GALR e GALI foram idénticos
(Tabela 11; Figura 18) e ndo permitem identificar ligagbes correspondentes a
unidades B-D-glucopiranosidicas, embora a literatura relata que o polissacarideo
alcali solivel é uma B-D-(1-6) glucopiranana (MANNERS et al, 1973b).
BARRETO-BERGTER & GORIN (1983) citam pesquisas de Bacon et al (1969),
em que esses autores também identificam a glucana soluvel como uma 8-D-
(1-»6) glucopiranana, com técnica de espectrometria de infra vermelho e analises

quimicas.

Quando os sinais na regido do C1 anomérico aparecem em & 104,0

e 103,9 ppm correspondem aos C1 de unidades p-D-glucopiranosidicas,
(PREVIATO, 1978; GORIN, 1981).

Os sinais em & 60,5 e 61,0 ppm intensos na GALR e GAL|,
respectivamente, indicam que os C6 estéo, em sua maioria, livres. Na regido de
& 64 - 67 ppm, caracteristica de C6-O-substituido ha um sinal de baixa

intensidade, que sugere a existéncia de ligagbes (1—6), mesmo que em menor

proporgao.

Todavia, outros estudos (GORIN, 1981) revelam sinais em campo
mais baixo que 100 ppm para B- glucanas (5 102 - 104 ppm). Nas fragoes GALR
e GALI, embora em menor intensidade, podemos observar sinais em & 102,7ppm

(C1) e 66,2 ppm (C6) caracteristicos de ligagdes B-D-(1-6) glucopiranosidicas, o
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que ndo descarta a possibilidade da existéncia dessas ligagbes, mesmo que em
menor quantidade.

Os espectros de RMN 3C das fragdes GALR e GALI apresentaram
sinal intenso em & 99,5 ppm, que corresponde ao carbono anomerico C1. Sinais
em campo alto (5 99,5 - 100,0 ppm) sdo caracteristicos de ligagbes a-D-
glucopiranosidicas (COLSON et al.,1974; GORIN, 1981).

A literatura mostra o espectro de RMN C de uma glucana a(1-4)
(amilose de batata) em DMSO-ds, com sinais majoritarios em 99,9 - 788 -73,1 -
71,5 e 60,6 (DAIS & PERLIN, 1982), bastante coincidentes com os obtidos na
GALR e GALI (Figura 18) de 99,5 - 77,2 - 73,1 - 71,4 - 71,1 e 60,5. Esta
informacao leva a supor a existéncia de ligagdes a(1—4) glucopiranosidicas na
fragbes estudadas, como no glicogénio, embora a literatura relata a presenca
deste na fragéo acido soluvel, como contaminante da amostra.

Em face dos resultados, ndo foi possivel observar a estrutura do
polissacarideo constituinte desta fragao alcali solavel.
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4.6.7. Glucana Insoluvel (GIR e Gli)

A analise dos monossacarideos da fragdo GIR e Gll (Figura 5),
obtida por CG-EM apresentou percentual relativo de manose: glucose: ribose de
13:87:00 e 10:86:04, respectivamente (Tabela 10), onde podemos observar a
elevada proporgao de glucose.

Nao foi possivel obter o espectro de RMN °C da fragdo GIR,
mesmo apés varias tentativas devido @ sua grande viscosidade. Foi observado,
durante a manipulagao para purificagdo, que a fragdo GIR se apresentou com
maior viscosidade que a Gill.

O espectro de RMN °C da fragao Gl apresentou o sinal de carbono
anomérico em § 103,02 ppm que provavelmente corresponde ao C1 das unidades
B-D-glucosidicas (Figura 19). Os carbonos anoméricos de a-glucanas encontram-
se geralmente na regidao de & 97 - 101,6 ppm e de B-glucanas em campo um
pouco mais baixo § 98,0 - 104,0 ppm (GORIN, 1988).

O sinal de ressonancia do C1 de unidades B-D-glucopiranosidicas
substituidas na posi¢do 3 de uma glucana linear esta em 3104,6 ppm, enquanto
que para uma (1-—6)-glucana, a ressonancia do C1 ocorre em & 104,8 ppm.
Esses aparecem em campo mais baixo do que aqueles de unidades a-D-
glucopiranosidicas.

E bem evidente na literatura a presenga de trés sinais para B
(1-3)glucana; um sinal de carbono anomérico em & 103-104 ppm, outro em &
86,2 - 87,9 ppm caracteristico de C3 O-substituido, e o terceiro em § 68,52 ppm
atribuido ao C4 de B (1—3)glucopiranose. Estes sinais sdo observados no
espectro da Figura 19 (5 103,02; 86,06 e 68,52 ppm) e indicam a presenga de
ligagdes B(1—>3)glucp.



Os sinais em & 103,8 - 104,0 ppm caracteristicos de C1 de
B(1-—>4)glcp e em & 80,0 - 80,3 ppm caracteristico de C4 O-substituido nao

aparecem no espectro da amostra, 0 que indica a auséncia de ligagbes
B(1—~>4)glcp.

Observa-se (Figura 19) que os sinais de baixa intensidade
presentes no espectro da fragdo Gll, a 6 75,0; 73,0 e 70,18; e que os sinais em
campo alto a & 24,5 - 30,0 ppm sdo caracteristicos de formag¢ao de hélices,

devido a conformacgéo e estrutura da amostra no estado de gel.

A alta intensidade do sinal em § 61,02 ppm caracteristico de C6 O-
nao-substituido e a auséncia ou sobreposi¢gdo de sinal em & 64 - 69 ppm
caracteristico de C6 O-substituido é indicativo de pouca ou auséncia de ligagdes
B(1—6)glucosidicas.

Estes dados aliados a semelhanga do perfil e coeréncia do espectro
RMN "C (Figura 20) de uma glucana isolada de S. cerevisiae descrita por
KOGAN (1988) em suas pesquisas, permitiu propor para a fragdo Gll a estrutura

apresentada na Figura 19, representativa de uma p(1-—»3)glucana.

ENSLEY et al. (1994) atribuem ao espectro RMN °C de B glucana
(insolivel em agua) de S. cerevisiae, sinais em § 102,7 (C1); 72,6 (C2); 86,0 (C3);
68,2 (C4); 76,1 (C5) e 60,7 (C6). Com resultados de RMN " H e outros, atribuem
uma estrutura f(1->3) e também concluem que contém poucas ou nenhuma
ramificag&o, o que foi confirmado por WILLIAM et al. (1991). Os sinais detectados
para glucana B(1—>3) também de S. cerevisiae por KOGAN et al. (1988) e
WILLIAM et al. (1991, 1992), sao similares aos anteriores.

KOGAN et al. (1988) concluem que a glucana insoluvel é composta
por uma cadeia principal B(1—>3) com cadeias laterais B(1—6). Todavia a
extragdo descrita demonstra que a glucana insoluvel relatada é equivalente a
glucana insolivel bruta deste trabalho, pois a glucana acido solivel nao foi
separada pelos autores citados.
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Figura 20 - Espectro de RMN"c da glucana de S. cerevisiae (KOGAN, 1988), DMSO,ds, 28°C.
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Com relagdo a extragdo da glucana insoluvel utilizada por ENSLEY
et al. (1994), segundo metodoiogia exposta por WILLIAM et al. (1991), fica
evidente o tratamento drastico e o baixo rendimento obtido, de apenas 2% em
relagéo a células secas de S. cerevisiae (neste trabalho o rendimento equivalente
da fragdo GIR e Gl foi cerca de 18%, conforme Tabela 5). No método de
extragao utilizado por esses autores os carboidratos acido sollveis foram
extraidos por HCI, mas nao foram caracterizados.

4.6.8. Glucana acido soluvel (GACR e GACI)

Os sobrenadantes das extragdes com acido continham as fragbes
GACR e GACI (Figura 5). Devido a pequena proporgao dessas fragées na parede
celular, as mesmas ndo foram purificadas, isto &, nao foi eliminado o glicogénio
conforme relatado por MANNERS et al. (1973a).

O percentual relativo, obtido por CG-EM, das unidades
monossacaridicas de manose: glucose: ribose, foi de 52:48:00 para a GACR e de
18:81:00 para a GACI. (Tabela 10). Esta diferenga entre as duas amostras foi a
mais significativa entre elas neste tfabalho; mas sua ocorréncia numa fragao de
minimas proporgdes parece também mostrar que as diferengas entre as matérias-
primas é bastante reduzida.

As mesmas consideragbes realizadas na discussio dos resultados
para glucana alcali solivel GALR e GALI (Figura 18) podem ser aplicadas a estas
fragbes, lembrando que seus espectros de RMN °C (Figura 21) sdo bastante
similares, e que o relato de presenga de glicogénio é dirigido pela literatura para
estas fragoes acido soluveis.

Em face dos resultados, nédo foi possivel observar a estrutura do
polissacarideo constituinte da parede celular.
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5. CONCLUSOES

O fracionamento e caracterizagdo dos polissacarideos da parede
celular de Saccharomyces cerevisiae de processo industrial de produgio de
cerveja, obtida tanto por rompimento mecanico das células em moinho de esferas
tipo Dyno-Mill, como também de uma amostra de subproduto industrial constituido
pela parede celular residual rompida por autdlise enzimatica no processo de

producgio de extrato de levedura, permitiu as seguintes conclusdes:

1 . A parede celular constituida pelo subproduto industrial do processo de
autdlise das células de levedura, mostrou caracteristicas gerais similares e
polissacarideos de estrutura idéntica aos da parede separada por rompimento
mecanico, ou seja, mesmo exposta a agdo de enzimas nativas e outras
(adicionadas para atuar no rompimento da parede celular), esta parede celular €
basicamente preservada, embora seja possivel observar seu comportamento
diferenciado em termos de solubilizagdo e dispersado, durante as etapas de
fracionamento. Esta analogia também é observada na comparagdo com as
fragches de parede celular descritas pela literatura

2. Para utilizagdo comercial no setor de alimentos, as fragbes mais abundantes
podem apresentar interesse, como as glicoproteinas, mananas e glucanas
insoltveis, considerando que o fracionamento adotado permite excelente
separagao dessas fragbes brutas e com polissacarideos principais amplamente
majoritarios em cada uma delas. A exigéncia relativa de pureza do produto para
fins alimenticios, também leva a sugerir a utilizagao dessas fragdes brutas com
menor custo de obtengao.

3. A obtengao das fragbes brutas mais abundantes de glicoproteinas, mananas e
glucanas insoliveis da parede celular de S. cerevisiae, é efetuada através de
processamento que demanda operagdes simples e poucas etapas, indicando ser
técnicamente viavel. A viabilidade econdmica, portanto também apresenta boas
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possibilidades uma vez que é decorrente do processo e conta ainda com o baixo
custo da matéria-prima que provém de subprodutos industriais.

4. A proporgéo de polissacarideos nas paredes estudas diferem bastante dos
dados apresentados pela literatura, levando a crer que sofreram efeitos,
provaveimente, das condicdes de crescimento das leveduras no processo
industrial de fermentago de cerveja, uma vez que as paredes nao diferem
significativamente em relagio ao processo de obtengdo (ruptura mecanica e
autolise para obtencdo de extrato de levedura).

5. O RNA presente na parede celular extraida ests concentrado quase que
totalmente na fragdo A da glicoproteina, ou seja, as demais fragcdes estdo
praticamente livres deste componente.

6. A amostra de levedura submetida a rompimento mecanico apresentou um
rendimento em parede celular em base seca de 30% do peso total da célula.

7. As fragbes de glicoproteina e glucana insoluvel apresentaram os menores
teores em carboidratos totais, em relagéo as demais fragdes, com valores médios
ao redor de 80%. Nas fragbes de manana, glucana alcali e acido soluveis, o teor
médio foi de cerca de 92%.

8. Todas as fragdes isoladas apresentaram proteinas em sua composi¢ao, em
geral entre 2 a 8% em relagdo parede bruta, com excegao da glicoproteina que
apresentou 23,5 e 13,3% para PBR e PBI, respectivamente.

9. A glicoproteina, fragdes GPR e GPI, representam, respectivamente, 16,7 e
11,2%, em relacéo & parede celular seca. A fracdo B das glicoproteinas é a mais
abundante, representando 56 e 44% da GPR e GPI, respectivamente. O
polissacarideo da fragdo B, que pode der considerado a fragdo de glicoproteina
purificada, teve sua estrutura identificada como uma a-D-(1-56) manopiranana 2-
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O-substituida, com ramificagSes a-D(1-52) manopiranosidicas e uma unidade

terminal ndo redutora a-D-(1—3) manopiranosidica.

10 . A manana, fragdes MNR e MNI, representam respectivamente, 7,1 e 7,8% da
parede celular seca. O polissacarideo presente foi identificado como uma a-D-
(156) manopiranana 2-O-substituida, com ramificagbes  a-D-(1-2)
manopiranosidicas e uma unidade terminal ndo redutora a-D{(1-53)

manopiranosidica.

11. A glucana insolavel, fracbes GIR e Gl sio majoritarias na composi¢io da
parede, representando respectivamente, cerca de 59 e 64% da parede celular
seca. O polissacarideo dessas fragbes foi identificado como uma glucana B-D-

(1-3) glucopiranana.
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