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Figura 20. Superficie celular da S. cerevisiae ATCC 26602, na presenca

das células de C. cellulans YLM-B191-1 produtoras das enzimas

liticas, por 20 horas & temperatura ambiente (Amostra D).
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Figura 21. Superficie celular da S. cerevisiae ATCC 26602, na presenca
das células de C. cellulans YLM-B191-1 produtoras das enzimas
liticas, por 20 horas a temperatura ambiente (Amostra E). 151
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RESUMO

Este trabalho objetivou o isolamento de microrganismos capazes de
produzir enzimas que lisam a parede celular de leveduras, a produgao, purificagao
e caracterizacao de p-1,3-glucanase litica. As bactérias liticas foram isoladas de
lodo da usina de acucar e alcool Santa Helena, Piracicaba, SP. As bactérias liticas
isoladas aderiram-se as células viaveis de Saccharomyces cerevisiae 701 e
lisaram-nas. A linhagem YLM-B191-1, selecionada para o estudo, foi identificada
através das caracteristicas bioguimicas e fisiolégicas como Cellulomonas
cellulans. Para a produgao da B-1,3-glucanase litica, a linhagem de C. cellulans
YLM-B191-1 foi cultivada em meio composto de 15 g de levedura seca; 2,0gde
(NH4)SOs; 13,6 g de KH:POs; 4,29 de KOH; 0,2 g de MgS0O,7H20; 0,001 g
de Fe,(S04)3 6H,0; 1 mg de biotinae 1 mg de tiamina por litro. A g-1,3-glucanase
foi purificada do sobrenadante do meio de cultura através de ultrafiltracao e
cromatografia em coluna de CM-Sepharose CL-6B. A enzima purificada
apresentou atividade otima a 55°C e na faixa de pH entre 4,5 a 6,5. A -1,3-
glucanase purificada apresentou estabilidade na faixa de pH 5,5 a2 6,5 e foi
inativada em temperaturas superiores a 55°C. A massa molecular da f-1,3-
glucanase purificada foi estimada em 17 1 kDa através de SDS-PAGE. A B-1,3-
glucanase purificada hidrolisou as ligagdes B-1,3-glicosidicas da laminarina
atuando como uma endoenzima. Atraveés de microscopia eletronica de varredura,
observou- se que as enzimas liticas da linhagem de C. cellulans YLM-B191-1

foram capazes de alterar a superficie celular de leveduras.
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SUMMARY

The objective of this research was to isolate microorganisms which
produced yeast cell wall lytic enzymes and to study the production, purification and
characterization of a lytic B-1,3-glucanase. The yeast-lytic bacterium was isolated
from the sludge of the Santa Helena sugar and alcohol factory in Piracicaba, SP.
The isolated yeast-lytic bacterium adhered to viable cells of Saccharomyces
cerevisiae 701 and lysed them. The yeast-lytic bacterium YLM-B191-1, selected for
this study, was identified as Cellulomonas cellulans, from its biochemical and
physiological characteristics. The strain C. cellulans YLM B191-1 was cultivated in
a medium containing (per liter) 2.0 g of (NH4);SO4; 13.6 g of KH2PO4; 4.2 g of
KOH: 0.2 g of MgSO,7H,0; 0.001 g of Fex(SO4); 6H20 and 1 mg each of biotin
and thiamin being supplemented with 15 g of dried yeast as the carbon source for
the production of B-1,3-glucanase. The B-1,3-glucanase was purified from the
culture fluid of C. cellulans YLM-B191-1 by ultrafiltration and CM-Sepharose CL-6B
column chromatography. The purified enzyme showed greatest activity at 55°C
and between pH 4.5 — 6.5. The purified B-1,3-glucanase was stable in the range
from pH 5.5 to 6.5 and was inactivated by heating at temperatures above 55 °c.
The molecular weight of purified 8-1,3-glucanase was estimated at about 17.1 kDa
by SDS-PAGE. The B-1,3-glucanase hydrolyses the -1,3-glucosidic linkages of
the laminarin acting as an endoenzyme. Scanning electron microscopy showed
that lytic enzymes from C. cellulans YLM-B191-1 were able to modify the cellular

surface of yeast.
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1- INTRODUGAO

A parede celular de leveduras tem muitas fungoes, como: protegao fisica,
estabilidade osmotica, suporte para enzimas, ligantes de compostos, adesao
célula-célula, permeabilidade como barreira seletiva (Stratford, 1994) e também e
responsavel pela forca mecanica da celula (Klis, 1994). A estrutura manana-
proteina & responsavel pela protecdo da célula contra danos externos e pela
porosidade da parede celular (Bacon et al., 1970), enquanto, a camada de glucana
é responsavel pela integridade estrutural da parede celular perante choques

mecanicos e desequilibrio osmotico (Zlotnik et al., 1984).

A parede celular de leveduras tem sido descrita como uma das paredes
mais resistentes e rigidas de todos os microrganismos; composta de uma
estrutura complexa, formada por vérios biopolimeros, incluindo manana, proteinas,
glucana e pequena quantidade de quitina (Hunter & Asenjo, 1988). Enzimas
capazes de lisar células de leveduras tém sido encontradas em diversos
organismos, como nas bactérias Cytophaga johnsonii (Bacon et al., 1970),
Arthrobacter luteus (Doi et al., 1973), Flavobacterium dormitator var.
glucanolyticae (Nagasaki et al., 1976), Oerskovia sp CK (Obata et al., 1976; Obata
et al., 1977a e b), Rarobacter faecitabidus (Yamamoto et al., 1988), R. incanus
(Goto-Yamamoto et al., 1993b) e Bacillus alcalophilus (Yeo et al., 1998). Estas
bactérias tém sido isoladas a partir do lodo ativado de sistemas de tratamento de
4gua de industrias de alimentos e de bebidas alcoolicas (Hasuo et al., 1984). As
enzimas B-1,3-glucanases e proteases sao os principais componentes dos
sistemas liticos capazes de lisar e romper células de leveduras. Esse sistema é
formado por outras enzimas, como: -1,3-glucanases e proteases nao liticas, -
1,6-glucanase, mananase e quitinase que permitem ao microrganismo hidrolisar
todos os componentes da célula de levedura (Hunter & Asenjo, 1988). Estas
enzimas tém um grande potencial no rompimento controlado e seletivo da parede
celular de leveduras (Andrews & Asenjo, 1987b). Elas tém sido estudadas nao

apenas como ferramenta para estudos da composi¢cdo da parede celular de



leveduras, mas também como reagentes no preparo de protoplastos de leveduras
(Hunter & Asenjo, 1988), como instrumentos essenciais utilizados na fusdo de
células (Kitamura, 1982a) ou em aplicagbes biotecnoldgicas, como na
transformagao e engenharia genética de leveduras (Kitamura, 1982c). Essas
enzimas podem ser utilizadas na produgéo de ragéo animal, de proteina de celula
unica (“single- cell” protein - SCP) de grau alimenticio, de carboidratos funcionais
da parede celular, para extracdo de enzimas como invertase ou como pré-
tratamento para ruptura mecanica da célula para aumentar a eficiéncia e diminuir
o requerimento de energia (Hunter & Asenjo, 1987). As enzimas liticas podem
também, ser usadas na produgao de extratos de leveduras (Ryan & Ward, 1988)
ou no controle de microrganismos de importancia médica, como a Candida
albicans (Molina et al., 1989). Alguns estudos tém sugerido a producao de plantas
transgénicas com alta resisténcia a fungos patogénicos pela expressdo de
enzimas liticas (Leah et al., 1991). Cervejarias tém demonstrado grande interesse
na degradacao enzimatica de B-1,3-glucana de cevada que acumula durante o
processo de fermentacao da cevada para facilitar a filtragdgo da mesma (Copa-
Palatifio et al. 1989; Ducroo & Delecourt, 1972).

O trabalho objetivou o isolamento e selegdo de microrganismos que lisam a
parede celular de leveduras. Estudou-se a produgao, purificagéo e caracterizagao
da enzima litica B-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 e sua

acao litica na parede celular de levedura.




2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Parede celular de leveduras

Os estudos da composicao da parede celular de leveduras de panificacao
(Saccharomyces cerevisiae) tém mostrado que € uma estrutura complexa de
polissacarideos, como glucana, manana e pequenas quantidades de quitina,

fosfato, lipidios, proteinas e enzimas (Bacon et al., 1966 e Manners et al., 1973).

A estrutura dos polissacarideos, componentes da parede celular de
leveduras, tem sido objeto de inimeros estudos. Fleming et al. (1966), estudaram
a camada de glucana da parede celular de leveduras de panificagéo e, verificaram
que o comprimento das cadeias ndo ramificadas de residuos de glicose tem um
efeito marcante na solubilidade das B-1,3-glucanas. A laminarina soltvel, um
polissacarideo com ligagoes B-1,3, apresentou baixo grau de ramificagado com
ligagdes B-1,6, e cadeia de comprimento médio variando de 7 a 10 residuos de

glicose (citado por Manners et al., 1973).

Lampen (1968) verificou que o polimero de manana da parede celular €
formado por unidades de manose unidas por ligagdes a-1,2, a-1,3 e a-16 € €
ligado covalentemente a peptideos formando glicopeptideos (citado por
Yamamoto & Nagasaki, 1975a).

Bacon et al. (1969) citaram que o conceito de uma parede celular de
leveduras com duas camadas, uma de manana- proteina e a outra de glucana,
tem sido baseado em estudos minuciosos da estrutura das cicatrizes de
brotamento. A superficie celular mostrou-se irregular e foram observados algumas
crateras. Segoes ultrafinas mostraram que essas crateras nao sao partes expostas
de uma camada interna, mas sim uma cicatriz desenvolvida, como uma marca

auténtica, entre a célula mae e a célula filha. Os autores relataram que a camada
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de manana- proteina sobrepoe a camada de glucana, e isto poderia explicar a
resisténcia das células vivas de leveduras ao ataque das misturas enzimaticas,

como [3-1,3-glucanases, elaboradas por alguns microrganismos.

Manners et al. (1973) relataram que as moléculas de laminarina insoltvel
sao essencialmente lineares, e contém cerca de 15 a 20 residuos de glicose. Por
analogia, o grau de ramificagdo € muito baixo nas moléculas, relativamente
grandes, de B-1,3-glucanas de leveduras de panificagéo (S. cerevisiae) de modo
que devem estar presentes, segmentos lineares de residuos de glicose com
ligagGes B-1,3 e, no minimo alguns destes poderiam estar alinhados juntos, inter e
intra molecularmente, para formarem um agregado insolivel ou um gel,
dependendo do solvente potencial e da temperatura. Esses autores relataram que
o principal componente estrutural da parede celular de levedura é p-1,3- glucana
insolivel em alcali com 3 a 6 % de ramificacdes B-1,6. As observagées
microscopicas mostraram a agregagao destas microfibras na parte interna da
parede celular. A glucana solivel em alcali tem estrutura quimica semelhante a
insoluvel, mas apresenta maior nimero de ramificagdes B-1,6. A glucana alcali-
soluvel representa aproximadamente 20 % da parede celular e a analise estrutural
revelou a presenca de 80 — 85 % de ligagoes B-D- 1,3; 8 a 12 % de ligagdes B- D-
1,6 e 3 —4 % de residuos de ramificagdes ligados por C-1, C-3 e C-6.

Kaneko et al. (1973) testaram 26 linhagens dos géneros Saccharomyces e
Candida, e certificaram que as células de leveduras foram mais facilmente lisadas
enzimaticamente apds tratamento com calor, exceto para a linhagem S.
carsbergensis KI 4055. A susceptibilidade das leveduras a acdo enzimatica variou
com género e espécie. A maioria das linhagens de levedura Candida foram menos
susceptiveis a agao enzimatica do que as linhagens de Saccharomyces, mas apos
tratamento com 2-mercaptoetanol as linhagens de Candida tornaram-se tao
susceptiveis quanto as linhagens de Saccharomyces. As linhagens de
Rhodotorula e Sporobolomyces nao mostraram-se susceptiveis a acao enzimatica,
iIsso porque as suas células nao contém glucana na parede celular, mas sim

quitina e manana.




Kopecka et al. (1974) estudaram a ultraestrutura da parede celular de
isolados de S. cerevisiae durante a fase exponencial e a fase estacionaria. Os
autores verificaram que as regioes de brotamento de leveduras séo estruturas
resistentes ao efeito das pB-1,3-glucanases. Esta enzima pode ser usada nos
estudos da rede microfibrilar de leveduras e também para a recuperacao de
protoplastos. O desaparecimento por completo das microfibrilas, apdés o
tratamento com as p-1,3-glucanases de S. versatilis, confirmou que estes
componentes fibrilares sdo constituidos de glucanas com ligagdes -1,3. Os
autores relataram que as moléculas ramificadas de glucana apresentam papel
importante, permitindo a associagdo das cadeias mais afastadas de
polissacarideos com outras moléculas de ramificagdes superficiais, dando origem
a um componente fibrilar continuo. A representagao qualitativa da molécula de
glucana ramificada poderia refletir na densidade da rede que forma a camada de

glucana.

Kreger & Kopecka (1976) confirmaram a posi¢ao interna da fragcdao de
glucana na parede celular de leveduras, através de observagdes em microscopio

eletrénico.

Katohda et al. (1976) salientaram que, a maioria dos estudos da
composicdo da parede celular foi realizada em células de leveduras na fase
estacionaria de crescimento. Estudos realizados com células filhas jovens de
leveduras mostraram que, o conteido de glucana insoluvel da parede celular foi
muito menor, ao passo que o conteudo de glucana alcali soluvel foi,

correspondentemente, maior do que nas células velhas.

Fleet & Manners (1976) confirmaram que a parede celular de S.
carlsbergensis continha, aproximadamente, 20 % de glucana alcalina insoluvel,

sendo que a sua maioria continha ligacoes 3-1,3-D.

De acordo com o modelo da parede celular de leveduras, proposto por

Obata et al. (1977b), as moléculas de proteinas estao localizadas na camada de

hn



manana e distribuidas esporadicamente na rede de glucana da parede de

levedura, como um material ligante.

Hinton & Pressey (1980) relataram que as glucanas sao encontradas em
microrganismos e plantas superiores como principais componentes da parede
celular, como material citoplasmatico ou material de reserva vacuolar, e como
substancias extracelulares. As glucanas sdo polimeros nado ciclicos de
anidroglicose unidos por ligagdes B-1,3 glucosidicas contendo ramificagdes de
ligagbes [(-1,6, as quais pertencem a uma das classes mais abundante de

polissacarideos.

Valentin et al. (1987) relataram que a parede celular de levedura pode
compor 30 % do peso seco de sua célula, e portanto, a sua sintese representa um

investimento consideravelmente importante para a levedura.

Hunter & Asenjo (1988) relataram que a parede celular de Saccharomyces
sp., € composta principalmente por uma complexa estrutura dos biopolimeros
manana, proteina e glucana e pequena quantidade de quitina. Os autores
consideraram que a parede celular de leveduras nao € quimicamente uniforme e a
sua estrutura fisica € anisotrépica, formada por duas barreiras, sendo uma
camada externa de manana e proteinas que estdo sempre juntas na forma do
complexo manana- proteina e, uma camada interna formada de uma mistura de p-
1,3 e B-1,6 glucanas. Cerca de 50 — 60 % da parede corresponde a glucana
composta de moléculas de glicose unidas por ligagées p-1,3 e B-1,6 e o restante
corresponde ao complexo manana- proteina e algumas glicoproteinas ligadas a

parede e ao periplasma.

Klis (1994) relatou que a maioria dos estudos de composicdo da parede
celular de levedura mostravam uma estrutura estatica de composigdo constante,
mas que a mesma tem uma estrutura altamente dinamica. O conteudo de glucana
alcali insoluvel € muito maior em células velhas do que nas células filhas- jovens,
pois a glucana alcali-soluvel, depositada na parede celular, se liga,

posteriormente, a quitina, tornando-se alcali-insoltvel.
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Van Der Vaart et al. (1995) consideraram que a glucana constituia a
camada interna da parede celular, e as mananas-proteinas estavam embebidas
na camada de glucana e encobriam a mesma. As mananas-proteinas protegiam a

estrutura de glucana contra a agao das glucanases.

Osumi (1998) estudou e observou a ultraestrutura e a formacao da parede
celular da levedura Candida albicans com um microscopio eletrénico de varredura
(SEM) e com um microscopio eletrénico de transmissao (TEM). A autora verificou
que os protoplastos de C. albicans que foram regenerados pela sintese das
microfibrilas da sua superficie, apresentaram uma imensa rede ou malha de

longas fibrilas. Esta estrutura microfibrillar era formada de cadeias de -1,3-

glucana que foram quebradas apés tratamento com 3-1,3-glucanase.

Mrsa & Tanner (1999) e Mrsa et al. (1999) relataram que a parede celular
de S. cerevisiae contém cerca de 20 manana-proteinas. Estas apresentam
diferentes fungdes na sintese, manutencdo e modificagdo da parede, em
diferentes estagios de desenvolvimento das células ou outras condices. Aléem

disso, s&o importantes para a interacdo das células com o meio ambiente.

Kapteyn Et Al. (1999), Popolo & Vai (1999) E Kapteyn et al. (2000) citaram
que a parede celular de leveduras consiste de quatro classes de macromoléculas,
denominadas: proteinas de parede celular, p-1,6-glucanas, B-1,3-glucanas e
quitinas, que estao interconectadas por ligagoes covalentes. Os autores relataram
que a composicdo molecular da parede celular nao é fixa. A parede € uma
estrutura dinamica, pois a célula pode ter ajustes consideraveis na composi¢ao e
estrutura durante o ciclo celular ou em resposta as condigdes de desenvolvimento,

como oxigénio, nutrientes, temperatura e pH.

Gacto et al. (2000) sugeriram que a camada de glucana que compde a
parede de células de leveduras, ndo esta diretamente acessivel a endo B-1,3-
glucanase purificada e que componentes proteicos externos previnem a quebra
destes polimeros na célula inteira. Eles propuseram que as proteases agem,

sinergicamente, com a p-1,3-glucanase e que a agao primaria das proteases,
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sobre os componentes da superficie, permitem a solubilizagao subsequente da

camada interna de glucana conduzindo a lise.

2.2- Microrganismos produtores de enzimas liticas

Em 1965, Webley et al., isolaram da superficie de raizes de gramineas, a
bactéria Cytophaga johnsonii, produtora de enzimas capazes de lisar leveduras.
Esta bactéria cresceu em meio contendo sais minerais, 0,1 % de peptona e
1 mg / mL de parede celular como indutor. Os autores observaram que, existia
uma barreira que dificultava a agao das B-glucanases produzidas pela bactéria na
lise da parede celular da levedura. Por este motivo, foi sugerido a necessidade da
degradacéo dessa barreira usando-se autoclavagem das células, tratamento com
tiol, tratamento com alcali ou mesmo, um tratamento enzimatico (citado por Bacon
et al., 1970).

A agao litica da lisozima, extraida da clara de ovo, sobre microrganismos ja
era ha muito tempo conhecida, porém muitas bactérias apresentavam resisténcia
a estas enzimas. Na década de 60, com a necessidade de se desenvolver novas
técnicas para o estudo da estrutura quimica da parede celular desses
microrganismos, teve inicio o interesse pelas enzimas liticas microbianas. Ward &
Perkins (1968) sugeriram que para a investigacdo da parede celular e dos
componentes intracelulares dessas bactérias resistentes a lisozima havia a

necessidade do isolamento de enzimas mais apropriadas.

Kitamura & Yamamoto (1972) isolaram de residuos de cervejarias,
linhagens de Arthrobacter luteus capazes de lisar parede celular de leveduras. Os
autores observaram a induc@o da produg&o de enzimas com atividade de lise de
células de leveduras quando os microrganismos foram cultivados em meio

contendo células de leveduras ou $3-1,3- glucana como fonte de nutrientes.




Yoshimoto & Tsuru (1972) isolaram Streptomyces griseus com capacidade
de lisar as células de Staphylococcus aureus. A preparagao enzimatica bruta
produzida por S. griseus mostrou, aparentemente, uma alta atividade litica sobre
células intactas de S. aureus. Dois tipos de enzimas, F1 e F2 que lisam S. aureus,
foram altamente purificadas do caldo de cultura da cepa S. griseus S-35. Estas
enzimas atuam como uma lisozima e uma peptidase chave. No entanto, a
atividade das enzimas isoladamente foi baixa, e verificaram que, a acgao
enzimatica foi dependente da acéo sinérgica de todas elas. Se estas duas
enzimas fossem combinadas e incubadas com células de S. aureus, a lise seria

notavelmente maior.

Yamamoto & Nagasaki (1975a) isolaram Flavobacterium dormitator var.
glucanolyticae de amostras de solo, uma bactéria produtora de enzimas
glucanoliticas. Esta bactéria foi testada para a produgdo de mananase e produziu
uma exo- a-1,2-mananase que reage em camada de manana da parede celular de
diferentes espécies de Saccharomyces. Como residuos da acado desta enzima
sobre a manana, foram obtidos manose ([M:]), manotriose ([M3]) e manotetraose
([M4]). Esta agao enzimatica a camada de manana da levedura removeu unidades
sucessivas de monossacarideos com ligagées a-1,2, a partir do final ndo- redutor.
Entretanto, estas enzimas requeriam ligagoes «-1,2 manosidicas para sua acao,
diferentes das enzimas a-1,2-manosidases de Arthrobacter que rompiam ligacoes

a-1,2 e a-1,3 de manose.

Yoshimoto et al. (1975) isolaram cepas de Streptomyces sp P-51 de solo,
que produzem, extracelularmente, enzimas liticas ativas, capazes de agir contra
células de Pseudomonas IFO 3448. A maioria das enzimas liticas mostraram
atividade sobre bactérias Gram positivas, como por exemplo, Micrococcus
lysodeikticus e Bacillus subtilis, e foram inertes sobre bactérias Gram negativas,
exceto para a Streptomyces sp P- 51.



Hayashi et al. (1981a e b) isolaram de amostras de solo, linhagens de
Streptomyces rulgersensis, que apresentaram atividade litica contra células

liofilizadas de Streptococcus faecalis sp.

Hasuo et al. (1984) e Yamamoto et al. (1984) isolaram microrganismos que
lisaram leveduras (YLM) a partir de lodo ativado de tanques de sistemas de
tratamento de agua de industrias de alimentos e de bebidas alcodlicas no Japao.
Estas bactérias se aderem a célula e lisam a parede celular de espécies de

Saccharomyces cerevisiae, Hansenula e Candida.

O género Oerskovia, do grupo das bactérias corineformes, produzem
enzimas que lisam a parede celular de leveduras. De acordo com Lechevalier &
Lechevalier (1984) essas bactérias podem ser encontradas no solo, em plantas
em decomposi¢éo, na agua de esgoto de cervejarias, em géis de hidroxido de
aluminio e algumas espécies podem ser encontradas inclusive em amostras de

sangue.

Doi & Doi (1986) construiram uma bactéria recombinante com capacidade
de produzir B-1,3-glucanase. Esses autores inseriram e clonaram o gene de uma
B-1,3-glucanase da linhagem de Arthrobacter YCWD3 em células de Escherichia
coli HB101. Os plasmideos recombinantes inseridos corretamente no DNA foram
clonados pelas células transformadas de E. coli. Em meio agar contendo células
de leveduras de panificagdo ou glucanas de levedura, uma zona clara ao redor
das colénias transformantes de E. coli foi verificada e mostraram ser capazes de

lisar parede celular.

Yamamoto et al. (1987) isolaram bactérias do lodo ativado do sistema de
tratamento de agua de fabricas de alimentos e cervejarias. Todos os 36 isolados
semelhantes, mostraram capacidade de aderir-se a superficie de todas as células
viaveis das espécies Saccharomyces cerevisiae e Hansenula, e de algumas
especies de Candida, aglutinando- as e lisando- as. Quando inocularam bactérias
YLM-1 e leveduras em Agar nutriente observaram que as linhagens YLM-1 lisaram

as colonias de leveduras e cresceram ao seu redor formando coldnias satélites de
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YLM-1, mas néo cresceram ao redor das colénias intactas. Os autores relataram a
necessidade de um fator de crescimento, e concluiram que tais bactérias
necessitavam de compostos hemes ou hemeproteinas, catalases ou peroxidases
de raiz forte, como fator de crescimento. As bactérias YLM-1 foram capazes de
crescer em meio contendo células de leveduras, como Unica fonte de carbono e
nitrogénio. A atividade litica foi detectada em caldo de cultura concentrado, e as

enzimas liticas foram produzidas na superficie da célula da bactéria YLM-1.

DOI & DOI (1986), construiram uma bactéria recombinante com capacidade
de produzir B-1,3- glucanase. Esses autores, inseriram e clonaram o gene de uma
-1,3- glucanase da linhagem de Arthrobacter YCWD3, em células de Escherichia
coli HB101. Os plasmideos recombinantes inseridos corretamente no DNA foram
clonados pelas células transformadas de E. cofi. Em meio agar contendo células
de leveduras de panificagao ou glucanas de levedura, verificaram uma zona clara
ao redor das colonias transformantes de E. coli, que mostraram ser capazes de

lisar parede celular.

YAMAMOTO et al. (1987), isolaram bactérias do lodo ativado do sistema de
tratamento de agua de fabricas de alimentos e cervejarias. Todos os 36 isolados
semelhantes, mostraram capacidade de se aderir a superficie de todas as células
viaveis das espécies Saccharomyces cerevisiae e Hansenula, e de algumas
espécies de Candida, aglutinando- as e lisando- as. Quando inocularam bactérias
YLM- 1 e leveduras em Agar nutriente, observaram que as linhagens YLM- 1
lisaram as coldnias de leveduras e cresceram ao seu redor formando coldnias
satélites de YLM- 1, mas n&o cresceram ao redor das coldnias intactas. Os
autores relataram a necessidade de um fator de crescimento, e concluiram que
tais bactérias necessitavam de compostos hemes ou hemeproteinas, catalases ou
peroxidases de raiz forte, como fator de crescimento. As bactérias YLM- 1 foram
capazes de crescer em meio contendo células de leveduras, como Unica fonte de
carbono e nitrogénio. A atividade litica foi detectada em caldo de cultura
concentrado, e as enzimas liticas foram produzidas na superficie da célula da
bactéria YLM-1.
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Yeo et al (1998) isolaram uma linhagem de Bacillus alcalophilus subsp
YB380, que produzia uma hidrolase extracelular que lisava a parede celular de
levedura em pH alcalino. A enzima apresentou atividade 6tima em pH 9,0 a 60°C

e 0 peso molecular foi estimado em 27.000 Da.

Gacto et al. (2000) estudaram o crescimento de Micromonospora chalcea,
um actinomiceto, em meio contendo laminarina como fonte de carbono, para
induzir a producdo de um sistema de enzimas extracelulares capazes de lisar

células de varias espécies de leveduras.

2.3- Caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas de microrganismos que

lisam leveduras

Em 1947, Conn & Dimmick classificaram e descreveram pela primeira vez o
género Arthrobacter (consideragdes relatadas por Keddie et al, 1986). Estas
bactérias tiveram como principal habitat o solo, mas também podiam ser
freqlientemente encontradas em lodo ativado, em peixes e no fundo do lixo. As
bactérias do género Arthrobacter caracterizaram-se por apresentarem o ciclo de
crescimento bastonete- cocos em meio complexo. Na fase exponencial a cultura
foi composta inteiramente por bastonetes irregulares e entao, na fase estacionaria
foram se transformando em cocos de 0,6 - 1,0 um de didmetro. Ambas as formas
foram Gram- positivas que se descoloriram rapidamente. Algumas células
arranjaram-se em forma de V, mas outras em formas mais complexas. N&o
formaram esporos. Os bastonetes, normalmente, ndo apresentaram motilidade,
mas poderiam ter motilidade, ocasionalmente. Os microrganismos eram
obrigatoriamente aerébios. A temperatura 6tima de crescimento foi 25 — 30°C; a
maioria cresceu entre as temperaturas 10 — 35°C, muitas cresceram a 5°C e
poucas a 379C. Cresceram razoavelmente bem em meio com extrato de levedura
e peptona em pH proximo ao neutro. Pouco ou nenhum acido foi produzido a partir

da glicose e de outros aglcares em meio com peptona. As bactérias sao catalase-
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positiva e hidrolisam freqlientemente a gelatina. Em Agar com levedura e peptona,
as colonias apresentaram 3 - 5 mm de diametro e mostraram freqiientemente a
cor creme, mas algumas vezes amarela; poucas espécies produziram pigmento

azul, mas somente em meio especifico.

Yamada & Komagata (1970a e b) discutiram o critério de identificacao
microbiana, baseado no conteudo C + G do DNA, usado para identificar linhagens
de bactérias corineformes, isoladas de solo. Eles verificaram que os géneros,
Corinebacterium, Arthrobacter, Microbacterium e Brevibacterium, nao exibiram
uma taxa especifica para o conteudo de C + G e, portanto, cada género ndo pode
ser definido com base, somente, desta analise. Concluiu- se que, exceto para
Cellulomonas, os demais géneros da categoria das bactérias corineformes, sao

taxonomicamente heterogéneos.

Rogosa et al. (1974) relataram algumas caracteristicas morfolégicas do
grupo de bactérias corineformes. Estes microrganismos mostram formagao de
bastonetes irregulares e em formas de V, nao formam esporos, e sado Gram-

positivas.

Komura et al. (1975) isolaram do ar microrganismos que produziram
enzimas liticas de leveduras. Os isolados tinham formas de bastonetes Gram
positivos e eram aerobios, ndo formavam endo- esporos, mas eram catalase
positivo. Estes microrganismos formavam micélios ramificados no substrato que
normalmente se quebravam em células filhas moveis. As cepas produziram um
pigmento amarelo, reduziram nitrato, hidrolisaram amido e liquefizeram gelatina.
Estes microrganismos continham lisina na parede celular e o conteudo C + G do

DNA foi 71,2 %. Esta cepa foi identificada como pertencente ao género Oerskovia.

Scott & Schekman (1980) usaram a linhagem Oerskovia xanthineolytica
LL-G109 em meio M63 descrito por Sistrom (1958), para a produgao de uma
preparacao bruta de lyticase contendo endoglucases e proteases ativas, que
agem sinergicamente na lise das células de leveduras. Este organismo foi isolado

e identificado, originalmente, como Arthrobacter luteus 73-14 por Yashishi
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Yamamoto (Kirin Brewery, Takasaki, Gunma, Japan). Esta linhagem foi,
posteriormente, reclassificada por Mary Lechevalier (Rutgers University, New

Jersey) como Oerskovia xanthineolytica LL-G109.

A classificacao e a identificagdo microbiana, é realizada através de testes
bioquimicos, taxonémicos e quimiotaxonémicos. Miller (1982) considerou gue os
acidos graxos metil ésteres (FAME), sdo importantes constituintes do envelope
celular e relatou que a analise da composi¢do dos mesmos tem sido reconhecida
como ferramenta quimiotaxondmica valiosa para a classificacao e identificacao de
bactérias. Novas técnicas de identificacdo, as quais baseiam- se nos perfis dos
FAMEs da parede celular e nas analises de oxidagdes de fontes de carbono pelo

microrganismo, estdo sendo desenvolvidas por alguns autores.

De acordo com Collins & Cummins (1984) as bactérias do género
Corynebacterium caracterizam-se por apresentarem bastonetes retos ou
levemente curvados. Sdo Gram positivas, ndo formam esporos, nem apresentam
motilidade. S&ao aerdébios facultativos, mas alguns s3o aerébios. Os
microrganismos sdo catalase-positiva. A maioria dessas bactérias cresce em
temperaturas de 30 a 37°C e produzem &cido a partir da glicose e outros agucares
em meio com peptona. Para o crescimento celular elas necessitam de uma ou

mais vitaminas, aminoacidos, purinas e pirimidinas.

Yamamoto et al. (1988) descreveram as caracteristicas das bactérias
Rarobacter gen. nov. capazes de lisar a parede celular de leveduras. Os
microrganismos apresentaram forma de bastonetes irregulares de 0,2 a 0,3 por
0,8 a 1,0 um, coloragao Gram positiva, mas descoradas. Apresentaram motilidade
por multiplos flagelos e ndo formaram esporos. Essas bactérias foram
quimiorganotréficas, e apresentaram crescimento 6timo a 30°C e na faixa de pH 6
a 8. Essas bactérias nao reduziram nitrato para nitrito, utilizaram sal de aménio
como fonte de nitrogénio, mas ndo o nitrato. Produziram acidos, aerdbia e
anaerobiamente, a partir de D-glicose e D-manose, mas ndo a partir de L-
arabinose ou L-ramnose. As bactérias Rarobacter sp hidrolisaram amido, caseina

e gelatina, mas nao a celulose e nem produziram acetoina e indol. Apresentaram
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testes positivos para oxidase. As bactérias Rarobacter faecitabidus sp nov
(YLM-1) sa@o aerobias facultativas e necessitam de compostos heme ou
hemeproteinas junto com biotina e tiamina para o crescimento aerobio e apenas
de diéxido de carbono para o crescimento anaerobio. No agar nutriente contendo
catalase as colonias foram amarelo- claras, opacas, circulares, convexas, inteiras
e lisas. As bactérias produziram acido, aerébia e anaerobiamente, a partir de
glicose, D-frutose, D-manose, maltose, celobiose, dextrina, arbutina, mas néo a
partir de L-arabinose, L-ramnose, D-galactose, L-sorbose, lactose, trealose,
rafinose, inulina, glicerol, eritritol, manitol, D-sorbitol, inositol, esculina ou a-metil-
D-glicose. Nao produziram H,S. Foram microrganismos DNAse e urease negativos
e catalase positivo. A composicao de bases de DNA foi 65,7- 66,1 mol % de G+C
determinada por CLAE. A composi¢ao de aminoacidos do peptideoglicano da
parede celular foi D-Ala, L-Ala, D-Glu, L-Orn e D-Ser (1:1:2:1:1). Esta bactéria
adere-se a parede de leveduras do género Saccharomyces e Hansenula, aglutina-
se a elas e provoca sua lise. Os autores relataram que o acido 12-
metiltetradecanoico (anteiso-Cq5) compde quase 50 % dos acidos graxos da
parede celular do novo género Rarobacter gen. nov. Com base na comparagao
desses acidos graxos e na composicao dos peptideoglicanos encontrados nas
parede celular desses isolados, comparando-os com aqueles encontrados em
outros géneros, descritos na literatura, foi sugerido um novo género para estas

linhagens.

Keddie et al., citado por Williams et al. (1989), verificaram que duas
linhagens de Cellulomonas assimilaram, respectivamente, 16 e 28 dos 180
compostos organicos testados. Estas espécies utilizaram como Gnica ou como
principal fonte de carbono e energia os seguintes compostos: celulose, amido, D-
xilose, L-arabinose, D-glicose, D-manose, D-galactose, celobiose, maltose,
trealose e sacarose. Membros deste género produzem enzimas que degradam
celulose (citagado de Stackebrandt & Keddie, 1989)

De acordo com Lechevalier & Lechevalier (1989), citado por Williams et al.
(1989), as bactérias do género Oerskovia foram isoladas de solos, de matéria

vegetal em decomposigdo, esgoto de cervejarias e em amostras de sangue. As
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ativa e ornitina, enquanto a Oerskovia apresentou a formagao de micélio. Porém,
atualmente, a C. cellulans esta relacionada aos membros de Oerskovia, com base
na analise comparativa de RNAr-16S e pela homologia do DNA, auxiliado pelas

caracteristicas quimiotaxonémicas.

Stackebrandt & Keddie (1989) citado por Williams et al. (1989), e
Stackebrandt & Prauser (1991) relataram que a Oerskovia xanthineolytica, um
actinomiceto que lisou célula de leveduras, anteriormente conhecida como
Arthrobacter luteus, agora com base em analises quimitaxonémicas, pode ser

considerada como um sinénimo subjetivo de Cellulomonas cellulans.

Goto-Yamamoto et al. (1993a) isolaram bactérias corineformes que lisam
leveduras de amostras de solo, de flores, de alimentos fermentados. Estas
bacterias foram identificadas como linhagens de Rarobacter incanus que diferiram
da bactéria R. faecitabidus na composicao de aminoacidos dos peptideoglicanos
da parede celular, na quantidade porcentual de G+C no DNA e na atividade de
catalase. R. faecitabidus tem residuo de serina no peptideoglicano da parede
celular. O grupo de bactérias YLM-32, no qual se encontra R. incanus, apresentou
64,6 a 65,5 mol % de G+C enquanto que R. faecitabidus sp nov. apresentou 65,7
a 66,1 mol %.

Goto-Yamamoto et al. (1993b) isolaram no Brasil, 50 linhagens de bactérias
que produziram enzimas capazes de lisar células de leveduras. Estas bactérias
foram isoladas a partir da agua de sistemas de tratamento de residuos de
industrias de alimentos e de bebidas alcodlicas, amostras de madeira, como
também de flores e frutos, ricos em acucares fermenteciveis. No entanto, estas
bactérias foram isoladas com uma freqiiéncia bem maior, de alimentos
fermentados, de agua e de madeira do que de flores e frutos. Das 271 amostras
foram isoladas 50 linhagens, sendo que 46 linhagens de bactérias, que lisam
Saccharomyces cerevisiae e requerem heme proteina para crescimento aerébico
foram identificadas como Rarobacter e subdivididas em 3 grupos: R. faecitabidus
YLM-1, R. incanus YLM-32 e um grupo nao identificado foi denominado YLM-115.

As outras quatro linhagens Gram positivas ndo exigiram grupo heme para o
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Arthrobacter luteus, agora com base em analises quimitaxondmicas, pode ser

considerada como um sindnimo subjetivo de Cellulomonas celluians.

Goto-Yamamoto et al. (1993a) isolaram bactérias corineformes que lisam
leveduras de amostras de solo, de flores, de alimentos fermentados. Estas
bactérias foram identificadas como linhagens de Rarobacter incanus que diferiram
da bactéria R. faecitabidus na composi¢ao de aminoacidos dos peptideoglicanos
da parede celular, na quantidade porcentual de G+C no DNA e na atividade de
catalase. R. faecitabidus tem residuo de serina no peptideoglicanc da parede
celular. O grupo de bactérias YLM-32, no qual se encontra R. incanus, apresentou
64,6 a 65,5 mol % de G+C enquanto que R. faecitabidus sp nov. apresentou 65,7
a 66,1 mol %.

Goto-Yamamoto et al. (1993b) isolaram no Brasil, 50 linhagens de bactérias
que produziram enzimas capazes de lisar células de leveduras. Estas bacterias
foram isoladas a partir da agua de sistemas de tratamento de residuos de
indGstrias de alimentos e de bebidas alcodlicas, amostras de madeira, como
também de flores e frutos, ricos em agucares fermenteciveis. No entanto, estas
bactérias foram isoladas com uma freqiéncia bem maior, de alimentos
fermentados, de agua e de madeira do que de flores e frutos. Das 271 amostras
foram isoladas 50 linhagens, sendo que 46 linhagens de bactérias, que lisam
Saccharomyces cerevisiae e requerem heme proteina para crescimento aerdbico
foram identificadas como Rarobacter e subdivididas em 3 grupos: R. faecitabidus
YLM-1, R. incanus YLM-32 e um grupo néo identificado foi denominado YLM-115.
As outras quatro linhagens Gram positivas n@o exigiram grupo heme para o
crescimento aerobico; duas delas foram identificadas como Oerskovia, uma como

Arthrobacter e a quarta nao foi identificada.

Yang et al. (1993) introduziram um sistema automatico de cromatografia
gas-liquida conectado a um computador, para a identificacao rapida de isolados
de bactérias com base no perfil de acidos graxos metil ésteres (FAMESs) da parede
celular dessas linhagens selecionadas, comparando- as com as linhagens de

referéncia.
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Lee et al. (1996) construiram uma base de dados para analise de acidos
graxos metil-ésteres (FAMESs), para a identificagao de isolados bacterianos pelo
Sistema de Identificagdo Microbiana (MIDI; Microbial ID, Inc., Newark, Delaware,
U.S.A.). Estes autores relataram que a técnica de cromatografia gasosa-liquida
para a identificacdo de 79 cepas de Leuconostoc isoladas de Kimchi foi realizada
com sucesso e sugeriram que este método pode ser aplicado para uma

identificacao rapida de bactérias lacticas.

Lee et al. (1997) descreveram um sistema de classificagao e identificacao
microbiana automatica baseada na capacidade das linhagens de oxidar 95 tipos
diferentes fontes de carbonos, dos quais incluem aminoacidos, acidos carboxilicos
e carboidratos. O resultado revela a impressao digital metabélica das linhagens
testes, o qual &€ comparado com a impresséo digital das linhagens registradas em

uma base de dados.

2.4- Producao, purificagao e caracterizacao das enzimas liticas

As enzimas B-1,3-glucanases sao produzidas por fungos, bactérias, plantas

superiores, algas e moluscos (Yamamoto & Nagasaki, 1975b).

Bacon et al. (1970) usaram parede celular de levedura de panificagdo

Saccharomyces cerevisiae como indutor para a produgédo das enzimas liticas de
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Cytophaga johnsonii. ~ O sobrenadante deste meio de cultura apresentou
0,16 U/ mL, utilizando-se laminarina como substrato, ap6s uma hora de incubagéo
a 30°C. A preparagao de B-1,3-glucanase produzida por Cytophaga johnsonii foi
purificada através de coluna cromatografica de Sephadex G-100, onde foram
obtidas trés regides com atividade litica. As fracoes que apresentaram atividade
enzimatica foram combinadas e separadas em coluna de DEAE- celulose. Neste
caso, foi possivel verificar uma perda significativa na atividade enzimatica, pois
detectou- se pouca [3-1,3-glucanase ativa e pouquissima p-1,6-glucanase. Apés o
processo de purificagao estas enzimas nao produziram lise quando ensaiadas

com células viaveis de leveduras.

Kitamura & Yamamoto (1972) obtiveram um complexo de enzimas liticas do
caldo enzimatico produzido por Arthrobacter luteus. Este complexo enzimatico
requeria polimeros lineares de glicose com ligacoes (-1,3 como substrato
especifico. A purificagdo do caldo foi feita em coluna de Biogel CM-100 e a enzima
purificada foi denominada zymolyase. Esta enzima apresentou atividade 6tima em
pH 7,5 e 35°C e perdeu 71 % da sua atividade quando incubada a 50°C por 5
minutos. O polissacarideo paquimana termo-tratado e a glucana de leveduras
foram hidrolisados pela zymolyase a unidades de laminaripentaose. A enzima
comercial zymolyase que catalisa endohidrélises mostrou um valor de Ky de 10,9

mg / mL para a laminarina insoluvel.

O sobrenadante obtido do cultivo de Arthrobacter citreus, foi purificado em
coluna de DEAE- Sephadex. A enzima B-1,3-glucanase litica purificada, produzida
pela bactéria mostrou- se estavel por 100 min a 30°C em pH de 3,0 a 8,0, mas a
sua atividade caiu rapidamente quando incubada a 60°C. A enzima apresentou
atividade otima em pH na faixa de 5,5 ~ 6,5 (Doi et al., 1973). Os autores
verificaram que concentragoes menores que 0,01 mM de HgCl, e 1 mM de CuSO;,
inibiram a reagdo enzimatica da B-1,3-glucanase de Arthrobacter, em 74 % e
42 %, respectivamente. As preparacoes enzimaticas purificadas apresentaram

atividade especifica de 5,5 U mg™.
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Kitamura et al. (1974) utilizaram uma coluna de CM-cellulose equilibrada
com tampao 0,01 M fosfato pH 6,0, para a purificacdo da glucanase litica de
Arthrobacter luteus. Neste caso, foram obtidos trés picos de proteinas, um
primeiro pico observado na fragdo nao adsorvida pela coluna, mas com [3-1,3-
glucanase ativa, um segundo pico intermediario que provavelmente foi uma
combinagao da B-1,3-glucanase adsorvida e um pouco de enzima litica, e um
terceiro pico maior que apresentou somente atividade litica e foi eluido com
tampao contendo 0,1 M NaCl. Esta enzima apresentou atividade maxima de lise
de células de levedura numa temperatura de 35°C e entre pH 7,0 ~ 7,5, mostrou-
se estavel numa faixa de pH de 5,0 a 11,0 e perdeu completamente a estabilidade
guando incubada a 60°C por 5 minutos. O peso molecular da zymolyase foi

estimado em 21 kDa.

Yamamoto & Nagasaki (1975b) produziram endo-B-1,3-glucanase de
Rhizopus chinensis R-69. Estes organismos produziram quantidades
consideraveis de varias glucanases chaves, em meio contendo células de
leveduras de panificaga@o ou farelo, como fonte de carbono. A purificacdo da endo-
B-1,3-glucanase foi realizada em coluna de CM-Sephadex C-50, previamente
equilibrada com tampao 0,01 M acetato pH 5,0, empregando-se a eluicao em
gradiente de cloreto de sodio (0,03 M a 0,1 M). Duas proteinas foram eluidas e
representaram dois picos, dos quais o primeiro pico foi caracterizado como uma f3-
1,3-glucanase do tipo mais aleatério que liberou oligossacarideos de maior peso
molecular, enquanto, o segundo pico foi caracterizado como uma exoenzima f3-
1,3-glucanase, a qual produziu pequenos oligossacarideos, resultando numa
grande quantidade de agulcares redutores. As fragdes que continham a enzima
deste segundo pico foram reunidas para a purificacao e caracterizacdo. A enzima
mostrou maior atividade & 55°C e a sua inativagao teve inicio em 50°C. A hidrélise
da laminarina pela -1,3-glucanase mostrou-se mais susceptivel quando o ensaio
foi realizado em pH 5,0, enquanto que a enzima revelou- se estavel numa faixa de
pH entre 4,0 a 8,0.
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Yoshimoto et al. (1975) caracterizaram a enzima litica de Streptomyces sp
P-51 que lisa leveduras, e verificaram que ela mostrou- se estavel na faixa de pH
4,0 a 8,0 por 20 minutos a 70 °C, e a atividade 6tima da enzima foi no pH ao redor
de 5,0 a 55 °C.

Nagasaki et al. (1976) purificaram uma endo-B-1,3-glucanase de
Flavobacterium dormitator var. glucanolyticae. O caldo enzimatico foi aplicado em
uma coluna de SE- Sephadex C- 50, previamente equilibrada com tampao 0,01 M
fosfato de potassio pH 5,0. Trés picos foram obtidos, sendo que a enzima litica do
terceiro pico apresentou alta atividade especifica, apesar da maior parte da
atividade litica ter ficado adsorvida na coluna. Por apresentar maior atividade litica,
somente as fragGes ativas do terceiro pico foram reunidas para a purificagéo e
caracterizagdo da enzima. A atividade maxima mostrada pela enzima foi numa
temperatura de 50°C, e o pH 6timo foi 6,0. Para a hidrolise da laminarina e
rompimento de células de leveduras, a -1,3-glucanase apresentou-se estavel
numa faixa de pH entre 6,0 a 9,0 quando aquecida a 50°C por 10 min. A
inativagdo da enzima ocorreu em 10 minutos a 45°C e a temperaturas maiores
que 60°C perdeu imediatamente a sua atividade. O valor de Ky da B-1,3-
glucanase foi estimado em 0,26 mg / mL para o substrato laminarina. Os autores
verificaram que a pB-1,3-glucanase de Flavobacterium dormitator var.
glucanolyticae foi fortemente inibida pelos compostos metélicos: CuSO45H,0 em
83,2 %, e Pb(NO3), em 58,6 %, enquanto foi 9,7 % e 14, 6 % mais ativa na
presenca de CoCl, 6H,0 e MgSOs 7H,0, na concentragdo final de 1 mM,
respectivamente. Os autores verificaram que a p-1,3-glucanase de Flavobacterium
dormitator var. glucanolyticae foi fortemente inibida por KMnO4 e EDTA, e ativada
na presenca de oxalato de sodio, de laurilsulfato de soédio ou de

dietilditiocarbamato de sédio, na concentracgdo final de 1 mM.

Obata et al. (1976) estudaram a produgdo e caracterizacéo das enzimas
liticas da linhagem Oerskovia sp CK. Os autores obtiveram alta atividade de
enzimas que lisam leveduras, tanto na fase logaritimica como na fase
estacionaria, ap6s o cultivo do microrganismo em um meio contendo células de

leveduras liofilizadas. As trés B-1,3-glucanases purificadas, foram designadas
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como: F-0, F-2 e F-L. A enzima F-0 mostrou alta atividade de B-1,3-glucanase e
baixa atividade litica sobre as células de leveduras, apresentou um peso molecular
de 29 kDa, e atividade o6tima em pH 6,5 e 50 - 55°C. A enzima F-2 mostrou
também alta atividade de B-1,3-glucanase, e atividade litica muito baixa. A B-1,3-
glucanase F-2 apresentou peso molecular de 12 kDa, atividade 6timaem pH 7,5 e
35°C. A enzima F-L mostrou baixa atividade de B-1,3-glucanase sobre glucana de

leveduras, peso molecular de 29 kDa, e atividade 6tima em pH 6,5 e 50 - 55°C.

Obata et al. (1977a) relataram que a enzima F-L é uma protease que atua
sinergicamente com a enzima -1,3-glucanase na lise de levedura. O tratamento
térmico a 60°C por 15 minutos causou a autdlise da enzima F-L. Portanto,
percebeu-se uma diminuigdo da atividade litica, mas permaneceu inalterada a
atividade proteolitica da enzima. Esta enzima foi essencial para a lise de células

de leveduras.

Continuando os estudos Obata et al. (1977b) verificaram que a enzima F-L
mostrou alta atividade litica em células viaveis de leveduras. As enzimas F-0 e F-2
mostraram atividade litica baixa ou nenhuma, mas alta atividade de B-1,3-
glucanase. Os resultados evidenciaram que as enzimas F-0 e F-2 nio foram
eficientes na lise de leveduras devido a inacessibilidade espacial a camada de
glucana. No entanto o tratamento com a enzima F-L, ou com a solugéo alcalina ou
com reagentes redutores modificaram a célula, permitiu o acesso de F-0 e F-2 a
camada de glucana e, consequlientemente, provocou a lise da célula. Foi

observado um efeito sinérgico entre as enzimas F-L e F-0 ou F-L e F-2.

A B-1,3-D-glucanase e a manana hidrolase foram sintetizadas por
Arthrobacter somente em condicbes limitadas de glicose. Portanto, estes
resultados mostraram a regulagao da B-1,3-D-glucanase e indicaram a rigida
repressao catabdlica a taxas de diluicdo maiores que 0,02 h™' de glicose. No
entanto, a atividade de lise das leveduras foi ausente nessas culturas; um
resultado que sugeriu que a produgdo de B-1,3-glucanases e outras enzimas

responsaveis pela lise foi induzida na presenca da levedura (Rowley & Bull, 1977).

22




Uma endo-B-1,3-D-glucanase de centeio germinado relacionada a acédo
antimicrobiana, purificada por cromatografia de troca idnica em colunas de DEAE
e CM-celulose, e por filtragcao em Bio Gel P-60, mostrou um Ky de 0,25 mg / mL
com laminarina como substrato e peso molecular de 24.300 Da. A enzima
apresentou atividade 6tima em pH 5,0 e mostrou-se estavel a 45°C (Ballance et
al., 1978).

A protease produzida pela bactéria Oerskovia sp CK apresentou atividade
6tima a 65°C e pH 10,5 para o substrato caseina. Devido a inibigdo da enzima por
varios inibidores de serina protease, concluiu-se que esta enzima tem residuo de
serina em seu sitio ativo. A protease e a -1,3-glucanase apresentaram efeito
sinérgico na lise de leveduras. No entanto a lise ocorreu quando primeiramente
agiu a protease. Isso foi demonstrado com a inativagao da protease resultando em

perda de atividade de lise da parede célular (Funatsu et al., 1978).

Morita et al. (1978) purificaram a enzima SE Lysozyme de cultura filtrada de
Streptomyces erythraeus por coluna cromatografica de CM-Celulose e CM-
Sephadex. Esta enzima foi purificada 321 vezes e foram recuperados 31 % da
atividade enzimatica total. A resina de troca catidnica foi eficiente para a
purificagdo por causa do alto ponto isoelétrico da enzima. A enzima SE lysozyme

digere a parede celular de Micrococcus lysodeikticus e Staphylococcus aureus.

Scott & Schekman (1980) descreveram a produgao de enzimas liticas de
linhagem de Oerskovia xanthineolytica (originalmente identificada como
Arthrobacter luteus). O microrganismo cresceu em meio contendo glucana
insoluvel de levedura, levedura autoclavada ou glicose como fontes de carbono.
Os autores obtiveram 3 U de protease / mL no meio de fermentagao contendo 1,5
% de levedura autoclavada apo6s 24 horas de incubacao a 30°C. A ‘“liticase” -
sistema enzimatico, que atua na lise de leveduras, produzida por este
microrganismo, consistia de uma (-1,3-glucanase e uma protease alcalina, que
atuavam sinergicamente. Enquanto, a -1,3-glucanase mostrou alta afinidade por
glucana, permitindo sua atividade litica; a protease teve afinidade especifica pela

manana e atacou a porcao protéica da camada de manana-proteina. A manana
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liberada atuou como inibidora da agdo da protease. A camada de manana-
proteina que cobre a camada de glucana, é responsavel pela integridade e rigidez
estrutural da célula. Essa cobertura deve, primeiramente, ser degradada por uma
protease, para que depois a B-1,3-glucanase possa a agir. O 2-mercaptoetanol
pode substituir a protease reduzindo as pontes dissulfeto das manoproteinas. Os
autores verificaram que a remocgao de 2-mercaptoetanol no ensaio de atividade
litica, provocou queda na ag3o litica da B-1,3-glucanase de O. xanthineolytica. A
glucanase atacou (-1,3-glucanas de forma endo-litica aleatoria, liberando
oligossacarideos de modo pH- dependente. Em pH 7,5, no pH é6timo para a lise
das celulas, predominaram oligémeros de 5 ou mais unidades, enquanto que em
pH 6,0 (o pH 6timo para a atividade da laminarinase), predominaram oligbmeros
pequenos e glicose. Este efeito, observado tanto para glucana de leveduras como
para laminarina, provavelmente se atribuiu ao efeito do pH sobre a enzima. A
enzima litica foi retida em coluna de CM-celulose e eluida em tampao 0,01 M
succinato pH 5,0, contendo 0,25 M NaCl. A eluicdo das proteinas da coluna
cromatografica utilizando-se gradiente de sal, ndo melhorou a purificagao
realizada. Tentativas anteriores, utilizando-se filtracdo em gel Sephadex
resultaram, aparentemente, em perda total da atividade litica e, o uso de grandes
volumes de solugdo tampé&o, contribuiu para a perda da atividade enzimatica,
sugerindo que as enzimas liticas ficaram, seletivamente retidas, na coluna pela
matriz de dextrana. O retardamento da atividade litica ndo foi afetado por qualquer
concentracao de sal ou pH, mas foi anulada quando glicose (1 M) foi adicionada
ao tampao de elui¢do. Na reacao, utilizando-se azocol como substrato insolGvel, a
protease apresentou, progressivamente, um aumento na sua atividade, com o
aumento do pH (5,0 a 10,5). A protease ativa apareceu como uma banda simples
em Bio-Gel P-30, e também em gel SDS-poliacrilamida, apesar de produtos da
acao proteolitica serem detectados apds estocagem por longos periodos a 0°C ou
apos incubacdo a altas temperaturas. A fragdo contendo atividade litica e
glucanase ativa, em coluna de Bio-Gel P-150, mostrou uma banda simples e
algumas bandas claras de pesos moleculares menores, possivelmente,

resultantes da acao proteolitica de quantidades tracos da protease.
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A producao de enzimas bacterioliticas por cepas de Streptomyces
rutgersensis H-46, foi acompanhada em meios contendo concentracdes diferentes
de glicose e extrato de soja. A alta atividade litica foi encontrada quando a cepa H-
46 foi cultivada a 30°C por 84 horas em meio composto de 2 % de extrato de soja,
1 % de glicose, 0,2 % de K;HPO4 e 0,01 % de MgSO,4 7H,0, pH 7,0. Esta enzima
reagiu contra células de Streptococcus faecalis e os autores sugeriram a
possibilidade de uso destas enzimas na preservagao de alguns alimentos, que

podem se deteriorar pela contaminag¢a@o microbiana (Hayashi et al., 1981a, b).

Sementes de Zea mays L., mostraram a presenca de uma exo- e uma
endo- glucanase envolvidas na autohidrolise da parede celular. A exo-enzima
apresentou peso molecular estimado em aproximadamente 60 kDa e foi
fortemente inibida por mercurio inorganico a uma concentragéo que impediu a
liberagdo de monossacarideos da parede celular ativa. A endo-B-D-glucanase,
com peso molecular ao redor de 26 kDa, mostrou uma preferéncia marcante por
substratos de ligagbes mistas e exibiu caracteristicas indicando que inicia a
solubilizacdo autolitica da glucana da parede. Os produtos gerados pela endo-
glucanase foram similares em distribuicdo de tamanho molecular por aqueles
liberados pela parede ativa, enquanto, a exo- glucanase ativa foi necessaria para

a hidrélise exaustiva da p-D-glucana ‘in vitro’ (Huber & Nevins, 1981).

A enzima bacteriolitica comercial — Lysozyme-PR1 produzida por
Pseudomonas aeruginosa P14 infectada com o fago PS17, foi testada em varias
bactérias Gram negativas e Gram positivas pré- tratadas com cloroférmio. A
Lysosyme—PR1, foi purificada e caracterizada por cromatografia em coluna SP-
Sephadex C-50. A coluna foi equilibrada com o tamp&ao 0,05 M fosfato de sédio pH
6,0. As fracbes adsorvidas com atividade litica foram coletadas e usadas como
enzima purificada. O pH 6timo da enzima ativa foi de 6,4 no entanto a metade da
atividade ou mais foi perdida apos ter sido incubada por 160 minutos a 4°C em
varios valores de pH (Sawada et al., 1981).

Kitamura (1982a) observou o aumento do rendimento da enzima litica do

Arthrobacter luteus em cultura com condi¢des otimizadas. Em meio otimizado as
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bactérias apresentaram produtividade 14 vezes maior do que no meio original. O
mutante M13-203 apresentou 2,6 vezes mais atividade no meio otimizado do que
o parental B111-1 e produziu a mesma atividade em meio sem um indutor do que
o parental na presenca do indutor; esta produtividade foi aumentada pela adicao
de frutose ou sorbose juntamente com CM-paquimana. A produtividade da enzima
litica foi fortemente aumentada com a presenga da cetohexose e da CM-
paguimana, isso porque o mecanismo de inducao da enzima litica foi afetado

pelos dois, independentemente.

A caracterizagao das zymolyases A e B, produzidas por Arthrobacter luteus,
mostraram ser uma glucanase e uma protease, respectivamente. As enzimas
foram purificadas por cromatografia em colunas de filtragao em gel Biogel P-150.
O efeito sinérgico foi constatado quando se verificou que as fragbes A e B
sozinhas nao mostraram atividade, mas a mistura de ambas as fragoes,
resultaram em alta atividade litica. A B-1,3-glucanase (zymolyase A) de A. luteus
mostrou peso molecular de 58 kDa, estimado por gel SDS-poliacrilamida
(Kitamura, 1982b).

Durante a determinagéo das propriedades de uma exo-3-1,3-glucanase de
leveduras, Sanchez et al. (1982) verificaram que nas fragoes eluidas da coluna de
filtracao em Biogel, ndo foi encontrada atividade enzimatica. Isto sugere que a
enzima ficou presa na matriz do Biogel, e suas propriedades sdo dependentes da

forca idnica.

Asenjo et al. (1985) estudaram o uso da glucana e parede celular de
levedura como indutores do sistema enzimatico litico da Oerskovia sp e,
verificaram que, potencialmente, a glucana pura foi o melhor indutor. A enzima
B-1,3-glucanase apareceu 5 horas apos a adigcdo de glucana pura, e somente 10
horas apds a adigdo da parede celular de levedura; alem disso, a atividade da

enzima na presenca de glucana pura como indutor foi trés vezes maior.

Totsuka & Usui (1986) purificaram a endo-B-1,3-D-glucanase de uma

preparagao comercial denominada “kitalase” obtida do filtrado da cultura de
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Rhizoctonia solani. Esta preparagdo continha uma mistura de enzimas que
hidrolisou ligagées B-1,3 e B-1,4 da glucana. O peso molecular das duas
glucanases de R. solani foi estimado em 70 e 29 kDa por gel SDS-poliacrilamida.
Os autores verificaram que ions metalicos na concentracédo de 0,4 mM nao
afetaram muito a atividade da B-1,3-glucanase de R. solani, e que somente com o

Hg*" observaram queda de 87 % da atividade da enzima.

Andrews & Asenjo (1987a) relataram que para a medida da atividade litica
de levedura as diferentes enzimas que atuavam na lise da levedura n&o podiam
ser separadas, pois atuavam sinergicamente. Estes autores isolaram e purificaram
todas as glucanases e proteases presentes no sobrenadante da fermentacao e,
entdo, testaram-nas combinadas. As enzimas B-1,3-glucanase e protease do
sistema litico da bactéria Oerskovia xanthineolytica foram capazes de lisar e
romper totalmente as células de leveduras. Esta bactéria apresentou uma taxa de
glucanase- protease maior que a de outras cepas. Quando cultivada em sistema
continuo a bactéria O. xanthineolytica apresentou produtividade e concentragao de
enzimas maiores do que quando cultivadas em batelada. O sistema de enzimas
liticas estava sujeito a repressé@o catabolica pela glicose e mostrou-se induzido
pela glucana da levedura. Em cultura continua de Oerskovia sp a glicose pode ser
utilizada como meio de crescimento com concentragdo relativamente baixa do
indutor. Nos estudos de producdo de enzimas por fermentagdo continua os
autores usaram glicose (2 ou 8 g/ L) e glucana de levedura (2 ou 0,5g/L) para a
indugdo de enzimas liticas de O. xanthineolytica. Neste caso as culturas com altas
concentragdes de indutor e baixas concentragdes de glicose apresentaram altas
taxas de glucanase e protease, concluindo-se que o sistema de enzimas liticas,
esta sujeito a repressao catabdlica pela glicose. Os autores relataram que a
glucana de levedura foi um potente indutor, sendo que a glucanase foi produzida
com apenas 5 horas de incubagao e a atividade litica foi 10 vezes maior do que no

meio com parede de leveduras.

Os altos custos para a purificagdo da enzima nao permitiram o uso destas
enzimas liticas purificadas em reatores liticos de grande escala. Entretanto, para

recuperar eficientemente e economicamente as proteinas intracelulares ou para
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extrair a proteina de célula unica (“single-cell protein”) para o uso em alimentos,
seria necessario determinar as estratégias 6timas do processo quando forem
usadas enzimas liticas brutas, ou seja, sem que se faca a separacdo das

proteases e glucanases (Liu et al., 1988).

Saito et al. (1988) verificaram que a Rarobacter faecitabidus YLM-1 aderiu a
células viaveis de Hansenula anomala J45-1 lisando-as. A suspensao de células
de YLM-1 e de leveduras foram misturadas e incubadas. Os autores verificaram
que ocorreu lise das células de levedura pela YLM-1, ap6s a incubagao da mistura
de reagdo por 2 horas a 30°C e que as mesmas desapareceram

microscopicamente ap6s 20 horas a 7°C.

Bielecki et al. (1989) purificaram a B-1,3-glucanase de Streptomyces sp e
verificaram que o pH 6timo de atividade foi em torno de 5,5 a 6,0 e a temperatura
otima em torno de 50 a 55°C. A atividade enzimatica foi medida através da
liberagao de aglicares reduzidos a partir da laminarina. Esta enzima nao requeria
ions metalicos para sua atividade. Os autores caracterizaram diversas p-1,3-
glucanases de Streptomyces sp 1228, usando a laminarina como substrato e
estimaram os valores de Ky em 6,65 x 10" mol / L para GI; 2,35 x 10 mol / L para
Gll; 8,1x107° mol/L paraGIV e 8,1x10™* mol/L para GVIIi. Os autores
verificaram que 1 mM / L de HgCl, inibiu completamente as B-1 ,3-glucanases Il e
IV (Gl e GIV) e também inibiu as B-1,3-glucanases | e VIII (Gl e GVIII) em
aproximadamente 50 %. Foi observado que 1 mM / L de EDTA, de 2-
mercaptoetanol ou D-glucono-é-lactone ativaram a agédo das GI, Gll e GIV.

Tangarone et al. (1989) verificaram que a endo-p-1,3-D-glucanase de
Trichoderma longibrachiatum mostrou pH e temperatura 6tima de 4,8 e 55°C,
respectivamente. A estabilidade da enzima na auséncia de um substrato foi
observada a temperaturas menores que 50°C e na faixa de pHde 49 a93. O
peso molecular foi de 70 kDa por SDS-PAGE 12,5 %, e 0 pl foi 7,2. A enzima ativa
foi fortemente inibida por HgCl,, MnCl;, KMnO,4 e N-bromosuccinimida. O valor de
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Ku da enzima sobre a laminarina foi 0,0016 % e Vmax foi 3170 umol de glicose

equivalente / mg da enzima pura / min.

A clonagem do gene da (3-1,3-glucanase (1,3 : 1,4-B-D-glucana 4-glucano-
hidrolase) de uma nova cepa de Bacillus subtilis (Y-25) e a construgdo de uma
cepa de B. subtilis (HL-25) superprodutora de [B-1,3-glucanase, resultou na
producao de 2 g de B-1,3-glucanase por litro de sobrenadante do meio de cultura
(Yuuki et al., 1989).

Bagga et al. (1990) purificaram e caracterizaram trés exo-glucanases, duas
endo-glucanases e duas B-glicosidases produzidas por Aspergillus nidulans. As
condicdes otimas para todas as formas de celulases foram pH 5,0 a 6,0 e
para as exo e endo-glucanases foram 50 e 65°C, mas para as B-glicosidases
foram 35°C e 65°C e, todas foram estaveis por 10 minutos a 40 a 50°C. Os
valores de Ky das Exo-l, Exo-ll e Exo-lll foram 38,46; 37,71 e 50 mg/ mL,
respectivamente, para as Endo-I e |l foram 5 e 4 mg / mL de substrato, enquanto
as glicosidases exibiram Ky de 0,24 e 0,12 nmol. O peso molecular da Endo-I foi
25 kDa, enquanto a Endo-Il foi 32,5 kDa e requerem ions metalicos como cofator

para a sua atividade catalitica, mas foram inibidas na presenca de Hg*".

Ventom & Asenjo (1990a e b) purificaram uma glucanase e duas proteases
da cultura de Oerskovia xanthineolytica LL-G109, que agiam sinergicamente com
a glucanase na lise de leveduras. A glucanase mostrou ser uma proteina simples
de peso molecular estimado em 31 kDa por gel de eletroforese. Enquanto que as
duas outras proteases, mostraram peso molecular de 19,3 e 12,7 kDa, em gel de

eletroforese.

Kéry et al. (1991) notaram que a maioria das glucanases de bactérias, que
causavam a degradagdo da parede celular da levedura, citadas anteriormente,
mostraram-se, relativamente, instaveis a altas temperaturas. Os autores em seus
experimentos, utilizaram as glucanases termoestaveis obtidas da preparagao

enzimatica de Aspergillus niger. As proteinas foram separadas por cromatografia,
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utilizando-se uma coluna de Sephadex G-50. A B-1,3-glucanase ativa foi
distribuida em dois picos sendo que a maior parte (95 %) da B-1,3-glucanase

encontrou-se nas fragbes que compuzeram o primeiro pico.

Shimoi et al. (1991) purificaram duas proteases e uma glucanase ativas
produzidas pela bactéria Rarobacter faecitabidus, que lisam células de leveduras.
As duas proteases foram capazes de diminuir a turbidez da suspensdo. Embora
elas ndo alterassem o nimero total de células, causaram a morte das leveduras.
Isto mostrou que a protease alterou a integridade da célula de levedura pela
destruicdo da camada de proteina da parede celular. As proteases foram inibidas
por diisopropil fluorofosfato ou fenilmetilsulfonil fluoreto que sao dois inibidores de
serina protease. A 3-1,3-glucanase sozinha teve baixa atividade litica e ndo afetou
0 numero de células viaveis, mas quando combinada com uma das proteases foi
capaz de lisar as células de leveduras completamente. Portanto esta cooperacao
demonstrou que elas agiram sinergicamente. Os autores obtiveram 8,5 U de
protease / mg de proteina no sobrenadante da fermentacao pela linhagem R.
faecitabidus em meio de cultura TYMC, apos 30 horas de incubagdo a 30°C. O
caldo de enzima litica foi aplicado em uma coluna de filtragdo em gel de troca
catibnica TSKgel SP-5PW e recromatografado em uma coluna de troca anidnica
TSKgel G3000SW pré-equilibrada com tampao 0,1 M fosfato de sédio pH 7,0,
contendo 10 % de glicerol. A protease | mostrou um pH 6timo ao redor de 9,0,
enquanto para hidrolisar laminarina a glucanase apresentou atividade maxima no
pH ao redor de 5,0. A estabilidade térmica foi semelhante para as trés enzimas- a
glucanase e as duas proteases. Todas foram sensiveis a altas temperaturas, pois
as proteases perderam completamente a atividade quando incubadas por 15
minutos a 70°C, e a glucanase foi inativada pelo tratamento a 60°C por 15
minutos. A 3-1,3-glucanase de R. faecitabidus foi purificada 75 vezes através de
cromatografia em coluna aniénica sendo obtido 10 % de recuperagao da enzima.
O peso molecular da B-1,3-glucanase de R. faecitabidus foi estimado em 82 kDa

por eletroforese em gel SDS-poliacrilamida.

Shimoi & Tadenuma (1991) verificaram que a protease purificada de

Rarobacter faecitabidus aderiu-se a por¢do de manana da camada de manana-
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proteina da parede celular de levedura e hidrolisou a proteina. Essa enzima era
uma serina protease e apresentava afinidade para manose, caracteristicas
essenciais que permitiram a lise da célula de levedura pela bactéria. A enzima foi

inibida por metil-fenilsulfonilfluoreto, um inibidor exclusivo de proteases.

A bactéria Oerskovia xanthineolytica LL-G109 foi utilizada para produzir
altos niveis de enzimas liticas como a -1,3-glucanase extracelular, protease e
também atividade litica sobre células viaveis de leveduras (YLA). Os autores
obtiveram 40 U de protease / mL em meio de fermentacdo continua contendo
2 g L' de glicose, pela linhagem de O. xanthineolytica. A B-1,3-glucanase
purificada de O. xanthineolytica, apresentou atividade especifica de 11,1 U de
enzima mg"'. A glucanase quando foi ensaiada com laminarina, mostrou uma
atividade 6tima em pH 6,0, enquanto foi mais ativa em pH 8,0 com glucana de
levedura como substrato. A enzima apresentou peso molecular de 12.000 Da,
através de filtracdo em gel, o valor de Ky da B-1,3-glucanase para o substrato
laminarina e glucana de levedura, foram respectivamente, 0,95 mg/ mL e 2,5
mg / mL. As proteases IIb e Il (ou lla) mostraram atividade maxima em pH 9,5 ~
10 para a azocaseina como substrato. Estas proteases (lIlb e Ill), exibiram
comportamentos significativamente diferentes para a termoestabilidade. A
protease Il perdeu metade da atividade quando foi incubada a 60°C por 15 min,
enquanto a protease llb foi completamente estavel nestas condigGes, sendo

totalmente destruida a 70°C por 15 minutos (Ventom & Asenjo, 1991).

Werner et al. (1993) obtiveram algumas enzimas liticas de leveduras, por
ultrafiltracdo do sobrenadante do meio de cultura de Arthrobacter, contendo
diferentes fontes de carbono, e para a preservacéo da enzima, usou-se técnicas
de imobilizacédo pelo método de “spraydrying”, testando varios suportes. A enzima
imobilizada foi estavel por um ano, enquanto a solugéo original mostrou que a
atividade diminuiu (reteve menos que 75 % da atividade) apos 8 semanas de
estocagem a 4°C, por causa da natureza higroscéopica da enzima, que poderia

causar problemas na sua atividade enzimatica.
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SAEKI et al. (1994) produziram enzimas liticas de Oerskovia xanthineolytica
TK-1. A solugdo da enzima litica B-1,3-glucanase foi aplicada em coluna de
cromatografia de troca idnica DEAE-Sephacel. As fracdes adsorvidas nesta
coluna, que continham a enzima ativa, foram reunidas e recromatografadas em
coluna DEAE-Toyopearl 650 M. As fragdes contendo glucanase foram novamente
coletadas, liofilizadas e utilizadas como enzima purificada. Esta enzima
apresentou atividade 6tima & 60°C e perdeu 95% da atividade quando incubada a
60°C na auséncia de substrato. O pH 6timo para a atividade enzimatica foi
dependente do substrato. A atividade maxima da enzima, sobre a glucana de
levedura, a curdlana e a laminarina foi obtida ao redor do pH 5,5, pH 5,0 ~ 6,5,
e pH 7,5, respectivamente. A enzima mostrou-se estavel na faixa de pH 5,0 a 8,0,
quando ensaiada com laminarina ou glucana de levedura. As B-1,3-glucanases de
varias linhagens de Oerskovia sp apresentaram massas moleculares numa faixa
entre 12 e 58 kDa. Na presencga de manana de levedura no meio de cultura a O.
xanthineolytica produziu uma protease alcalina que foi classificada como uma
serina protease. No entanto, verificou-se que a glucanase sozinha exibiu uma
significativa atividade litica sobre as células de leveduras viaveis sem a

necessidade da agao sinérgica da serina-protease.

Pitson et al. (1995) purificaram e caracterizaram trés p-D-1,3-glucano-
hidrolases extracelulares do fungo filamentoso Acremonium persicinum,
designadas como, GN-I, GN-lIl e GN-Ill, que apresentaram peso molecular
estimado por SDS-PAGE, em 81, 85 e 89 kDa, respectivamente. Essas trés
enzimas hidrolisam a laminarina de Eisenia sp com uma agao endo-hidrolitica. As
trés GN mostraram-se completamente estaveis (mais de 90 %) na faixa de pH
entre 4,5 e 10,5 apds 24 horas a 4°C, sendo que a enzima GN-I mostrou mais de
80 % da atividade maxima em pH 5,0 a 7,5, e as GN-Il e GN-III, estaveis entre 4,5
a 7,0. Apo6s a incubagao por 15 minutos, as trés enzimas GN-I, GN-Il e GN-III,
mostraram atividade 6tima nas temperaturas de 65, 55 e SOOC, respectivamente.
Os valores de Ky, para as trés B-1,3-D-glucohidrolases (GN-I, GN-Il e GN-IIi),
quando ensaiadas com laminarina de Laminarina digitata, foram estimados em
0,1; 0,23 e 0,22 mg / mL, respectivamente. Os autores verificaram que as (3-1,3-

glucanases GN-I, GN-Il e GN-Ill de A. persicinum foram fortemente inibidas na
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presenga de 1 mM de MnCl, e na presenca de 1 mM de KMnO4 e de N-
Bromosuccinimida.

Uma glucanase purificada de graos de arroz (Oryza sativa L) da variedade
cv. Kibara 397 mostrou ser um monémero de 33 kDa com um ponto isoelétrico de
10,4. Esta enzima atuou como uma endo-B-1,3 pela analise dos produtos finais
quando foi usado laminarina de Laminaria digitata como substrato (Akiyama et al.,
1996).

Ferrer et al. (1996) clonaram o gene da pB-1,3-glucanase (Bg/lla),
inicialmente isolado de O. xanthineolytica LL G109, em E. coli e entao expressado
em Bacillus subtilis. Foi verificado em transformantes contendo o plasmidio pPFF1
um aumento na producgao de Bg/lla em B. subtilis DN1885, que foi detectado em
placas de LB-agar contendo 0,04 % (p / v) de laminarina apds 24 h de incubacao a
37°C e subsequentemente, a atividade foi observada pela coloragao de vermelho-
congo. A atividade da Bgl/l, foi testada no sobrenadante da cultura de B. subtilis
DN1885 (pPFF1), usando-se AZCL-curdlana em diferentes valores de pH. A
atividade relativa da pgl/ix sobre curdlana em pH 4,0 foi, aproximadamente, 22
vezes maior do que os experimentos com B. subtilis. Os testes com valores de pH
mais elevados mostraram menor atividade, demonstrando que a enzima & mais

ativa em pH acido.

A endo B-1,3-glucanase de Trichoderma harzianum foi purificada 134 vezes
e somente 3,6 % da atividade enzimatica foi recuperada pelo processo de
purificagdo. O valor de Ky € Vmax para a endo-$-1,3-glucanase, usando laminarina
como substrato, foi 1,18 mg/ mL e 1,26 U / mL, respectivamente. O pH 6timo foi
4 4 e a atividade maxima foi obtida a 45 a 50°C. A enzima foi fortemente inibida na
presenca de HgCl, e estimulada pelos cations Zn®* e Ca’*. A endo-B-1,3-
glucanase mostrou um peso molecular estimado em 29 kDa. A enzima foi ativa
sobre glucanas contendo ligagdes B-1,3 e a laminarina foi hidrolisada a
oligossacarideos (Noronha & Ulhoa, 1996 e 2000).



PARRADO et al. (1996) relataram que a B-1,3-glucanase de Oerskovia
xanthineolytica LL-G109 apresentava peso molecular de 27195,6 + 1,3 Da através
de eletroforese em gel SDS-poliacrilamida, e atividade 6tima a 65°C. Os autores
verificaram que esta enzima mostrava-se estavel até, aproximadamente, 55°C por
30 minutos, enquanto que a atividade da enzima diminuiu rapidamente nas

temperaturas superiores a 75°C.

Kotake et al. (1997) purificaram e caracterizaram uma exo-B-1,3-glucanase
ligada a parede de graos de cevada. O peso molecular da enzima purificada foi
66 kDa, determinado por SDS-PAGE. Esta enzima hidrolisava oligossacarideos
contendo ligagées B-D-1,3- ou B-D-1,4, como liquemana, B-D-glucana de cevada,
laminarina e pustulana, mas nao hidrolisava carboximetil-curdlana, carboximetil-
celulose, xiloglucana e maltose, e exibia caracteristicas de uma exo-B-1,3-
glucanase. Esta enzima mostrou pH 6timo de 5,0 e atividade hidrolitica maxima

em laminaritetraose, fatos que sugeriram se tratar de uma exo-B-1,3-D- glucanase.

Mc Collum et al. (1997) caracterizaram quitinases e B-1,3-glucanases
envolvidas no ‘flavour’ de grapefruit durante o seu desenvolvimento. Um pico
simples de B-1,3-glucanase foi eluido em coluna Q-Sepharose. Porém, trés
bandas de proteinas foram determinadas em gel de eletroforese SDS-PAGE, e
mostraram 32, 32,5 e 34 kDa, respectivamente. As formas acidas e basicas de B-
1,3-glucanases foram encontradas, porém predominante foi a forma basica da
enzima. A atividade da B-1,3-glucanase foi baixa em frutos jovens e aumentou
durante o desenvolvimento do fruto. Existem relatos de que a combinacao entre
quitinases e B-1,3-glucanases € necessaria para a inibigdo do crescimento de

fungos em plantas e frutos.

Pitson et al. (1997a e b) estudaram a produgao das enzimas capazes de
degradar B-1,3-glucana, produzidas por 31 isolados dos géneros de Acremonium e
Cephalosporium. Quando foi utilizada a glicose como fonte de carbono foram
obtidas, geralmente, baixas concentragoes de B-1,3-glucanase. Porém, quando os

isolados cresceram sobre laminarina ou pustulana, foram encontradas maiores
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concentragbes desta enzima, sugerindo regulagao da sintese enzimatica por
inducao e / ou por repressao catabdlica.

Thrane et al. (1997) estudaram a indugao e a atividade litica da endo-3-1,3-
glucanase e da celulase de Trichoderma harzianum sobre o fitopatégeno Pythium
spp. Estas enzimas liticas foram purificadas em coluna de Sephacryl S-300 HR
(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden) e parcialmente caracterizadas.
A endo-B-1,3-glucanase purificada mostrou-se mais ativa em pH 50 - 55 e a
40°C, enquanto sua estabilidade diminuiu drasticamente quando incubada a
temperatura superiores a 35°C. A atividade desta enzima foi totalmente inibida na
presenca de ions mercurio e anulada pelo SDS, enquanto reduziu em 25 % a agéo
da mesma pelo B-mercaptoetanol. A fragao pura da endo-3-1,3-glucanase mostrou
ser uma proteina de baixo peso molecular com 17 kDa, estimado em gel
poliacrilamida de eletroforese.

Galan et al. (1999) purificaram uma endo-B-1,3-glucanase de Agaricus
bisporus H 25. A enzima foi mais ativa contra ligagGes -1,3 e bem menos contra
ligagoes B-1,6. Esta enzima mostrou um pH 6timo de 4,5 e uma temperatura 6tima
de 45°C para a laminarina como substrato e o seu peso molecular foi estimado em
32 kDa (SDS-PAGE).

Burtseva et al. (2000) estudaram a produgéo de enzimas extracelulares por
17 espécies de fungos de desenvolvimento marinho e verificaram que o fungo
Chaetomium indicum produziu uma B-1,3-glucanase. A biossintese desta enzima
foi estudada em condi¢cdes Otimas para o fungo. A enzima foi purificada por
cromatografia de troca idnica, ultrafiltragdo e cromatografia em gel. O peso
molecular desta enzima foi estimado em 54 kDa por filtracdo em gel. A enzima
apresentou temperatura 6tima de atividade a 60°C, mostrou-se estavel em
temperaturas inferiores a 50°C e na faixa de pH 4,5 a 7,5. A B-1,3-glucanase
mostrou dois picos de atividade maxima a 4,4 e 5,6; isto sugeriu a existéncia de
duas formas da enzima. Os produtos da hidrolise enzimatica da laminarina e da
habilidade de transglicosilagdo indicaram que ambas as formas sao

exo-pB-glucanases.

35



Noronha et al. (2000) investigaram o efeito de diferentes fontes de carbonos
sobre os niveis de B-1,3-glucanase nos sobrenadantes da cultura de Trichoderma
harzianum. A atividade enzimatica foi encontrada para todas as fontes de
carbonos, porém altos niveis foram verificados quando foi utilizado laminarina e
parede celular purificada. Durante o crescimento do fungos sobre parede celular
purificada, foram detectadas trés isoformas da B-1,3-glucanase. Duas isoformas
foram produzidas quando o fungo cresceu sobre quitina, quitosana, N-
acetilglucosamina, e laminarina, enquanto somente uma foi detectada quando o
fungo cresceu sobre celulose e glicose. Através da analise por “Western Blot”
verificou-se que apenas uma B-1,3-glucanase (GLU36) de 36 kDa foi secretada
pelo crescimento de T. harzianum (Tc) em todas as fontes de carbono testadas.
Estes autores verificaram ainda, que houve um aumento significativo nos niveis de
GLU36 nos sobrenadantes dos meios apds exaustdo da glicose, sugerindo que

esta enzima é controlada pela repressao catabdlica do carbono.

Salazar et al. (2001) clonaram em Escherichia coli o gene da B-1,3-
glucanase do tipo Bglll de Oerskovia xanthineolytica que lisa células de leveduras.
A proteina recombinante purificada apresentou 43 kDa por IMAC e suas
caracteristicas bioquimicas mostraram que nao houve nenhuma diferenca

funcional daquelas descritas para a Bglll purificada de O. xanthineolytica.

El-Katatny et al. (2001) estudaram uma quitinase e uma endo-B-1,3-
glucanase de Trichoderma harzianum Rifai T24 envolvida no controle do
Sclerotium rolfsii, um fitopatégeno. A endo-B-1,3-glucanase de 74 kDa mostrou um

Km de 1,1 g/ L e foi estavel a 30°C, porém, foi rapidamente inativada a 60°C.
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2.5- Modo de agao das enzimas liticas

Em 1970, Bacon et al. verificaram que a agdo enzimatica da f-1,3-
glucanase de Cytophaga johnsonii sobre a glucana sollvel da parede celular de
levedura resultava na produgao de oligossacarideos de maior peso molecular e
posteriormente de pequena quantidade de oligossacarideos de menor peso
molecular e glicose. A agao da p-1,3-glucanase nao litica, sobre a parede celular
de leveduras produzia laminaribiose e glicose com pouca quantidade de
oligossacarideos de maior peso molecular. A enzima nao litica atuou sobre a
laminarina produzindo glicose e uma série de oligossacarideos dos quais a
laminaritriose  foi predominante.  Incubacdes prolongadas  resultaram

principalmente em mono-, di- e trissacarideos.

Mada et al. (1970) citado por Nagasaki et al. (1976), relataram que as
enzimas produzidas por microrganismos clivavam endoliticamente a parede
celular de leveduras e liberavam uma variedade de oligdbmeros; estas enzimas
foram geralmente reconhecidas, por serem inativas ou muito fracamente ativas

sobre células vivas de leveduras, exceto a B-1,3-glucanase de Basidiomycetes.

MacWilliam (1970) em sua revisao descreveu que a capacidade das
glucanases de atacar parede celular de leveduras ou células inteiras podia variar
completamente com O crescimento celular ou entre diferentes géneros. O ataque
enzimatico, por exemplo era rapido em células jovens em uma cepa de
Saccharomyces carlsbergensis, mas ndo ocorria em células velhas sem um
tratamento prévio com mercaptoetanol. A levedura de cervejaria, Saccharomyces,
podia ser hidrolisada completamente por B-1,3-glucanases, mas apenas
fracamente ou incompletamente por 3-1,6-glucanases. As linhagens de Hansenula
e Nadsonia eram completamente lisadas por ambos os tipos de glucanases,
enquanto as de Schizosaccharomyces eram incompletamente hidrolisadas por
uma ou outra, e as leveduras como Rhodotorula sp nao eram atacadas por estas

enzimas.
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ela. Mas a endo-B-glucanase do tipo produtora de pequenos oligossacarideos foi

inativa ou teve atividade restrita em células viaveis de leveduras.

A bactéria Arthrobacter sp produz um complexo enzimatico conhecido
comercialmente como zymolyase, que lisa célula de levedura. Este complexo
possui duas fragées: a zymolyase A, que foi caracterizada como uma B-1,3-
glucanase, e a zymolyase B, que foi identificada como uma protease alcalina e
provavelmente, uma serina protease. A B-1,3-glucanase (zymolyase A) nao
diminuiu a turbidez nem o ntmero de células de leveduras de uma suspensao. A
protease (zymolyase B) diminuiu a turbidez, mas nio alterou o numero de células
da suspensio. No entanto a agao cooperada de zymolyase A e B teve como efeito
alta atividade litica, lisando completamente as células de leveduras. Mas isso s6
ocorreu quando primeiro agiu zymolyase B e depois zymolyase A. A zymolyase A
foi capaz de lisar as células, mas somente quando foram pré-tratadas com 2-
mercaptoetanol, isto porque tanto zymolyase B quanto 2-mercaptoetanol tiveram a
funcdo de destruir a barreira superficial que impediu a atuagao da p-1,3-
glucanase, impossibilitando sua penetracdo até a estrutura da B-glucana da
parede. O 2-mercaptoetanol destruiu esta barreira rompendo as pontes dissulfeto
das proteinas da parede. A zymolyase B tem acéo especifica na parede celular
devido a sua afinidade com a manana da levedura. Esta enzima pode assumir
duas formas, livre ou ligada a manana, mas sé ocorreu atividade proteolitica sobre
a proteina e liberacdo de peptideo-manana apés a unizo da enzima a manana da
levedura (Kitamura, 1982b).

Kitamura (1982d) verificou que na preparagao enzimatica a zymolyase B
agia, em cooperacdo, na lise das células de leveduras pois ela facilitava a
penetracao da zymolyase A pela remocao de materiais da superficie celular; os
quais podiam ser altamente dispersantes e estar impedindo a atuagdo da enzima.
Porém os resultados sugeriram que a enzima chave na lise da célula de levedura
éra a zymolyase A, pois a lise ndo ocorria até que a mesma penetrasse na parede
celular para agir sobre a estrutura da B-1,3-glucana.
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Zlotnik et al. (1984) também observaram o efeito sinérgico entre uma
glucanase e uma protease na lise da parede celular de S. cerevisiae pois,
somente apds uma incubagao prévia das células de leveduras com a Z-protease
ocorria a agdo da enzima Z-glucanase, que promovia a lise celular.

A bactéria Rhizoctonia solani produziu enzimas liticas capazes de lisar a
parede celular de leveduras. As enzimas foram separadas em quatro fragdes: L-1,
L-2, L-3 e L-4. Trés destas fragdes foram consideradas p-1,3-glucanases liticas. A
fracao L-3 mostrou alta atividade de protease. A protease e a -1,3-glucanase
liticas sozinhas foram capazes de lisar células de leveduras intactas e parede
celular isolada de Saccharomyces cerevisiae, mas nao foram capazes de lisa-las
completamente (Usui & Oguchi, 1986).

Hunter & Asenjo (1987 e 1988), apresentaram um modelo para a cinética
da lise da célula de levedura dos sistemas liticos de Oerskovia sp e Cytophaga sp
mostrando o mecanismo da reagdo. O modelo considerava a lise da levedura
como passos progressivos de ruptura de estruturas celulares, comegando pela
superficie externa e prosseguindo pelas estruturas celulares dentro do
protoplasma. Cada um dos passos da reagao era consequéncia direta da estrutura

da parede da levedura.

Molina et al. (1989) relataram que o sistema litico de diferentes
microrganismos pode ser constituido por um grande nimero de enzimas com
modos de acao e propriedades distintas, o que torna dificil a apresentagao de um
Gnico sistema enzimatico envolvido na lise celular. Por esta razao, para o
reconhecimento do papel biolégico das glucanases, como as autolisinas, em cada
organismo em particular, &€ necessario se fazer uma caracterizagao detalhada das

enzimas mais importantes.

Tangarone et at. (1989) verificaram que a endo-B-1,3-D-glucanase de
Trichoderma longibrachiatum hidrolisava laminarina a oligossacarideos variando
em tamanho, de glicose a pentaose e, de pequenas a grandes quantidades. A

enzima clivava laminaripentaose em laminaritetraose, laminaribiose e glicose, mas
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nao clivava laminaribiose a glicose e era capaz de hidrolisar somente glucanas
contendo ligacdes B-1,3.

As enzimas liticas de vegetais, também conhecidas como hidrolases
antifungicas ou laminarinases, que degradam manana bem como glucana, eram
essenciais para a degradagdo do micélio de alguns fungos filamentosos
fitopatogénicos importantes na agricultura (Watanabe & Ogasawara, 1990;
Vogelsang & Wolfgang, 1993; Cruz et al., 1995).

Kery et al. (1991) estudaram os produtos da hidrolise da glucana da parede
celular de leveduras pela acdo das enzimas extracelulares B-1,3-glucanases de
Aspergillus niger. Os autores demonstraram a producdo de fragmentos de glucana
soltveis em agua durante a hidrélise e verificaram que um tempo curto de reacao
estimulava a formagéo de fragmentos de glucana de alto peso molecular. Apds
longos periodos de hidrélise (mais que 7 horas), quase toda a glucana hidrolisada
era convertida em fragmentos pequenos de glucana com peso molecular menor
que 25 kDa Da. Apos 2 horas de hidrolise, aparecia na reacdo um fragmento de
alto peso molecular (quase 80 kDa). Isto sugeria que provavelmente reacdes de

transglicosilagdo teriam acontecido simultaneamente com a hidrdlise.

Yamamura et al. (1991) observaram em microscopio eletrénico, que
leveduras cultivadas em temperaturas elevadas ndo mostraram alteracoes
estruturais na membrana ou na parede celular, mas era possivel detectar
alteragdes significativas nas analises bioquimicas, como a baixa susceptibilidade a
zymolyase na presenca de 2-mercaptoetanol. Essa resisténcia & acao litica da
enzima, devido a alta temperatura de cultivo, era um indicativo do estresse externo

a elevadas temperaturas, bem como a mudanga na composigéo de lipidios.

As enzimas liticas s&o produzidas somente na presenga de um indutor por
estarem envolvidas com o sistema de defesa do organismo. As plantas utilizam
esse sistema de defesa para se defenderem do ataque de fungos parasitas. Com
isso, desde a década de 80, muito esforgo tem sido aplicado na tentativa de se
estudar a estrutura quimica destas enzimas e, principalmente, a construgdo de

microrganismos transformados para a superprodugdo dessas enzimas e que
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apresentem 6timas condi¢des de fermentagao em larga escala. Muitas leveduras e
fungos secretam endo- e exo-B-D-glucanas hidrolases (B-glucanases) na
superficie da célula. Na maioria das vezes, o papel exato destas enzimas é
desconhecido, mas elas, indubitavelmente, participam no metabolismo da B-D-

glucanas, o componente estrutural mais importante da parede celular (Chambers
et al., 1993).

Keitel et al. (1993) analisaram a estrutura cristalina da 3-1,3-glucanase de
linhagem hibrida de Bacillus H (A16-M) através da técnica de cristalografia com
raio X. A molécula da proteina consistia principalmente de dois corddes
antiparalelos que formam uma superficie larga e plana pregueadas por ligagdes do
tipo B, arranjada uma sobre a outra para formar um contato do tipo “sandwich”. Os
autores sugeriram que a hidrélise da p-glucana acontece num canal profundo em
parafuso numa face da superficie molecular e que os residuos de Glu'®, Asp'” e

Glu'® estdo orientados em direcéo a fenda do sitio ativo.

Klis (1994) relatou que métodos enzimaticos tém surgido recentemente
como complemento para a hidrolise dos polissacarideos e proteinas da parede
celular e podem substituir parcialmente os métodos quimicos. Eles verificaram que
é possivel remover completamente a fragdo de manana-proteina da parede
celular, pela digestdo com pronase, uma preparagéo enzimatica, que deixa a

fracao de glucana intacta.

A enzima exo-glucanase do tipo p-1,3-D-glucana glucohidrolase, isolada de
Bacillus circulans, hidrolisa p-1,3-D-glucanas por sucessivas remogdes de

unidades de laminaribiose de seus terminais ndo redutores (Kanzawa et al., 1994).

Pitson et al. (1995) relataram que as trés enzimas liticas (GN I, GN I,
GN Il) de Acremonium persicinum, agem de maneira exo-hidrolitica, removendo
residuos simples de glicose pelos terminais nao redutores das -1,3-D-glucanas
lineares e hidrolisam a laminarina de Eisenia com uma agao aparentemente endo-

hidrolitica. Estas glucanases podem ser produzidas extracelularmente, mas, uma

43



ou mais delas, podem ocorrer como enzimas intracelulares ou ligadas a parede e

estar sendo liberadas no meio de cultura somente durante a autdlise celular.

2.6- Aplicagao das enzimas liticas

Ducroo & Delecourt (1972) relataram que a B-1,3-glucana de cevada pode
aumentar a viscosidade da cerveja. Eles verificaram que o uso de enzimas
hidroliticas, como B-glucanases de Bacillus subtilis e Aspergillus niger, podem
ajudar a superar as dificuldades associadas a alta viscosidade da cerveja. Durante
a fase nao germinativa da cevada foi observada a existéncia de varias enzimas
hidroliticas como: endo-B-1,3-glucanases, endo-B-1 /4-glucanases, exo-3-1,3-
glucanases, exo-B-1,4-glucanases, celobiases, laminaribiases, transglucosidases
e durante a fase de germinagdo da cevada foram encontradas somente endo-B-
1,3-glucanases, as quais mostraram um aumento significativo (aproximadamente

100 vezes) na sua atividade.

Em 1974, Fujino et al., descreveram a utilizacdo de enzimas liticas de
Arthrobacter luteus para a obtengdo de extratos de leveduras. O extrato foi obtido
pelo tratamento de leveduras de p&do e saqué, com solugdo de enzimas liticas a
45°C por 11,5 horas.

Culturas em meio liquido de Streptomyces globisporus 1829, produziram a
mutanolisina, uma enzima que revelou uma poderosa atividade litica contra
células vivas de bactérias cariogénicas como as Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarius, Streptococcus sangui, Lactobacillus acidophilus e
Actinomyces viscousus e expectativas tém sido discutidas para o uso da
mutanolisina como um agente potencial no controle da carie dentéaria (Yokogawa
etal., 1975).
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A producao de enzimas liticas nos vegetais tem sido relacionadas a defesa
contra o ataque por microrganismos fitopatogénicos. Entre os vegetais a p-1,3-
glucanase ativa foi detectada em macas, aspargos, beterrabas, cenouras, cerejas,
pepinos, péssegos, aboboras e tomates (Hinton & Pressey, 1980).

Okagbue & Lewis (1983) relataram o uso de microrganismos liticos para a
extracdo de pigmentos microbianos, aplicados a industria de alimentos. Estes
autores utilizaram uma cultura mista contendo Bacillus circulans como forte

produtor de enzimas liticas e Phaffia rhodozyma para a produgao de astaxantina.

A aplicagdo das enzimas que lisam a parede celular de leveduras € muito
promissora, como por exemplo, na preservagao de alimentos. Tem sido sugerido a
avaliagdo da acao destas enzimas liticas sobre leveduras e bactérias para controle
de microrganismos patogénicos e prevengdo da deterioragdo dos alimentos
(Andrews & Asenjo, 1987b).

Gomi et al. (1987) usaram o preparado enzimatico contendo quitinase
produzido pela Oerskovia spp para lisar o micélio de Aspergillus oryzae do arroz

Koiji e liberar N-acetilglucosamina (NAG).

Hunter & Asenjo (1987) descreveram que devido & rigidez e a espessura da
parede celular, as leveduras s&o dificimente rompidas mecanicamente, sendo
mais eficaz a lise celular por meios enzimaticos nos estagios iniciais do

tratamento.

Mauch et al. (1988) encontraram em plantas de ervilhas (leguminosas)
algumas enzimas p-1,3-glucanases liticas, que foram relacionadas com o
mecanismo de defesa contra o ataque microbiano. Estas enzimas liticas, também
foram encontradas em gramineas, como o arroz (Akiyama et al., 1996) e a cevada
(Kotake et al., 1997).

Estudos do efeito da adigdo de misturas enzimaticas na ragao, tem sugerido

um aumento na digestibilidade em animais. Algumas misturas enzimaticas
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contendo glucanases, celulases, xilanases, pectinases, glucoamilases e amilases
foram incluidas na dieta de porcos, frangos e pintinhos (Taverner et al., 1988;
Bohme et al., 1990; Wenk et al., 1990a / b: e Jeroch, 1991). Aplicagées destas
enzimas liticas na area nutricional e de alimentos estdo sendo revistas (Ruttloff et
al., 1989).

Liu et al. (1988) relataram que o uso de sistemas liticos aumentaria a
eficiéncia dos métodos de rompimento da parede celular de levedura para a
recuperagcao de componentes intracelulares, de interesse econdémico. Contudo,
dependendo em particular do sistema litico empregado e da sua pureza, as
enzimas poderiam ser modificadas geneticamente para atacar somente os

componentes da parede celular sem danificar os demais produtos.

Nakajima et al. (1988) verificaram que as leveduras podem ser aproveitadas
como fonte de proteinas de célula unica (“single-cells proteins”), mas a
indigestibilidade da sua parede celular ¢ uma importante limitagdo para o uso
destes microrganismos como suplemento alimentar para animais e seres
humanos. Por isso, construiram e isolaram mutantes de Saccharomyces
cerevisiae com a parede celular alterada, que apresentaram maior

susceptibilidade as enzimas liticas da preparacado comercial de zymolyase.

Sandhu et al. (1989) verificaram que o uso das enzimas liticas de
Trichoderma harzianum e Aspergillus nidulans para gerar protoplastos em
Trichoderma reesei QM9414, somente foi eficaz quando as preparagoes
enzimaticas purificadas foram suplementadas com quitinase comercial.

Um novo método foi desenvolvido por Huang et al. (1991) para a separagao
dos bioprodutos das células de leveduras. Uma combinagao de agentes fisicos,
quimicos e biolégicos como enzimas liticas, suportes osméticos e esferoplastos
estabilizados foram aplicadas para liberar as proteinas associadas as células,
sendo que as enzimas liticas foram liberadas juntamente com as proteinas da
parede celular. Este método ofereceu alta recuperacao de produtos e maior
seletividade do que o rompimento mecanico e, além disso, pode ser utilizado com

altas concentragGes de levedura (maior que 145 g de peso seco / L)
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Alfonso et al. (1992) realizaram um estudo de biocontrole, utilizando-se
fungo ndo patogénico para inibicdo do patdgeno Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici. Verificou-se que houve degradacdo de 45, 22, 21 e 12 %,
respectivamente da parede celular do micélio jovem do patégeno, quando o
mesmo foi incubado com o precipitado enzimatico, obtido da cultura autolisada de

Mucor rouxii, Aspergillus nidulans, Penicilium oxalicum e P. purpurogenum.

O uso das enzimas liticas como suplemento enzimatico na alimentagao,
com o objetivo de melhorar a digestibilidade em animais, ja vem tomando um
grande rumo no ramo da tecnologia de alimentos. Richter et al. (1992) verificaram
que o valor alimenticio de cereais, quando se utiliza altas propor¢ées de
polissacarideos sem amido, pode melhorar com o uso de misturas enzimaticas

como B-1,3-glucanase, protease e xilanase.

As enzimas liticas sao usadas com sucesso para a produgao de
protoplastos de fungos, mas a fase de crescimento das células microbianas é
muito importante para a eficiéncia do método. A formacao de protoplastos de
Penicillium solitum, um fungo produtor de enzimas lipoliticas, foi dependente da
fase exponencial de crescimento. A parede celular do fungo foi mais sensivel a
acao das enzimas liticas durante o inicio e o meio da fase exponencial

(Sorokoletova & Lavrent’ ev, 1992).

Akita et al. (1995) desenvolveram um método para o tratamento da agua de
residuo de uma destilaria de ‘shochu’ produzida com cevada, usando a linhagem
Geotrichum sp M111 que tem capacidade de acelerar a agregacao de solidos
insoluveis da agua. Nesse filtrado foi adicionada a levedura Hansenula anomala
J45, que removeu 63 % do DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio). As células
de leveduras remanescentes foram digeridas pela bactéria litica Rarobacter
faecitabidus, que tem atividade litica contra J45- 0. A agua de residuo tratada com
R. faecitabidus foi diluida cerca de 5 vezes com agua de torneira e submetida ao

tratamento do lodo ativado.
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Hahn et al. (1995) construiram diferentes mutantes de B. macerans para o
gene da [B-glucanase e a expressdo desse gene foi feita em E. coli, a fim de
esclarecer o papel dos residuos que podem estar envolvidos na clivagem
hidrolitica da B-glucana. A estrutura tridimensional da glucanase foi determinada

por cristalografia, utilizando-se linhagens hibridas de Bacillus.

Evidéncias de produgdo de uma B-1,3-glucanase ativa foram encontradas
em folhas de pepino inoculadas com Colletotrichum lagenarium ou com virus da
necrose de tabaco (TNV) e nas folhas inoculadas com os patégenos. O aumento
da B-1,3-glucanase coincidiu com a indug&o de resisténcia a doengas sistémicas
(Ji & Kuc, 1995).

Okada et al. (1995) estudaram a estrutura do gene que codifica a p-1,3-
glucanase de Bacillus circullans WL-12 e sugeriram que a regidao C-terminal da
glucanase B (GIcB) interage com a parede celular de levedura. Esta hipotese
consiste no fato de que Bacillus circullans WL-12 foi originalmente isolado como
uma bactéria litica de parede celular de fungos e supde-se que as glucanases

apresentam o papel mais importante na lise da parede celular de levedura.

Parascandola et al. (1995) investigaram as possiveis alteracdes na parede
celular de Saccharomyces cerevisiae, apds a imobilizacdo das células em uma
matriz gelatinosa insoltvel. As células livres e as imobilizadas foram tratadas com
SDS e zymolyase. As analises em microscopio eletrdnico de transmissao (TEM)
revelaram a existéncia de uma grande quantidade de manana-proteinas nas
paredes das celulas imobilizadas. Porém, isto pode estar relacionado, também, a

agregacao das células resultantes do crescimento durante a imobilizagéo.

As analises da lise enzimatica da levedura e da autdlise devem ser
realizadas simultaneamente, pois tanto a lise quanto a autolise podem acontecer
ao mesmo tempo. Estudos constataram que as células de leveduras sdo muito
resistentes a autolise celular. Para se obter autolisado de leveduras de
Kluyveromyces marxianus var. marxianus, foi necessario um tratamento térmico a

45°C ou 50°C por 23,5 horas. Durante este tratamento foram feitas observacoes
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em microscopio eletrénico e nao foi possivel verificar nenhuma célula rompida,
mas apenas diferengas morfologicas entre as células frescas lavadas e as células
autolisadas. Enquanto, as células frescas mostraram uma forma lisa e elipsoidal,
as células autolisadas pareceram como baldes cilindricos que foram esvaziados.
As células autolisadas mostraram somente uma diminuicdo de 43 % no seu

volume interno (Amrane & Prigent, 1996).

Mishra et al. (1997) estudaram o efeito de metabdlitos microbianos no
biocontrole de insetos e nematdides. Estes autores realizaram um ‘screening’ de
amostras de solo e obtiveram 942 isolados microbianos, dentre eles
actinomicetes, fungos e bactérias. A identificacao dos isolados mostrou que
pertenciam a 27 géneros diferentes e todos foram testados quanto as suas
propriedades inseticidas e nematicidas. Os metabolitos de 55 microrganismos
isolados, incluindo a Oerskovia, causaram, aproximadamente, 100 % de

mortalidade nas larvas de Aedes aegypti.

Glandorf et al. (1997) estudaram a influéncia da produgé@o de proteinas
antimicrobianas e antifungicas sobre a microflora saprofitica do solo. Estes autores
verificaram que a expressao constitutiva de proteinas antifungicas relacionadas a
patogenicidade em tabaco, na maioria das vezes nao afetou a colonizagao
radicular pelo fungo Glomus mosseae. Porém o aumento nos niveis de uma 3-1,3-
glucanase da classe Il, de tabaco, reduziu a colonizagdo em potencial, indicando
que podem ocorrer efeitos ndo esperados. Com certeza outros membros da planta
beneficiaram a microflora da rizosfera pelo contato com os produtos transgénicos.
Pela queda natural das partes da planta, senescéncia, e pela casca das células da
raiz, uma parcela minima destas proteinas antimicrobianas podem ser liberadas

na rizosfera e estarem ativas.

Durante o desenvolvimento do flavedo de “grapefruit’, foi avaliado o
comportamento das enzimas liticas contra o ataque de fungos. Inimeros fatores,
sem duvida, contribuem para a diferenca na queda da resisténcia entre frutos
jovens e maduros, mas as enzimas 3-1,3-glucanase e quitinases estao, também,

envolvidas neste processo. A quitinase ativa € inicialmente muito alta, mas diminui
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drasticamente durante os estagios precoces do crescimento do fruto, enquanto a
B-1,3-glucanase ativa foi baixa em frutos muito jovens e aumentou com a idade
dos frutos. Com isso pode-se concluir que, as mudancas na atividade enzimatica
sao resultados da expresséo diferencial dos genes e nao devido a inativagéo ou

ativagao das proteinas existentes (McCollum et al., 1997).

Zhang & Yuen (2000) analisaram o efeito de fluidos de culturas da bactéria
Stenotrophomanas maltophilia C3 no biocontrole de manchas nas folhas de
centeio, causadas pelo Bipolaris sorokiniana. Estes autores, encontraram altos
indices de quitinases, proteases, B-1,3-glucanases e lipases nas culturas de
células C3. O fluido desta cultura mostrou um efeito protetor duravel nas folhas,
inibindo o desenvolvimento da doenga, mesmo quando aplicado 9 dias antes da
incubacgao, e um efeito terapéutico se aplicada dentro de 3 dias ap6s a incubacéo

do Bipolaris sorokiniana.

Salazar et al. (2001) obtiveram uma Escherichia coli recombinante para a

superproducao de B-1,3-glucanase de O. xanthineolytica.
El-Katatny et al. (2001) estudaram a produgdo de quitinase e de jB-1,3-

glucanase de Trichoderma harzianum Rifai T24 para o biocontrole do fitopatégeno

Sclerotium rolfsii.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Isolamento e selecao das bactérias que lisam a parede celular de

leveduras

Para o isolamento de microrganismos que lisam a parede celular de
leveduras, foram coletadas amostras de lodo (residuos do processo de
fermentacao) da usina de acucar e alcool Santa Helena, Piracicaba- SP. A
linhagem Saccharomyces cerevisiae 701 foi utilizada como levedura teste para a

etapa de isolamento de bactérias liticas.

3.1.1- Cultivo da levedura utilizada para o estudo da lise da parede

celular

Para a produgdo de massa celular de levedura, a cultura de 24 horas da
linhagem de Saccharomyces cerevisiae 701 em meio YEPD inclinado, composto
de 10,0 g de extrato de levedura; 3,0 g de extrato de malte; 20,0 g de peptona,
20,0 g de glicose e 20,0 g de Agar por litro, foi inoculada em frasco de Erlenmeyer
de 250 mL com 50 mL de meio YEPD caldo. Apés 24 horas de incubagao dos
frascos a 30°C, a massa celular foi recuperada por centrifugagao a 10.000 x g
durante 10 minutos a 5°C. As células de leveduras foram lavadas,
assepticamente, 3 vezes com agua destilada, e suspendidas em 200 mL de agua
destilada, contendo 0,05 % de azida de sodio (Shimoi et al., 1991). A suspensao
foi utilizada para a preparagdo do meio YLM-Agar macio (Shimoi et al., 1991),
como descrito no item 3.1.2, contendo uma concentragéo final de 10'® células
viaveis de leveduras / mL. A contagem das células viaveis de leveduras, foi feita

em microscopio optico binocular Zeiss, utilizando-se coloragao de azul de metileno
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em camara de Neubauer (Collins & Lyne, 1989). Como controle foi medido a
absorbancia a 660 nm da suspensao diluida 10.000 vezes, tendo como referéncia
a obtencao da leitura aproximada de 0,32. A linhagem de S. cerevisiae 701 foi
mantida a 5°C em tubos de meio YEPD inclinado sob camada de vaselina liquida
estéril.

3.1.2- Isolamento de microrganismos que lisam a parede celular de

Saccharomyces cerevisiae 701

Amostras de 1 g de lodo foram adicionadas a tubos de ensaio contendo 10
mL de agua destilada esterilizada, sendo suspensas e a seguir filtradas em 13 de
vidro. Este filtrado foi utilizado como suspensdo de microrganismos contendo

bactérias capazes de lisar células de leveduras viaveis.

As bactérias com capacidade de lisar leveduras (YLM) cresceram em
placas com YLM-Agar macio, contendo 5,74 g de K-HPO4; 1,15 g de NH4H>POy4;
0,205 g de MgSO;4 7H,0 e 15 g de Agar por litro, previamente esterilizado por 20
minutos a 121° C e 1 atm, e resfriado a 45°C. Foi adicionado neste meio
resfriado, uma suspensao de leveduras para uma concentracdo final de 10"
celulas viaveis / mL, preparada como descrito no item 3.1.1. A suspensdo de
microrganismos, preparada como descrito anteriormente, foi espalhada sobre a
superficie do meio agarizado, com o auxilio de uma alga triangular de niquel-
cromo, sendo as placas incubadas a 30°C por 3 a 10 dias (Goto-Yamamoto et al.,
1993b). As colbnias de cor amarela e branca, rodeadas por um halo claro,
crescidas sobre a superficie do meio que indicavam a lise das células de
leveduras, foram isoladas por transferéncia em série sobre placas de meio de

mesma composi¢ao.
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3.1.3- Selecao preliminar de bactérias que lisam células viaveis de
leveduras

As bactérias isoladas, de acordo com o item 3.1.2., foram submetidas a
novo isolamento visando a selecao de coldénias que apresentassem maior halo de
lise, em placas de meio YLM-Agar macio contendo, 10" células viaveis de
leveduras / mL. As coldnias que apresentaram os maiores halos de lise, foram
transferidas para tubos inclinados de meio TYMC, composto de 5 g de Tripticase
peptona (BBL), 3 g de extrato de levedura (Difco), 3 g de extrato de malte
(Difco), 0,12 g de catalase, 5,8 g de KoHPO4; 1,15 g de NH4H,PO4; 0,264 g
de MgS0O,4 7H,0O e 20 g de Agar por litro.

A suspensao de células das bactérias reisoladas e cultivadas por 24 horas
em TYMC inclinado foram submetidas ao teste de aglutinagéo, como descrito no
item 3.1.4.1.3.

3.1.4- Selegio de bactérias produtoras de 3-1,3-glucanase em meios de

culturan®1e2

As coldnias isoladas de acordo com o item 3.1.3, designadas como
YLM-B1, YLM-B22, YLM-B26, YLM-B191, YLM-Fxx, YLM-4, foram cultivadas em
frascos Erlenmeyer contendo meio n® 1 (Shimoi et al., 1991) e meio e 2
(Kitamura et al.,1974) e foram analisadas quanto a produgao de B-1,3-glucanase,
enzima responsavel pela hidrolise da camada de glucana que compoe a parede

celular de leveduras.

Meio n® 1. TYMC caldo (Shimoi et al., 1991) composto de 5 g de Tripticase
peptona (BBL); 3 g de extrato de levedura (Difco), 3 g de extrato de malte
(Difco); 0,12 g de catalase; 5,8 g de K;HPOy4; 1,15 g de NHsH,PO4; 0,264 g de
MgSO, 7H,0; por litro. A solugéo de catalase foi esterilizada a vacuo, pelo sistema



asséptico Sterifil (Millipore) em suporte de 47 mm, utilizando-se membrana de

filtracdo 0,45 um.

Meio n® 2. Meio descrito por Kitamura et al. (1974) modificado, composto
de 20 g de leveduras liofilizadas; 2,0 g de extrato de levedura; 2,0 g de NHsNO3;
1,0 gde K;HPO4; 1,0 g de MgSO, 7H,0; 0,1g de Fex(S04)3 xH,O por litro.

As linhagens selecionadas para a produgdo de B-1,3-glucanase foram
mantidas em meio inclinado de TYMC, como descrito no item 3.1.3. A cultura de
24 horas de cada linhagem a 30°C, foi inoculada em frascos de Erlenmeyer de
250 mL, contendo 50 mL dos meios n® 1 e n® 2. Apds 24 horas de incubacéao a
30°C em agitador rotatério a 200 rpm; os meios foram centrifugados a 10.000 x g
por 10 minutos a 5°C e a atividade de B-1,3-glucanase foi determinada no

sobrenadante, como descrito no item 3.1.4.1.1.

3.1.4.1- Determinacao da atividade

3.1.4.1.1- Determinagao da atividade de -1,3-glucanase

Uma solugao da laminarina de Laminaria digitata, utilizada como substrato,
foi preparada em tampao 0,1 M acetato de sodio pH 5,5 (Gurr et al.,1992) e a
atividade de B-1,3-glucanase foi determinada como descrito por Saeki et al.,
(1994). A mistura de 250 pL de solugdo 1 % de laminarina e 250 L de solugao
enzimatica foi incubada a 30°C por 30 minutos. A reacao foi paralisada pelo
aquecimento em banho-maria em ebulicdo por 3 minutos, sendo os agucares
redutores determinados pelo método de Somogyi e Nelson (1952), utilizando-se
glicose como agucar padrao. Uma unidade foi determinada como a quantidade de
B-1,3-glucanase ativa que liberou um pmol de acucar redutor equivalente a D-
glicose por minuto de reagdo sob as condigées do ensaio. Apos testes de

caracterizagao bioquimica da B-1,3-glucanase, a solucdo 1% de laminarina foi




preparada em tampao 0,1 M acetato de sodio pH 5,5 e a mistura de reagao foi
incubada a 55°C por 30 minutos.

3.1.4.1.2- Determinagao da atividade de protease

A atividade proteolitica foi determinada pelo método de Rowley & Bull
(1977) modificado por Andrews & Asenjo (1987 a). A mistura de 500 ulL de solugao
enzimatica e 500 ulL de solugdo 2,5 g / L de azocaseina foi incubada a 37°C por
20 minutos. A solucao de azocazeina foi filtrada pelo sistema asséptico Sterifil
(Millipore) em suporte de 47 mm de diametro utilizando-se membrana de filtragao
de 0,45 um. A reacao foi paralisada pela adi¢do de 2 mL de solugédo 3 M de acido
tricloroacético (TCA). Apos a centrifugagdo a 10.000 x g por 10 minutos, a
absorbancia do sobrenadante foi lida a 400 nm. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como o aumento de uma unidade de absorbancia sob as

condigdes do ensaio.

3.1.4.1.3- Determinagao da atividade de aglutinagao

A atividade de aglutinagdo de leveduras pelas bactérias liticas foi testada
utilizando-se as leveduras S. cerevisiae 701, S. cerevisiae ATCC 26602 e
Rhodotorula rubra CCT 3895. As suspensoes celulares de leveduras foram

preparadas como descrito no item 3.1.1.

As suspensoes celulares das leveduras S. cerevisiae 701, S. cerevisiae
ATCC 26602 e R. rubra CCT 3895 foram inoculadas em frascos Erlenmeyer de
50 mL contendo 10 mL de meio YEPD e incubadas em agitador rotatério a
200 rpm durante 20 horas a 30°C. Apés incubagdo os meios de culturas foram
centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos a 5°C e as células foram lavadas 3
vezes com agua destilada. Em seguida as células foram ressuspendidas em
tampao 0,2 M fosfato pH 7,4 para a obtengédo de uma suspensao de absorbancia
de 0,5 a 660 nm. Aliquotas de 500 uL de suspensao de levedura foram

transferidas para tubos de ensaios de 13 x 70 mm, e uma algca das celulas da
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linhagem litica YLM-B191 foi misturada a cada uma das suspensodes de leveduras.
Os tubos de ensaios foram incubados com agitacdo por 5 a 10 minutos e a reagao
de aglutinacao foi observada como descrito por Goto-Yamamoto et al. (1993).
Apds a reagdo de aglutinagdo, as células de YLM-B191 aderidas a superficie
celular de S. cerevisiae 701, foram observadas em microscopio optico binocular

Zeiss.

3.2- Producao de enzimas liticas pela linhagem YLM-B191

3.2.1- Producéo de proteases pela linhagem YLM-B191 em meio de

culturan®1,3e4

Para a produgdo de protease, a cultura de 24 horas da linhagem
YLM-B191 em tubos inclinados de meio TYMC foi transferida para frascos
Erlenmeyer contendo 50 mL de meio de cultura n® 1 (descrito no item 3.1.4), n® 3
e n° 4 (descritos no item 3.2.5). Apos 48 horas de fermentagao a 200 rpm a 30°C,
o meio de cultura foi centrifugado a 5°C por 10 minutos a 10.000 X g, e a atividade

3.2.2- Produgao de p-1,3-glucanase pela linhagem YLM-B191 em

frascos agitados, frascos aerados e em fermentador.

Aliquotas de 25 mL de cultura de 24 horas da linhagem YLM-B191 em meio
n° 1 (descrito no item 3.1.4), foram inoculadas em frascos Erlenmeyer agitados
com injegao de ar, e em fermentador Bioflo 1I, contendo 500 mL do mesmo meio.
Apos 24 horas a 30°C, os meios de culturas foram centrifugados a 5°C por 10
minutos a 10.000 x g, e a atividade de B-1,3-glucanase foi determinada como

descrito no item 3.1.4.1.1.




3.2.3- Relagao entre tempo de fermentagao, alteragao do pH do meio
de cultura, crescimento do microrganismo e produgao da 3-1,3-glucanase
pela linhagem YLM-B191

A linhagem YLM-B191 selecionada de acordo com o item 3.1.4, para a
obtencéo de B-1,3-glucanase ativa, foi utilizada para os estudos de producao da

enzima.

3.2.3.1- Preparagao do in6culo

A cultura de 24 horas da linhagem YLM-B191 em tubo inclinado de meio
TYMC foi inoculada com o auxilio de uma al¢a, em um frasco Erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL de meio n® 1 (TYMC). O frasco foi incubado a 30°C sob

agitacao de 200 rpm. O meio de cultura foi utilizado como pré-indculo.

3.2.3.2- Fermentagao

A fermentagdo foi realizada em frascos Erlenmeyer de 2.000 mL em
agitador rotatério a 200 rpm. Foi adicionado assepticamente 50 mL de indculo,
preparado de acordo com o item 3.2.3.1, ao frasco contendo 800 mL de meio de
cultura. O frasco foi incubado a 30° C por 72 horas, mantendo-se a aeragao de
1 vwwm. Amostras de 10 mL meio de cultura foram coletadashem diferentes tempos
de fermentacdo e divididos em duas partes de 5 mL, sendo uma parte para a
determinag&o do pH e do crescimento do microrganismo como descrito no item
3.2.3.3, e a outra parte para a determinagéo da atividade de p-1,3-glucanase. A

atividade de B-1,3-glucanase foi determinada no sobrenadante, apos centrifugagao
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de 5 mL da amostra a 10.000 x g, por 10 minutos a 5°C, de acordo com o item
3.1.4.1.1.

3.2.3.3- Determinacao do crescimento do microrganismo

O crescimento da linhagem YLM-B191, foi determinado por
espectrofotometria a 660 nm (Ueda & Nanri, 1967). Apos a fermentacao, uma
amostra de 5 mL de meio de cultura foi centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos a
5°C e a massa celular foi submetida a 3 lavagens sucessivas com 5 mL de agua

destilada.

O crescimento celular, também foi determinado pelo contetido de massa
celular. Apos a fermentacdo, aliquotas de 5 mL de meio de cultura foram
centrifugadas e lavadas com agua destilada, como descrito acima. A massa
celular, obtida da ultima lavagem, foi colocada em estufa a 105°C para a
secagem, até atingir peso constante, e depois foi resfriada em dessecador e
pesada (Singh et al., 1994). A absorbancia da suspensao celular foi relacionada 2

massa celular seca.

3.2.4- Reisolamento da linhagem YLM-B191

Devido a diminui¢do na atividade de B-1,3-glucanase pela linhagem YLM-
B191, a cultura foi submetida a varios reisolamentos em placas de meio TYMC,
descritos no item 3.1.3. A col6nia reisolada YLM-B191-1, foi testada para a

producao de -1,3- glucanase como descrito a seguir.




3.2.5- Produgao de B-1,3-glucanase pela linhagem YLM-B191-1 em

diferentes meios de cultura

Os meios n® 3, 4, 5, 6, 7 e 8, descritos a seguir, foram utilizados para a
producéo de B-1,3-glucanase pela linhagem YLM-B191-1. Aliquotas de 2,5 mL de
pré-inoculo de 24 horas da linhagem YLM-B191-1 foram inoculadas em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL dos respectivos meios de culturas e
incubados sob agitagdo a 200 rpm durante 48 horas a 30°C. A atividade de p-1,3-
glucanase foi determinada como descrito no item 3.1.4.1.1. O meio de cultura n°4
também foi testado quanto a atividade de protease, como descrito no item
3.1.4.1.2.

Meio n° 3. Este meio continha os mesmos compostos do meio n® 1 (meio
TYMC, descrito no item 3.1.4) acrescido de 1 % de parede celular de levedura
(doada pelo Prof. Dr. Gil Eduardo Serra do Depto de Tecnologia de Alimentos —
UNICAMP).

Meio n°® 4. Meio de cultura descrito por Sistrom modificado por Scott &
Schekman (1980), constituido de 1,5 % de levedura seca; 0,2 % g de (NH4)>SOy4;
1,36 % de KHoPOg4; 0,42 % de KOH; 0,02 % de MgSO4 7H,0; 0,0001 % de
Fes(S04)3 6H,0; 0,0001 % de biotina e 0,0001 % de tiamina. As solugdes de
vitaminas foram esterilizadas a vacuo, pelo sistema asséptico Sterifil (Millipore) em

suporte de 47 mm, utilizando-se membrana de filtragao 0,45 pm.

Meio n® 5. Meio descrito por Kitamura (1982c), continha 0,7 % de extrato
de malte, 1 % de peptona e 0,3 % de NaCl, o pH foi ajustado para 8,0.

Meio n® 6. Meio descrito por Andrews & Asenjo (1987a), continha 0,2 % de
glicose; 0,2 % de parede celular de levedura; 0,05 % de KHPO4; 0,03 % de
NaH,PO4 2H,0; 0,5 % de NH4Cl e 50 mL da solucao de elementos tragos, o pH
do meio foi 5,6. Solucao de elementos tragos: 0,025 % de MgSO4 7H:0; 0,005 %
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de CaCl;; 0,002 % de ZnSO4 H,O; 0,002 % de MnSO;s 4H,0; 0,0005 % de
CuSO4 5H,0; 0,01 % de FeSO47H,0; 0,1 % de Na,SO, e 0,06 % de EDTA.

Meio n® 7. Meio de cultura constituido de 0,67 % de YNB (“Yeast nitrogen
base”); 0,3 % de parede celular de levedura (doada pelo prof. Dr. Gilson Eduardo
Serra do Depto de Tecnologia de Alimentos — UNICAMP) em vez de glucana de
levedura, como descrito por Saeki et al ( 1994).

Meio n° 8. Meio de cultura descrito por Doi et al. (1973), continha 8 % de
levedura de panificagao, 1% de K,HPO,4 e 0,01 % de MgSO.. Para a produgéo de
enzimas, o meio foi incubado a 30° C por 48 horas.

3.3- Identificacdo das linhagens produtoras de enzimas liticas

As caracteristicas fenotipicas, bioquimicas e fisiolégicas foram
determinadas para todas as linhagens isoladas, sendo os testes de assimilacdo de
diferentes compostos organicos, de composigéo de acidos graxos e de contetido
de C + G do DNA realizados apenas para as linhagens YLM-4 e YLM-B191-1.

3.3.1- Caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas das linhagens que

lisam células viaveis de Saccharomyces cerevisiae 701

As caracteristicas fenotipicas, bioquimicas e fisiolégicas das linhagens
YLM-4, YLM-B1, YLM-B22, YLM-B26, YLM-B191-1, YLM-Fxx, foram estudadas
como descrito por Mac FADDIN (1980). O teste de anaerobiose foi realizado
utilizando-se jarra de anaerobiose AnaeroJar contendo AnaeroGen (Oxoid).
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Para manutengao, as culturas microbianas de 24 horas em tubos inclinados
de meio TYMC (descrito no item 3.1.3) submersas em vaselina liquida esterilizada

foram conservadas a 5°C e repicadas a cada 2 - 3 meses.

3.3.2- Caracteristicas fisiologicas e quimiotaxonémicas das linhagens
YLM-4 e YLM-B191-1, que lisam células viaveis de Saccharomyces cerevisiae
701

Os testes de assimilagdo de diferentes compostos organicos, de
composicao de acidos graxos da parede celular, do conteido de C+ G do DNAe
do coeficiente de similaridade foram realizados para as linhagens YLM-4 e YLM-
B191-1 pelo grupo do Prof. Dr. Young- Ha Park (Korea Research Institute of
Bioscience and Biotechnology, KRIBB, P.O., Korea), de acordo com o meétodo
descrito por Lee et al. (1996 e 1997).

3.4- Produgao e purificagao da p-1,3-glucanase de Cellulomonas

cellulans YLM-B191-1

3.4.1- Preparagao do pré-inéculo

A cultura da linhagem de C. cellulans YLM-B191-1 de 24 horas, em meio
TYMC inclinado (descrito no item 3.1.3), foi transferida para frasco Erlenmeyer de
250 mL, contendo 10 mL de meio n®4. Ap6s 24 horas de incubagdo sob agitagao
a 200 rpm a 30°C, o meio denominado pré-inéculo |, foi transferido para outro
frasco contendo 200 mL de meio n° 4, incubado nas mesmas condi¢oes, que foi

definido como pré-inoculo Il
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3.4.2- Produgao da B-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-
B191-1

Uma aliquota de 75 mL do pré-inéculo |1, obtido de acordo com o item 3.4.1,
foi transferido assepticamente para frasco de Erlenmeyer de 4.000 mL contendo
1.500 mL de meio n® 4. Apés 20 horas de incubagéo agitagéo a 200 rpm a 30°C,
o cultivo foi centrifugado a 10.000 x g durante 10 minutos a 5°C. O sobrenadante

do meio de cultura foi liofilizado e usado como preparagao bruta de B-1,3-

3.4.3- Purificagao da p-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-
B191-1

3.4.3.1- Fracionamento da enzima bruta usando ultrafiltracao

O po liofilizado (10 g), obtido de acordo com o item 3.4.2, foi ressuspendido
em 50 mL de tampao 0,01 M acetato de sodio pH 4,5 e fracionado por
ultrafiltragdo, em ultrafiltrador Amicon mod. TCF2, usando-se membrana de
retencao de 30 kDa (Amicon Corp, Danvers, Mass). A porgdo retida pela
membrana (10 mL), foi dialisada contra 0 mesmo tampao, a 5°C durante 10 horas.
Esta porcéo dialisada foi, novamente, fracionada por ultrafitracdo em membrana
de 30 kDa e o seu volume final foi concentrado para 3,6 mL e usada como
preparacao bruta de p-1,3-glucanase. Uma aliquota de 3,0 mL desta preparacao
bruta foi aplicada na coluna de CM-Sepharose CL-6B de acordo com as condi¢coes

a seguir.

62




3.4.3.2- Cromatografia da fB-1,3-glucanase litica de Cellulomonas
cellulans YLM-B191-1 em coluna de CM-Sepharose CL-6B

A amostra (3,0 mL) preparada de acordo com o item anterior 3.4.3.1, foi
aplicada em coluna de CM-Sepharose CL-6B de 1,5 cm de diametro e 18 cm de
comprimento, equilibrada com tamp&o 0,01 M acetato de sodio pH 4,5. A amostra
foi eluida da coluna pela aplicagdo de 150 mL de tampé&o 0,01 M acetato de sddio
pH 4,5 e 60 mL de tamp&o 0,01 M acetato de sodio pH 4,5 contendo 0,4 M de
NaCl, consecutivamente. As fragoes de 5 mL foram coletadas a cada 15 minutos
utilizando-se o coletor automatico de fragées Isco UA-6 modelo Foxy 200. O curso
de eluicdo das proteinas da coluna foi acompanhado pela medida de absorbancia
a 280 nm em espectrofotometro Beckman DU 70. A atividade de (-1,3-
glucanase das fragdes foi determinada de acordo com o item 3.1.4.1.1. A
concentracdo de proteina das solugdes enzimaticas, nas diversas etapas de
purificacéo, foi determinada de acordo com o método de Lowry (1951) utilizando-
se ovoalbumina como padrao. As fragdbes que mostraram maior atividade
especifica de B-1,3-glucanase foram dialisadas contra o tamp&ao de equilibrio
durante 6 horas a 5°C e usada para os testes de caracterizagdo e

homogeneidade.

O acompanhamento do processo de purificagdo da B-1,3-glucanase foi
monitorado por eletroforese. O gel em gradiente SDS-PAGE (5 a 15 %) descrito
no item 3.5.5.2, foi usado para a amostra bruta e preparado no sistema de
gradiente linear Mod. 385 Gradient Formers (BioRad), enquanto os géis SDS-
PAGE (12 %) descrito no item 3.5.5.3, ou NATIVE-PAGE (12 %) descrito no item
3.5.5.4, foram usados para as amostras purificadas. As eletroforeses foram
desenvolvidas no sistema vertical para mini-géis BioRad. Aliquotas obtidas das
amostras do sobrenadante do meio de cultura, e da fragéo purificada da coluna de
CM-Sepharose CL-6B foram preparadas, aplicadas e reveladas nos geis de

eletroforese, como descrito no item 3.5.5.



3.5- Determinacao das caracteristicas da B-1,3-glucanase litica de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

Em estudos preliminares foram determinadas as caracteristicas de pH e
temperatura 6tima de atividade e faixa de pH e temperatura de estabilidade da
preparacao bruta de [-1,3-glucanase, nas mesmas condicbes usadas para

determinagao das caracteristicas da enzima purificada, como descrito a seguir.

A -1,3-glucanase purificada de acordo com os procedimentos descritos no

item 3.4.3, foi utilizada para o estudo de caracterizacdo da enzima.

3.5.1- Efeito do pH na atividade enzimatica da p-1,3-glucanase de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

Para o estudo do efeito do pH na atividade enzimatica, o sistema de reacédo
foi constituido de 0,5 mL de solugéo B-1,3-glucanase purificada (0,041 U/ mL) e
0,5 mL de laminarina (1 %) em tampao 0,1 M. Os sistemas tampdes foram usados
dentro dos limites de agao tamponante: citrato fosfato pH 3,5 a 6,5, fosfato pH 6,5
a 8,0 e carbonato pH 8,5 a 9,5. As misturas de reacdo foram incubadas a 55°C em
banho de agua termoestabilizado por 30 minutos. Ap6s a incubagao, os acglicares
redutores liberados foram determinados pelo método de Somogyi e Nelson (1952)
e os valores obtidos calculados como descritos no item 3.1.4.1.1, sendo

considerada a atividade relativa para efeito de comparacao.

3.5.2- Efeito do pH na estabilidade enzimatica da -1,3-glucanase de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

Para o estudo do efeito do pH na estabilidade enzimatica, 0,5 mL da
solugao da enzima purificada contendo 0,041 U / mL de atividade, foi pré-
incubada com 0,5 mL de solugao tampao 0,1 M de diferentes valores de pH
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durante 30 minutos a 55°C. Foram utilizados os sistemas tampdes: citrato fosfato
pH 3,5 a 6,5, fosfato pH 6,5 a 8,0 e carbonato pH 8,5 a 9,5. A atividade residual
foi determinada pela adicdo de 0,5 mL de laminarina (1 %) em tampao 0,2 M
acetato de sodio pH 5,5 as solugdes enzimaticas e, as misturas de reacdes foram
incubadas a 55°C durante 30 minutos. A concentragdo de aclcares redutores
liberados foi determinada pelo método de Somogyi e Nelson (1952) e os valores
obtidos calculados como descritos no item 3.1.4.1.1, sendo considerada a

atividade relativa para efeito de comparacgao.

3.5.3- Efeito da temperatura na atividade enzimatica da p-1,3-glucanase
de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade enzimatica, o sistema
de reacdo foi constituido de 0,5 mL de solugdo B-1,3-glucanase purificada
contendo 0,041 U/ mL e 0,5 mL de laminarina (1 %) em tampao 0,1 M acetato de
sodio pH 5,5. As misturas de reacao foram incubadas em diferentes temperaturas
entre 5 e 100°C durante 30 minutos. Apos a incubagdo, os aglcares redutores
liberados foram determinados pelo método de Somogyi e Nelson (1952) e os
valores obtidos calculados como descritos no item 3.1.4.1.1, sendo considerada a

atividade relativa para efeito de comparacao.

3.5.4- Estabilidade térmica da p-1,3-glucanase de Cellulomonas
cellulans YLM-B191-1

Para o estudo do efeito da temperatura na estabilidade enzimatica,
amostras de 2,0 mL da solugdo da enzima purificada, contendo 0,082 unidade de
atividade, em tampao 0,1 M acetato de sédio pH 5,5, foram pré-incubadas em
diferentes temperaturas entre 10 e 80°C durante 120 minutos. A atividade residual
foi determinada, no sistema de reacao constituido de 0,5 mL de solugao de B-1,3-

glucanase e 0,5 mL de laminarina 1 % em tamp&o 0,1 M acetato de sodio pH 5,5.
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A concentracao de acucares redutores liberados foi determinada pelo método de
Somogyi e Nelson (1952) sendo considerada a atividade relativa para efeito de

comparagao.

3.5.5- Monitoramento das etapas de purificagao da p3-1,3-glucanase por

eletroforese em gel poliacrilamida

As etapas da purificagdo da B-1,3-glucanase foram acompanhadas pela
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), das preparagdes enzimaticas brutas

e da solucao purificada da enzima.

3.5.5.1- Preparo da amostra para a eletroforese

Uma aliquota de 1.000 pL de sobrenadante do meio de fermentacgdo (1,13
mg de proteina) dialisado, obtido como descrito no item 3.4.2, foi liofilizado. O p6
foi ressuspendido em 100 plL da solucdo A (descrita a seguir), e incubado a 80°C
por 3 minutos. Aliquotas de 10 uL (0,11 mg de proteina) foram aplicados no topo
do gel gradiente SDS-PAGE (5 a 15 %), descrito no item 3.5.5.2. A eletroforese foi
desenvolvida pela aplicagdo de 19 mA por gel a 20°C por 3 horas.

Uma aliquota de 1500 pL (0,3375 mg de proteina) da fracdo de [B-1,3-
glucanase purificada, obtida de acordo com o item 3.4.3.2, foi dialisada e
liofilizada. Este p6 suspendido em 50 plL da solucdo A (descrita a seguir) foi
incubado a 80°C por 3 minutos. Aliquotas de 5 uL desta amostra (0,034 mg de
proteina), foram aplicadas nos topos dos géis SDS-PAGE (12 %), e NATIVE-
PAGE (5 a 15 %), descritos nos itens 3.5.5.3 e 3.5.5.4. A eletroforese foi
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desenvolvida aplicando-se 12 mA por 2 a 3 horas a 15°C, para a separagao das
proteinas.

Apos o desenvolvimento da eletroforese, os géis foram lavados, com uma
solugao fixadora de metanol (50 %) e acido acético (10 %) em agua deionizada,
durante 1 hora e 30 minutos em mesa agitadora. As bandas de proteinas no gel
foram evidenciadas pela coloragdo com Coomassie Blue R-250 (Solugdo B) ou
com AgNO3; (Solugéo C) descritas a seguir.

Solugdo A: Esta solugdo foi usada como tampao para a diluicdo da
amostra, e preparada com 0,01 % de azul de bromofenol em 0,625 mL de tampao
2 M Tris / HCI pH 6,8; 2,3 mL de glicerol, 2 mL de SDS (20 %), 5,075 mL de agua
deionizada, e mercaptoetanol (5 %). O SDS e o mercaptoetanol nao foram
adicionados a solugdo A, quando a amostra foi preparada para a NATIVE-PAGE
(5 a 15 %). A agua foi deionizada pelo sistema de purificagao de agua Milli-Q RG-
Milli-Q Plus.

Solugdo B: 0,25 g de Coomassie Blue R-250 foi diluido em 10 mL de acido
acético glacial (Sigma), 50 mL de metanol (Sigma) e 40 mL de agua deionizada. O
gel contendo a proteina eletroforisada permaneceu em banho nesta solugéo por

60 minutos, em mesa agitadora (Neuholff et al., 1988).

Solugao C: AgNOs; (0,1 %) em agua deionizada. Os géis contendo as
proteinas eletroforisadas permaneceram em banho nesta solugao reveladora por
30 minutos, em mesa agitadora. As proteinas foram reveladas com uma solugao
de NaCO; (3 %) e formaldeido (50 plL) em agua deionizada. Os géis foram

preservados em solugao 1,0 M de &cido citrico (Sigma).
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3.5.5.2- Eletroforese da (-1,3-glucanase em gel gradiente SDS-
poliacrilamida (5 a 15 %).

A eletroforese foi realizada de acordo com o método de Morrissey (1981)
com modificagGes. Os géis (5 % e 15 %) foram preparados e misturados pelo
sistema de gradiente linear Mod. 385 Gradient Formers (BioRad).

Gel 5 %: O gel foi preparado pela mistura de 3,05 mL de acrilamida
(30 %) / Bis (0,8 %); 11,41 mL de agua deionizada; 0,46 mL de SDS (4 %);
3,02 mL de tampao 2,25 M Tris / HCI pH 8,8; 0,25 mL de persulfato de aménio
(10 %) e 25 ulL de TEMED.

Gel 15 %: O gel foi preparado pela mistura de 9,15 mL de acrilamida
(30 %) / Bis (0,8 %); 5,31 mL de agua deionizada: 0,46 mL de SDS (4 %); 3,02 mL
de tampao 2,25 M Tris / HCI, pH 8,8; 0,25 mL de persulfato de aménio (10 %) e
25 ulL de TEMED. O gel de empilhamento (5 %) foi preparado como descrito

anteriormente.

3.5.5.3- Eletroforese da [p-1,3-glucanase em gel SDS-poliacrilamida
(12%).

A eletroforese foi realizada de acordo com o método de Morrissey (1981)
com modificag6es. O gel foi preparado pela mistura de 7,32 mL de acrilamida (30
%) / Bis (0,8 %); 7,14 mL de agua deionizada; 0,46 mL de SDS (0,4 %); 3,02 mL
de tampao 2,25 M Tris / HCI, pH 8,8; 0,25 mL de persulfato de aménio (10 %) e 25
uL de TEMED. O gel de empilhamento (5 %) foi preparado como descrito no item

3.5.5.2. A eletroforese foi realizada pelo sistema vertical para mini-géis (BioRad).
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3.5.5.4- Eletroforese da (-1,3-glucanase em gel poliacrilamida (12 %)

A eletroforese nativa foi realizada de acordo com o método de Davis (1964)
com modificagoes. O gel foi preparado pela mistura de 6,0 mL de acrilamida / Bis;
7,12 mL de agua deionizada; 1,88 mL de tampéo 2,25 M Tris / HCI pH 8,9;
0,25 mL de persulfato de aménio 10 % e 25 uL de TEMED. O gel de
empilhamento (5 %) foi preparado como descrito no item 3.5.5.2. A

eletroforese foi realizada pelo sistema vertical para mini-géis (BioRad).

3.5.6- Determinacdo do peso molecular da (-1,3-glucanase de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

A B-1,3-glucanase, purificada de acordo com o item 3.4.3.2, submetida a
eletroforese em gel SDS-poliacrilamida foi preparada como descrito no item
3.5.5.1.

Para a determinagéo do peso molecular da -1,3-glucanase, foi aplicado no
topo do gel SDS-PAGE (12 %) uma aliquota de 5 uL de uma mistura padréo de
peso molecular (Bio Rad), em 200 uL de solugéo A, preparada de acordo com 0O
item 3.5.5.1. A mistura padrao de proteinas continha a fosforilase b (94.000), a
soro albumina bovino (67.000), a ovoalbumina (43.000), a anidrase carbonica
(30.000), o inibidor tripsina de soja (20.100), e a-lactoalbumina (14.000), de

acordo com Shimoi et al. (1991).
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3.5.7- Determinacdo dos parametros cinéticos: Km € Vimax, da p-1,3-

glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

3.5.7.1- Cinética enzimatica

O efeito da concentracdo de substrato na atividade de p-1,3-glucanase foi

testado com o substrato laminarina (Laminaria digitata).

No estudo do efeito da concentracao da laminarina (Laminaria digitata)
usada como substrato, o sistema de reacgao foi constituido de 250 uL de solucao
enzimatica (0,041 Unidade de glucanase / mL) e 250 ul de solucédo do substrato,
em tampao 0,1 M acetato de sédio pH 5,5, na concentragao em relagdo ao volume
final, variavel entre 0,04 % e 1,0 %. As misturas de reacao foram incubadas
durante 30 minutos em banho de agua termoestabilizado a 55°C, e a atividade
enzimatica foi determinada de acordo com o item 3.1.4.1.1. Os valores de
Kv (Mg / mL) e Via (Unidades de atividade de B-1,3-glucanase sobre a
laminarina / min x mg de proteina), foram determinados utilizando-se o método
grafico de Lineweaver- Burk (Linewaver & Burk, 1934).

3.5.8- Efeito de sais, compostos inorganicos e inibidores sobre a

atividade da B-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

3.5.8.1- Efeito de sais sobre a atividade da B-1,3-glucanase de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

Para o estudo do efeito de sais na atividade da enzima bruta e purificada

sobre o substrato laminarina, o sistema de reacao foi constituido de 500 uL de
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solugao 1 % de laminarina em tampé&o 0,1 M acetato de sodio pH 5,5; 500 plL da
preparacgdo enzimatica bruta (0,037 Unidade de atividade / mL) ou da solug&o de
B-1,3-glucanase purificada (0,041 Unidade de atividade / mL) preparadas no
mesmo tampao; 250 ul de solugdo contendo os seguintes compostos:
MgSO4 7H20; CaCl; 2H,0; MnCl; 4H,0;  CoCl; 6H0;  ZnS0O4 H20;
Fe,(S04) 7H20; CuSO45H,0; AgNOs; HgCl; na concentragao necessaria para
1,0 e 10 mM em relagdo ao volume final na mistura de reagao. Apos 30 minutos
de incubacgéo a 55°C, os agucares redutores liberados foram determinados pelo
método de Somogyi e Nelson (1952) como descrito no item 3.1.4.1.1, utilizando-se

como branco a mistura de tempo zero de reagao.

3.5.8.2- Efeito de compostos inorganicos e inibidores sobre a atividade

da B-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

O efeito de compostos inorganicos e inibidores de enzimas foi verificado
semelhantemente ao efeito de sais na atividade enzimatica. Para o estudo do
efeito de diversos reagentes na atividade de f-1,3-glucanase sobre a laminarina o
sistema de reagao continha 500 uL de solugdo 1 % de laminarina em tampao 0,1
M acetato de sodio pH 5,5; 250 pL da solugdo de B-1,3-glucanase purificada
(0,041 Unidade / mL) ou 250 pL da preparagao enzimatica bruta (0,037 Unidade
de atividade / mL) em tampao 0,1 M acetato de sodio pH 5,5; e 250 ul de solugao
de um dos reagentes 2-B-mercaptoetanol, 4-(cloromercurio) benzoico, uréia,
arseniato de sodio (NaAsO,), 4-amino benzobico, semicarbazida, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), iodoacetamida, iodeto de potassio,
fenilmetilsulfonilfluoreto, oxalato de sodio, citrato de sodio, permanganato de
potassio (KMnO,), N-bromosuccinimida, lauril-sulfato de sodio, na concentracao
necessaria para 1,0 e 10 mM em relagao ao volume final da mistura de reacgao. A
atividade enzimatica foi determinada de acordo com o item 3.1.4.1.1, utilizando-se

como branco a mistura de reagcao em tempo zero.
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3.5.9- Especificidade da B-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans
YLM-B191-1 sobre diferentes substratos

O efeito da especificidade da enzima pelo substrato foi testado com

laminarina, curdlana, amido, manana de levedura, dextrana e celulose.

No estudo de especificidade enzimatica, o sistema de reacgao foi constituido
de 250 uL. de solugao enzimatica (0,041 unidade de atividade / mL) e 250 uL de
solugdo 1 % de substrato, em tampao 0,1 M acetato de sddio pH 5,5. As misturas
de reagado foram incubadas durante 30 minutos em banho de agua
termoestabilizado a 55°C e a atividade enzimatica foi determinada de acordo com
o item 3.1.4.1.1. A atividade da p-1,3-glucanase sobre os substratos foi

considerada em relagao a 100 % de hidrélise da laminarina.

3.5.10- O modo de agao da 3-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans

YLM-B191-1 sobre a laminarina

A mistura de 500 plL de solugao 1 % de laminarina em tampao 0,1 MpH 5,5
e 500 pL de solugéo de B-1,3-glucanase purificada (0,31 U de atividade / mL) foi
incubada a 55°C por 3 horas. Os acucares redutores foram analisados através de
cromatografia descendente em papel. Aliquotas de 10 uL de amostra, incubadas
em diferentes tempos de reacao, foram aplicadas em papel Watman n® 1. Os
sistemas de solventes (v:v) utilizados foram: solvente (I-) acetato de etila-
propanol-agua (6:3:1) e solvente (lI-) acetato de etila-piridina-agua (6:4:3),
respectivamente. O tempo de desenvolvimento do cromatograma foi
aproximadamente 20 horas para a fita de papel de 46 cm de comprimento. Para
comparagao foi utilizada solugao de glicose; mistura composta de glicose (G1),

maltose (Gz), maltotriose (G3), maltotetraose (G4) e maltopentaose (Gs); solugéo




de maltose comercial contendo glicose e maltotriose, e como padrédo para
laminarioligossacarideos, foi utilizada solugéo 5 % de laminarina hidrolisada com
5 M do acido trifluoroacético (TFA) em banho-maria @ 100°C por 3 horas. Os
acucares redutores foram revelados com AgNO3z e NaOH alcodlico (Trevelyan et
al., 1954 e Scott & Schekman, 1980).

3.6- Susceptibilidade de algumas culturas microbianas as células de

Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 e as suas enzimas liticas

A atividade de lise de C. cellulans YLM-B191-1 e a atividade litica das

preparacgdes enzimaticas, foram testadas contra diferentes linhagens microbianas.

3.6.1- Susceptibilidade das linhagens de leveduras e bactérias as

células de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 em placas de Agar macio

3.6.1.1- Manutencao das culturas microbianas

3.6.1.1.1- Linhagens de leveduras

Os meios de culturas utilizados na manutengao das linhagens, foram YEPD
para a Saccharomyces cerevisiae 701 e S. cerevisiae ATCC 26602 e PDA (Difco)
para R. rubra CCT 3895. As trés linhagens foram incubadas por 24 horas a 30°Ce

conservadas em vaselina estéril a 5°C.
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3.6.1.1.2- Linhagens de bactérias

A linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 6538 foi incubada a 37°C em
meio inclinado de BHI (Difco); Bacillus polymyxa a 30°C, Escherichia coli ATCC
11229 e Salmonella sp a 37°C em meio inclinado de Agar nutriente (Difco);
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 a 30°C em meio inclinado de TYMC (item
3.1.3). Todas as linhagens foram incubadas por 24 horas e reservadas em

vaselina estéril a 5°C.

3.6.1.2- Cultivo dos microrganismos para o teste de susceptibilidade

Nos testes de lise celular descritos nos itens 3.6.1.3 e 3.6.1.4, as culturas
dos microrganismos crescidas em meio Agar de manutencéo (item 3.6.1.1.1 e
3.6.1.1.2) foram usadas como substrato para o microrganismo litico C. celiulans
YLM-B191-1, em meio Agar macio contendo 5,74 g de K;HPO4; 1,15 g de
NH4H,PO,4, 0,205 g de MgSO4 7H.O0 e 15 g de Agar por litro, previamente
esterilizada por 20 minutos a 121°C e 1 atm, e resfriado a 45°C.

3.6.1.2.1- Suspensao de leveduras

As linhagens de leveduras S. cerevisiae 701, S. cerevisiae ATCC 26602 e
R. rubra CCT 3895, foram incubadas por 24 horas em frascos de Erlenmeyer de

A massa celular obtida por centrifugagéo a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C, apés
lavada trés vezes com agua deionizada, foi ressuspendida em agua estéril. A
contagem de células viaveis foi realizada em camara de Neubauer (Collins & Lyne,
1989) sob a observacao em microscopio éptico binocular Zeiss, apos a coloragao
das células mortas com azul de metileno.
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3.6.1.2.2- Suspensao de bacterias

As linhagens de bactérias S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 11228,
B. polymyxa, Salmonella sp e P. aeruginosa foram incubadas por 24 horas em
frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL dos meios caldos, descrito no item
3.6.1.1.2. A massa celular obtida por centrifugacdo a 10.000 x g por 10 minutos a
59C, apos lavada trés vezes com agua deionizada, foi ressuspendida em agua
estéril. As suspensdes bacterianas foram preparadas de acordo com a turbidez
usando-se, como comparacao oOptica, a concentragao do sexto tubo da escala Mc
Farland (BioMerieux).

3.6.1.3- Susceptibilidade das linhagens de leveduras as ceélulas de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 em placas de Agar macio

Amostras de suspensao de células de S. cerevisiae 701, S. cerevisiae
ATCC 26602 ou de R. rubra CCT 3895, obtidas como descrito no item 3.6.1.2.1,
foram misturadas como fonte de nutrientes, para uma concentragao final de
10'° células viaveis de leveduras / mL, em 250 mL de meio Agar macio resfriado
(YLM-Agar macio), como descrito no item 3.6.1.2. Uma alca da cultura de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 de 24 horas foi estriada sobre o Agar macio e
o meio foi incubado por 3 a 10 dias a 30° C para a observacéo de halos de lise ao

redor das estrias do microrganismo litico.

3.6.1.4- Susceptibilidade das linhagens de bactérias as celulas de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 em placas de Agar macio

As massas celulares de S. aureus ATCC 6538 em meio caldo BHI, E. coli
ATCC 11229, Salmonella sp, P. aeruginosa e B. polymyxa em meio caldo
nutriente, obtidas de acordo com o item 3.6.1.1.2, foram suspendidas em 8 mL de

agua destilada estéril, para uma turbidez correspondendo ao sexto tubo da escala
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Mc Farland (BioMerieux), como descrito no item 3.6.1.2.2 e misturadas,
assepticamente, a 92 mL de meio Agar macio resfriado, descrito no item 3.6.1.2. A
linhagem de C. cellulans YLM-B191-1, foi estriada sobre 0 Agar macio e incubada
por 3 a 10 dias a 30°C, para a observacao de halos de hidrélise ao redor das

estrias do microrganismo litico.

3.6.2- Digestao da parede celular de Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602 pelas enzimas liticas de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 e

observacao em microscopio eletrénico de varredura

A atuac@o das enzimas liticas de C. cellulans YLM-B191-1 na superficie da
parede celular de Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 foi analisada por
microscopia eletronica de varredura (MEV).

3.6.2.1- Cultivo dos microrganismos

3.6.2.1.1- Cultivo de S. cerevisiae ATCC 26602

A linhagem de S. cerevisiae ATCC 26602 foi incubada por 20 horas em
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio YPD em estufa a 30°C.
A massa celular obtida por centrifugacdo e lavada 3 vezes em tampao 0,2 M
fosfato pH 7,5, a 10.000 x g por 10 minutos a 5°C foi ressuspendida em 10 mL do
mesmo tampao e usada como substrato para a agao das preparagdes enzimaticas
brutas, acao enzimatica das solugdes de B-1,3-glucanase purificadas e acao litica

da suspensao da linhagem de C. cellulans YLM-B191-1.
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3.6.2.1.2- Cultivo de C. celullans YLM-B191-1

A linhagem de C. celullans YLM-B191-1 foi incubada a 30°C em agitador
rotatério a 200 rpm por 20 horas em frascos de Erlenmeyer de 200 mL contendo
50 mL do meio n® 1 (TYMC descrito no item 3.1.3). A massa celular obtida por
centrifugacao e lavada 3 vezes em tampao 0,2 M fosfato pH 7,5, por 10 minutos a
10.000xg a 5°C foi ressuspendida em 5 mL de tampao e usada como suspensao

de células liticas.

3.6.2.2- Observagao em microscopio eletronico da célula intacta de

Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602

Como referéncia, para a comparagdo com as amostras tratadas
enzimaticamente, foi usada uma suspenséo de células intactas de S. cerevisiae
ATCC 26602 (Amostra A), em tampao 0,2 M fosfato pH 7,5, incubada por 20 horas
4 temperatura ambiente, sem tratamento enzimatico. A massa celular foi coletada
por centrifugagdo a 10.000 x g a 4°C e preparada como descrito no item 3.6.2.6,

para a observagao no microscopio eletronico de varredura.

3.6.2.3- Observagdo em microscopio eletronico da superficie da
parede celular de Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602, apos a acao da
preparagdo bruta das enzimas liticas de Cellulomonas cellulans
YLM-B191-1

A mistura (amostra B) de 150 uL (0,23 U) da preparacgéo bruta das enzimas
liticas de C. cellulans YLM-B191-1, 200 pL da suspenséo de células viaveis de

S. cerevisiae ATCC 26602 preparadas como descrito no item 3.6.4.1, e 150 ulL de
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tampao 0,2 M fosfato pH 7,5, foi incubada por 2 horas a 55°C. A massa celular foi
coletada por centrifugagao a 10.000 x g a 4°C e preparada como descrito no item

3.6.2.6, para a observagao no microscopio eletronico de varredura.

3.6.2.4- Observacao em microscépio eletrdnico da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602, ap6és a agao da [-1,3-glucanase

purificada de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

A mistura (amostra C) de 150 ulL (0,79 U) da B-1,3-glucanase purificada de
C. cellulans YLM-B191-1, 200 uL da suspensdo de células viaveis de S.
cerevisiae ATCC 26602 cultivadas como descrito no item 3.6.4.1, e 150 plL de
tampao 0,2 M fosfato pH 7,5, foi incubada por 2 horas a 55°C. A massa celular foi
coletada por centrifugagao a 10.000 xg a 4°C e preparada como descrito no item

3.6.2.6, para a observagdo no microscopio eletrénico de varredura.

3.6.2.5- Acdo do microrganismo litico Cellulomonas cellulans
YLM-B191-1 sobre a parede celular de Saccharomyces cerevisiae ATCC

26602 e observagao em microscopio eletrénico

A mistura (amostra D) de 500 pL de suspensao de S. cerevisiae ATCC
26602 e 500 plL da suspensao de C. cellulans YLM-B191-1 em tamp&o 0,2 M
fosfato pH 7,5, cultivadas como descrito no item 3.6.2.1.2, foi incubada a 30°C por
18 horas. Em seguida a massa celular foi coletada por centrifugacédo a 10.000 x g
durante 10 minutos a 5°C e preparada para a analise em MEV, como descrito no
item 3.6.2.6. Aliquotas de 20 uL das suspensées de levedura foram coradas com a

solugao 0,1 % de azul de metileno, em camara de Neubauer (Collins & Lyne,
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1989) e observadas em microscopio optico binocular Zein, para a verificacdo da
viabilidade celular apés o tempo de incubagao.

3.6.2.6- Preparagao das amostras de Saccharomyces cerevisiae ATCC

26602 para a observacao em microscopio eletrénico de varredura (MEV)

As amostras A, B, C e D, foram filtradas em membrana microporosa (PVDF)
de 0,45 um em suporte de filtro metalico de superficie Swinny 13 mm de diametro.
Em seguida, as membranas foram tratadas com uma solugao fixadora composta
de 18,0 mL de tampao 0,2 M fosfato pH 7,5, 16,0 mL de agua destilada, 2,0 mL de
glutaraldeido (50 %) e 0,8 mL de &acido tanico, a 10°C por 1 hora. Em seguida,
foram lavadas em tampao 0,1 M fosfato pH 7,5 por 10 minutos. Para pos-fixagao,
as amostras foram tratadas em 2,5 mL de solucdo 1 % de tetroxido de Gsmio
(0s0,) em tampéo 0,2 M fosfato pH 7,5 por 1 hora. O excesso de OsO4 foi retirado
por lavagem das amostras em tamp&o 0,1 M fosfato pH 7,5 por 10 minutos. As
membranas contendo as células turgidas, foram desidratadas atraveés de
tratamentos sucessivos por 10 minutos, com solugdes de etanol de concentragoes
crescentes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 %. As membranas contendo
as amostras foram fixadas em “stubs” (cilindros metalicos-porta-espécimens) de

1 cm de diametro, com fita adesiva de dupla face.

As membranas contendo as amostras A, B, C e D foram submetidas a um
tratamento critico de pressdo e temperatura, no qual todo alcool contido nas
amostras, foi substituido gradualmente por CO,. O ponto critico das amostras foi
realizado em evaporador do Carbono BAL-TEC- MED 020.

Para o aumento da condutibilidade elétrica, as amostras (A, B, C e D) foram
transferidas para um evaporador Sputter Coater mod. SCD 050 (Fab. Balzers), e
recobertas com um banho de atomos metalicos de ouro. Em cada uma das

amostras foi aplicada uma corrente de 40 mA por 2 — 3 minutos, formando um
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fime de ouro com espessura de aproximadamente 10 a 20 nm. Este material foi
armazenado a vacuo em um dessecador para posterior analise em um
microscopio eletrénico de varredura Jeol mod. JSM-T300. As condigbes de

operacao foram: voltagem de aceleracao 10 e 15 kV e o aumento observado de
9.000 e 15.000 vezes (Kitajima, E.W., 1999).
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Isolamento e selegcao das bactérias que lisam a parede celular de

leveduras

Para o isolamento de microrganismos que lisam leveduras (yeast lysing
microorganism YLM), foram utilizadas amostras de lodo de usinas de cana-de-
acucar e células viaveis de Saccharomyces cerevisiae 701 como amostra de
levedura. A grande quantidade de nutrientes, como fontes de carbono e nitrogénio,
que existe nesses locais, favorece o crescimento de microrganismos. Muitas
espécies de leveduras e bactérias podem ser encontradas na superficie da cana-
de-aglicar, no solo das plantagdes e nos residuos das fabricas. Além disso, o
grande numero de leveduras descartadas no final do processo fermentativo pode
ser uma grande fonte de carbono e energia para muitos microrganismos capazes

de lisar a parede dessas celulas.

As linhagens de Cellulomonas spp tem sido isoladas de uma grande
variedade de fontes de carbonos, como por exemplo: de colmos de canas-de-
aclcar em decomposicdo e de solo (Han & Srinivasan, 1968); de leite,
provavelmente por meio de contaminagdo com o solo, e de canas-de-acucar da
india (Stoppok et al. 1982, citado por Stackebrandt & Keddie, 1989).

Com o conhecimento prévio das condi¢des encontradas nesses locais,

obteve-se sucesso no isolamento de microrganismos que lisam as células de

Saccharomyces cerevisiae 701.
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4.1.1- Isolamento de microrganismos que lisam a parede celular de

Saccharomyces cerevisiae 701

O isolamento de microrganismos que lisam a parede celular de leveduras
foi realizado de acordo com o método descrito no item 3.1.2, utilizando-se placas
de meio de YLM-Agar macio contendo células viaveis de Saccharomyces

cerevisiae 701.

As linhagens de bactérias liticas, capazes de utilizar células viaveis de
leveduras, como fonte de nutrientes, foram identificadas pelos halos de lise,
formados por uma zona clara e transparente ao redor das pequenas coldnias
crescidas no meio YLM-Agar macio contendo células de leveduras viaveis (item
3.1.2). As Figuras 1 e 2 ilustram os halos de lise formados ao redor das colénias
das bactérias isoladas em placas de YLM-Agar macio, apés 4 a 5 dias de
incubagdo a 30°C. A capacidade de lisar a parede celular de células viaveis de
Saccharomyces cerevisiae 701, foi confirmada por varias geracoes das linhagens

isoladas, em placas de Agar de mesma COMposicao.

Entre as 410 cepas de bactérias isoladas das 20 amostras de lodo, 12
mostraram halos de lise em placas de YLM-Agar macio. Essas colénias foram
repicadas em placas, em série, com meio de cultura da mesma composicao,
descrito no item 3.1.2, para a certificagao do isolamento de cada uma delas, e
foram mantidas em tubos inclinados de meio TYMC, descrito no item 3.1.3.

Nas placas de YLM-Agar macio contendo baixa densidade populacional de
leveduras, foi observado maior susceptibilidade a lise pelas bactérias liticas, do
que naquelas contendo alta densidade (maior que 10 células viaveis de
leveduras). Estas mesmas consideragdes foram feitas por Scott & Schekman
(1980).
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Figura 1. Detecgdo de bactérias que lisam leveduras.
—» Halo de lise ao redor da col6nia isolada de bactérias em meio Agar macio
contendo células vidveis de leveduras.

Figura 2. Placas de YLM-Agar macio contendo col6nias isoladas de bactérias que
lisam leveduras, pertencentes ao grupo dos actinomicetos e identificadas

como Celullomonas cellulans YLM-B191.
—p Halo de lise ao redor da coldnia isolada de bactérias em meio Agar macio contendo
células viaveis de leveduras.
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4.1.2- Selegao preliminar de bactérias que lisam células de

Saccharomyces cerevisiae 701

Entre as 12 cepas isoladas, seis das que mostraram os maiores halos de
lise nas placas de YLM-Agar macio, foram selecionadas de acordo com o item
3.1.3 para a caracterizagao morfologica e fisiologica e, para o estudo da produgao
de B-1,3-glucanases. Essas linhagens foram denominadas YLM-4, YLM-B21,
YLM-B22, YLM-B26, YLM-B191, YLM-Fxx.

4.1.3- Selecao dos microrganismos produtores de p-1,3-glucanase

A selegdao do microrganismo produtor de B-1,3-glucanase, enzima que
hidrolisa a camada de glucana da parede das células de Saccharomyces
cerevisiae 701, foi realizada como descrito no item 3.1.4. A Tabela 1 ilustra a
produgédo de B-1,3-glucanase pelas linhagens YLM-4, YLM-B21, YLM-B22, YLM-
B26, YLM-B191, YLM-Fxx nos meios de culturan® 1 e n® 2.

A linhagem YLM-B191 apresentou maior atividade de B-1,3-glucanase
entre as linhagens testadas com 0,028 U / mL no meio de cultura n°1 (TYMC) e
0,004 U / mL no meio de cultura n° 2.

A linhagem YLM-B191 foi também testada para a atividade de protease.
Foram obtidos somente 0,007 U de protease / mL, ap6s 24 horas de fermentacao

em meio n® 1.

No teste de atividade de aglutinacdo de leveduras pelas bactérias liticas
realizado de acordo com o item 3.1.4.1.3, verificou-se reagao de aglutinacao, apos
10 minutos da mistura das suspensoes de células de bactérias liticas e células de
leveduras. Observagdes em microscopio optico revelaram que as bactérias liticas

aderem-se a superficie das células de S. cerevisiae 701.
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Tabela 1. Produgcédo de B-1,3-glucanase pelas linhagens YLM-4, YLM-B191,
YLM-B1, YLM-B22, YLM-B26, YLM-Fxx.

Unidades de -1,3-glucanase / mL

Linhagem-YLM Meio n°® 1- (TYMC) * Meio n°® 2- Kitamura °
4 0,012 0,0000
B-191 0,028 0,0004
B-1 0,015 0,0003
B-22 0,017 0,0000
B-26 0,010 0,0036
Fxx 0,026 0,0047

Uma unidade de B-1,3-glucanase ativa foi definida como a quantidade de enzima que
libera um pmol de acucar redutor (como glicose) por minuto. ¢ Meio n° 1 relatado por
Shimoi et al. (1991); ® Meio n® 2 modificado de Kitamura et al. (1974).

4.2- Produgéao de enzimas liticas pela linhagem YLM-B191

4.2.1- Produgao de proteases pela linhagem YLM-B191 em meio de

culturan®1,3e4

A producao de protease pela linhagem YLM-B191, foi testada nos meios de

O 4, foram

cultura n° 1, 3 e 4, como descrito no item 3.1.4.1.2. No meio n
encontrados 0,007 U de protease / mL, enquanto no meio n® 3 foi obtido 0,009 U e
0,013 U de protease / mL, apds 24 e 48 horas a 30°C, respectivamente, e
0,007 U / mL no sobrenadante de 48 horas dialisado. No meio de cultura n° 4 foi
obtido 0,0017 U e 0,002 U de enzima / mL, apés 24 e 48 horas a 30°C,
respectivamente. Funatsu et al. (1978) relataram que a preparagao enzimatica de
zymolyase 5000, apresentou 13,7 U de protease / mL. Scott & Schekman (1980)
obtiveram 3 U de protease / mL no meio de fermentagcdo contendo 1,5 % de
levedura autoclavada ap6s 24 horas de incubacgao a 30°C, com a linhagem
Arthrobacter luteus. Ventom & Asenjo (1990) obtiveram 40 U de protease / mL na
fermentacao continua de Oerskovia xanthineolytica, em meio contendo 2 g/ mL de
glicose. Shimoi et al (1991) obtiveram 8,5 U de protease / mg de proteina na
fermentacao da linhagem Rarobacter faecitabidus em meio de cultura TYMC apos

30 horas de incubagao a 30°C.
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4.2.2- Produgado de f-1,3-glucanases pela linhagem YLM-B191 em

frascos agitados, frascos aerados e em fermentador

A produgao de B-1,3-glucanase pela linhagem YLM-B191 a 30°C foi testada
em fermentador, frascos aerados e em frascos agitados contendo meio n° 1, como
descrito no item 3.2.2, sendo obtido 0,11; 0,13 e 0,14 U de B-1,3-glucanase / mL,
respectivamente, apoés 24 horas de incubagdo. A melhor condigdo para a
produgéo de [-1,3-glucanase ativa foi verificada quando a linhagem YLM-B191 foi

incubada por 24 horas a 30°C, em frascos agitados (Tabela 2).

4.2.3- Relagao entre tempo de fermentacgao, alteragao do pH do meio

de cultura, crescimento do microrganismo e produgao de (3-1,3-glucanase

O estudo da relagao entre tempo de fermentagao, alteragao do pH do meio
de cultura, crescimento do microrganismo e produgéo da p-1,3-glucanase em meio
n® 1 foi realizado como descrito no item 3.2.3. Verificou-se maior atividade da p-
1,3-glucanase durante a fase exponencial do crescimento microbiano (Figura 3).
Observou-se maior atividade da enzima no periodo de 12 a 20 horas de
fermentacao, sendo que apos 36 horas de fermentac&o ocorreu diminuicdo na
atividade da [3-1,3-glucanase. Foi obtido 0,083; 0,085; 0,009 e 0,0033 U de 3-1,3-

glucanase / mL apés 12, 20, 48 e 72 horas de fermentagéo, respectivamente.



Tabela 2. Producéo de -1,3-glucanase em meio TYMC pela linhagem YLM-B191,
em diferentes condi¢des de ensaio.

Condicoes dos ensaios de Atividade enzimatica
produgao enzimatica (U/ mL)
Fermentador Bioflo Il 0,11
Erlenmeyer com injecao de ar .13
Frascos agitados em camara 0,14
climatica

4.2.4- Reisolamento da linhagem YLM-B191 e produgcdo de (3-1,3-

glucanase

De acordo com os resultados obtidos para a atividade de p-1,3-glucanase
nos itens 4.2.1,4.2.2 e 4.2.3, alinhagem YLM-B191 foi submetida a reisolamento
visando a selecao de col6nias produtoras de B-1,3-glucanase com maior atividade
enzimatica. As coldnias obtidas do reisolamento da linhagem YLM-B191, como
descrito no item 3.2.4, foram testadas para a producao de B-1,3- glucanase ativa.
A linhagem YLM-B191-1 reisolada foi inoculada no meio n° 1 e incubada por 24
horas a 30° C em frascos agitados a 200 rpm. No sobrenadante deste meio foi

verificado 0,03 U de atividade de p-1,3- glucanase / mL.

4.2.5- Producao de f(-1,3-glucanase pela linhagem YLM-B191-1 em

diferentes meios de cultura

A producao de [-1,3-glucanase pela linhagem YLM-B191-1 em diferentes
meios de cultura foi testada como descrito no item 3.2.5. Os valores para a
atividade enzimatica obtidos nos experimentos, estdo na Tabela 3. No

sobrenadante dialisado do meio n® 3 (TYMC contendo 1 % de parede celular de
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leveduras), incubado por 24 horas a 30°C, verificou-se 0,008 U de enzima / mL.
No sobrenadante do meio de cultivo n® 4 (Sistrom 1958, modificado por Scott &
Schekman, 1980) composto de sais, tiamina, biotina e 1,5 % de levedura
liofilizada, apés 24 e 48 horas de incubagéo (pH ~ 6,6), obtiveram 0,026 U e
0,03 U de B-1,3-glucanase / mL, respectivamente. No sobrenadante do meio
n® 5, foram encontrados 0,001 U e 0,04 U de p-1,3-glucanase / mL apos 24 e 48
horas de incubacao, respectivamente. No meio de cultura n®6 foi obtido 0,001 U
apdés 24 horas e a atividade desapareceu completamente apés 48 horas de
incubacdo. No sobrenadante do meio n® 7, no foi detectada nenhuma atividade
em 24 horas de incubagéo e 0,002 U de B-1,3-glucanase / mL, apds 48 horas de
incubagdo. No sobrenadante do meio n°® 8, contendo sais e 8 % de levedura
liofilizada foram obtidos 0,024 U e 0,05 U de B-1,3-glucanase / mL apds 24 e 48

horas de incubacao, respectivamente.
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Figura 3. Relagdo entre o tempo de fermentacéo, crescimento do microrganismo,
alteracdo do pH do meio e produgao de j-1,3-glucanase.
massa celular; O pH; O Atividade de -1,3-glucanase
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Dos 6 meios usados para a producdo de enzimas liticas pela linhagem de
C. cellulans YLM-B191-1 em 24 horas de fermentagéo (Tabela 3); a composicao
do meio n°® 4 mostrou algumas vantagens para a sua selegao: a)- O uso de
levedura liofilizada, como indutor para a produgéo de enzimas liticas; b)- Obteve-

se pB-1,3-glucanase ativa e estavel nos sobrenadantes em todas as fermentagées.

Bacon et al. (1970) usaram parede celular de levedura de panificagao
Saccharomyces cerevisiae como indutor para a produgdo das enzimas liticas de
Cytophaga johnsonii. O sobrenadante deste meio de cultura apresentou 0,16 U de
B-1,3-glucanase / mL utilizando laminarina como substrato, sendo a mistura de
reacao incubada por uma hora a 30°C. Scott & Schekman (1980) estudaram o
efeito de varias fontes de carbono para a indugdo das enzimas liticas, e
verificaram que nos meios contendo leveduras autoclavadas (1,5 %), a indugéo
dessas enzimas ocorreu entre 12 e 24 horas, e na presenca de glucana de
levedura (0,4 %) a inducéo ocorreu somente apos 36 horas de incubagéo; com
0,4% de glicose nédo obtiveram resultados satisfatorios. Andrews & Asenjo (1987)
em fermentacdo continua de Oerskovia xanthineolytica, contendo glucana de
levedura (0,2 ou 0,05 %) como indutor e glicose (0,2 ou 0,8 %), obtiveram 0,18 a
0,37 U de glucanase ativa / mL. Neste caso, a cultura com alta concentragéo de
indutor e baixa concentragéo de glicose apresentou alta atividade especifica de -
1,3-glucanase (660 U / g de células). Foi obtido o dobro da atividade proteolitica
em meio de cultivo contendo alta concentragcdo de glicose e pequena
concentracdo de indutor. Essa atividade especifica de glucanase indicou que sua
sintese & controlada pela indugédo e repressdo catabdlica. Os autores relataram
que a glucana de levedura foi um potente indutor, sendo que a glucanase foi
produzida com apenas 5 horas de incubagéo e a atividade litica foi 10 vezes maior

do que no meio com parede de leveduras.

90




4.3- Identificagao das linhagens produtoras de enzimas liticas

As seis linhagens isoladas neste trabalho exibiram muitas semelhancas
morfolégicas com bactérias pertencentes ao taxa corineforme, a qual inclue os
géneros Cellulomonas, Arthrobacter e Oerskovia da familia Actinomycetaceae.

4.3.1- Caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas das linhagens que

lisam células viaveis de Saccharomyces cerevisiae 701

As caracteristicas morfologicas e fisiologicas dos isolados YLM-4,
YLM-B21, YLM-B22, YLM-B26, YLM-B191-1, YLM-Fxx que lisam a parede
celular de leveduras, ilustradas na Tabela 4, foram determinadas como descrito no
item 3.3.1. Na observagcdo em microscopio optico, as linhagens mostraram
coloracdao Gram positiva descorada e exibiram uma grande variedade morfolégica
durante o ciclo celular. Foi observada a ocorréncia de bastonetes irregulares, finos
de comprimentos variados ou curtos e largos, com ramificagbes primarias
formando micélios aéreos. Observou-se ainda que esses micélios se
fragmentavam originando células em bastonetes (Figura 4), que muitas vezes se
arranjavam em forma de V. Apés 24 horas de incubacao, as culturas normalmente
formavam muitos bastonetes curtos e uma pequena propor¢ao de células

cocoides.

Rogosa et al. (1974) relataram que algumas caracteristicas morfologicas do
grupo de bactérias corineformes mostram formagédo de bastonetes irregulares e

em formas de V, ndo formaram esporos, e foram Gram positivas.

Nas observagoes da borda das colénias em microscopio optico verificou-se
que a linhagem YLM-4 forma ramificagdes longas, enquanto que as demais

linhagens formam ramificagées mais curtas. A linhagem de referéncia, Oerskovia
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turbata 3029 apresentou-se bastante ramificada, enquanto a outra cepa de

referéncia, Arthrobacter oxydans 3027 apresentou ramificacées menores.

Tabela 3. Produgédo de B-1,3-glucanase, pela linhagem YLM-B191, em diferentes
meios de cultura.

Atividade enzimatica | pH do meio

(U/ mL)

Meios Autores 24 horas 48 horas |[0h 24h 48h

3 Shimoi et al. (1991) 0,008 - - - -
modificado

4 Scott & Schekman (1980) 0,026 0,03 66 62 686
5 Kitamura (1982) 0,001 0,04 95 6,9 -
§) Andrews & Asenjo (1987) 0,001 0,0 56 45 4.7
7 Saeki et al. (1994) 0 0,02 49 5,2 4.5
8 Doi et al. (1973) 0,024 0,05 1.2 He -

As coldnias dos isolados YLM-B1, YLM-B22, YLM-B26, YLM-Fxx e YLM-
B191-1 mostraram coloragdo branca creme, opaca, apresentaram formas,
normalmente, circulares e convexas, com didmetro de aproximadamente 1 a 2
mm, em meio Agar-nutriente (NA), Agar-dextrose-batata (PDA), Agar macio
(contendo células viaveis de leveduras), TYM (contendo ou ndo parede celular de
leveduras), ou TYMC. As coldnias das linhagens YLM-4 e YLM-B191-1, em meio
BHI, mostraram-se de coloracéo amarela e apés uma semana de incubacéo as
culturas velhas tornaram-se amarelas mais fortes. As coldnias da linhagem YLM-
B191-1, mostraram-se, as vezes, de coloragcao creme-amarela em meio TYM.
Somente a linhagem YLM-4, mostrou coloragdo amarela em meio NA, TYMC,
TYM, mas em meio PDA as col6nias mostraram coloragdo branca-creme e

cresceram muito lentamente.

A linhagem YLM-B191-1 apresentou col6nias brancas-cremes de bordas
lisas em Agar macio contendo sais e células viaveis de leveduras, coldnias
amarela-creme palida, em meio de cultura TYM (Figura 5), e amarela em meio
BHI. Stackebrandt & Prauser (1991) e Collins & Cummins (1989) observaram que
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Figura 4. Caracteristicas morfolégicas da bactéria YLM-B191-1, que lisa
leveduras, observada através de micrografia eletrénica, apds 18 horas de
crescimento em TYMC-Agar macio a 30~C.

Figura 5. Reisolamento de bactérias que lisam leveduras.
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as colonias das bactérias corineformes normalmente sdo pigmentadas quando
crescidas em meio complexo. No meio YLM-Agar macio contendo sais e células
viaveis de leveduras, observou-se sob microscopio a formagdo de ramificagées
muito longas na borda da coldnia YLM-B191-1, e no meio BHI as ramificacdes

apresentaram-se menores.

Nenhum dos isolados (YLM-4, YLM-B1, YLM-B22, YLM-B26, YLM-Fxx e
YLM-B191-1) necessitou da adicdo no meio de cultivo de compostos heme, como
a catalase, para o crescimento aerdbio e anaerobio facultativo. Todos os isolados
mantidos em meio Agar inclinado sem catalase, nao mostraram modificagdes
fenotipicas e bioquimicas. Os testes de anaerobiose com Anaeromate revelaram
que todas as linhagens (Tabela 4) cresceram bem aerobiamente e tiveram um
crescimento reduzido em condi¢gdes anaerdbias, sendo que o crescimento da

YLM-4, foi mais prejudicado.

Um novo género de bactéria corineforme denominado Rarobacter descrito
por Yamamoto et al. (1988) produtora de enzimas liticas, necessitou de compostos

heme como a catalase e vitaminas para o crescimento aerébio.

O género Cellulomonas tem crescimento moderado sobre o meio agarizado
de extrato de levedura ou sobre o meio peptona em pH neutro; as colénias sao
amarelo-opacas, normalmente convexas (Stackebrandt & Keddie, 1989). Este
género tem metabolismo primariamente respiratdrio, mas também fermentam, pois
a maioria das cepas produz acido a partir de glicose e podem viver aerobiamente
ou anaerobiamente; elas sdo catalase-positivas, hidrolisam amido e gelatina;
podem reduzir nitrato a nitrito e possuem 71 a 76 mol % de C+G no DNA, mas
requerem biotina e tiamina. As cepas de todas as espécies cresceram a 10°€:
algumas a 5°C e, a temperatura maxima para o crescimento celular € na faixa de
36 a 43°C. Todas as linhagens cresceram bem aerobiamente e a maioria teve um
crescimento extremamente reduzido em condigcbes anaerdbias (Keddie et al.,
1989).



Todos os isolados (Tabela 4) mostraram motilidade em meio liquido e
solido, cresceram pouco quando incubadas a 5°C e 40°C e n&o sobreviveram
quando incubadas por 24 horas em temperatura igual ou acima de 50°C enquanto
a faixa otima de temperatura para o crescimento foi 25 a 30°C. Estas linhagens
cresceram bem na faixa de pH 5,0 a 10,5 mas néo cresceram em pH abaixo de

5,0 ou acima de 10,5. Elas puderam crescer na presenca de 3 a 5 % de NaCl.

As seis linhagens (Tabela 4) hidrolisaram o amido e reduziram o nitrato a
nitrito. Elas produziram &acidos a partir de celobiose, trealose e glicose, mas n&o
produziram acidos a partir de inositol e melibiose. As cepas YLM-4 e YLM-B1
produziram acido a partir de xilose, mas nao de rafinose. Somente as cepas
YLM-B22 e YLM-B26 produziram acido a partir de sorbose. A producdo de gas, a
partir destas fontes de carboidratos, ndo foi detectada em nenhum dos isolados.
Todas essas linhagens foram oxidase, urease e indol negativas. Todas puderam
hidrolisar caseina mas somente as cepas YLM-4 e YLM-B1 foram capazes de
hidrolisar gelatina.

4.3.2- Caracteristicas fisiologicas e quimiotaxonémicas das linhagens
YLM-4 e YLM-B191-1

4.3.2.1- Teste de assimilacao de diferentes compostos organicos pelas
linhagens YLM-4 e YLM-B191-1

O teste de assimilacdo de diferentes compostos organicos pelas linhagens
YLM-4 e YLM-B191-1 foi realizado como descrito no item 3.3.2. Das 6 linhagens
somente duas, a YLM-4 e a YLM-B191-1, foram selecionadas para a identificacdo
por comparagao com a base de dados descrita por Lee et al., (1997). As cepas
YLM-B191-1 e YLM-4 tiveram capacidade de assimilar somente 17 e 22 fontes de
carbono, respectivamente (Tabela 5). A linhagem YLM-B191-1, foi capaz de
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Tabela 4. Caracteristicas morfologicas e fisiolégicas das linhagens de bactérias
YLM-4, YLM-B1, YLM-B22, YLM-B26, YLM-B191 e YLM-Fxx, que lisam

leveduras. _
Linhagens YLM-
TESTES 4 B1 B22 B26 B191 Fxx
Forma Hifas ra- Hifas ra- Hifas ram-  Hifas ra- Hifas ra- Hifas ra-
mificadas/ mificadas/  mificadas/ mificadas/ mificadas/ mificadas/
bastonetes bastonetes bastonetes bastonetes bastonetes bastonete
Cor amarela Branca- Branca- Branca- Branca- Branca-
da coldnia creme creme creme creme creme
Coloragao
de Gram + + + + + +
Crescimento
anaerobico + + + + + sk
Motilidade + + + + + +
Catalase + 53 + + *: +
Redugao
de Nitrato + 2 + *: & +*
Benzidina + + + = % +
NaCl 3% & + * + * +
NaCl 5% + + + + . - &
Cresc. 25°C + + + + + *
Cresc. 30°C + + + + + :
Cresc. 37°C + + + + + +
Cresc. 40°C + + G + * +
Cresc. 50°C - - z = =
Cresc. pH 4,5 - = - 2 = o
Cresc. pH 5,5 + * + * + +
Cresc. pH 7,5 * + + + * +
Cresc. pH 9,5 + + + + + +
Cresc. pH 10,5 + + * + + +
Hidrolise da
Caseina + o+ + 2 + F
Hidrolise do
amido + + + + i+ +
Hidrolise da
gelatina C + - = - -
Oxidase - + + + + +
VM * + - = e a =
Indol - - - - = &
VP sk 3 o i i = -
Urease - = - = = H
Fermentagao de carboidratos
Celobiose + + + + * *
Trealose + oF + = + *
Glicose + + + 2 * b 2
Rafinose - - * + + +
Sorbose - - i+ + = =
Inositol - - = = - =
Melibiose - - - - & =
Xilose ¥ i3 3 e = i

* Vermelho de metila ; ** Voges Proskauer
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assimilar as seguintes fontes de carbono: B-ciclodextrina, dextrina, glicogénio,
amidalina, celobiose, D-galactose, gentiobiose, acido D-glucénico, a-D-glicose,
maltose, maltotriose, D-manose, salicina, turanose, D-xilose, metil-piruvato e
glicerol. Dos 95 substratos testados como fontes de carbonos, nenhuma das
duas linhagens foi capaz de oxidar inulina, N-acetil-D-manosamina, m-
inositol, lactulose, D-melezitose, a-metil-D-galactosideo, D-rafinose,
sedoheptulosana, estaquiose, D-tagatose, xilitol, acido a-hidroxibutirico, acido -
hidroxibutirico e acido y-hidroxibutirico, acido acético, p-hidroxifenil, acido a- ceto-
glutdmico, acido a-ceto-valénico, lactamida, acido D-latico-metil-ester, acido D-
malico, acido L-malico, acido propidnico, acido succinamico, alaninamida, D-
alanina, L-alanina, L-alanil-glicina, L-asparagina, acido L-glutamico, acido L-

piroglutamico, putrescina, 2,3-butanediol, glicose-1-fosfato.

Owens & Keddie (ndo publicado) verificaram que duas linhagens de
Cellulomonas assimilaram 16 e 28 dos 180 compostos organicos testados. Estas
espécies utilizaram como unica ou como principal fonte de carbono e energia os
seguintes compostos: celulose, amido, D-xilose, L-arabinose, D-glicose, D-
manose, D-galactose, celobiose, maltose, trealose e sacarose. Enquanto, Keddie
et al. (1966) relataram que a biotina e a tiamina sdo as Unicas fontes organicas
exogenas necessarias como fator de crescimento para as linhagens das 5
espécies reconhecidas do género Cellulomonas (citado por Stackebrandt &
Keddie, 1989).

4.3.2.2- Conteudo de citosina-guanina (C + G) das linhagens YLM-4 e
YLM-B191-1

O teste de conteudo de citosina-guanina (G + C) das linhagens YLM-4 e

YLM-B191-1, foi realizado como descrito no item 3.3.2.
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Tabela 5. Assimilagao de diferentes fontes de carbono pelas linhagens YLM-4 e
YLM-B191.

Substratos - 24h de incubacgao

Fontes de carbono YLM- 4 YLM-B191

a-ciclodextrina - v

B-ciclodextrina

Dextrina

Glicogénio

Inulina

Manana

Tween 40

Tween 80

N-acetil-D-glucosamina

N-acetil-D-manosamina

Amidalina

L-arabinose

D-arabitol

Arbutina

Celobiose

D-frutose

L-frutose

D-galactose

Acido D-galacturénico

Gentiobiose

Acido D-glucénico

o-D-glicose

m-inositol

o-D-lactose

Lactulose

Maltose

Maltotriose

D-manitol

D-manose

D-melezitose =

D-melibiose v

a-metil-D-galactosideo -

B-metil-D-galactosideo =

3-metil-glicose v

a-metil-D-glicosideo v

B-metil-D-glicosideo v

a-metil-D-manosideo z

Palatinose +

D-psicose Y

D-rafinose -

L-ranose v
v
+

< <+ o<
EH EEN P A

+ 4

+ 4+ + < + < < + < << +

+ < +< +< 4+ + + 1

+ < + 1 <
+ < + + 1 <

<

< < <

(I

D-ribose

Salicina

Sedoheptulosana “

D-sorbitol -

Estaquiose - -

D-tagatose s 4
Continua na proxima pagina

+ < <

< 1
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Substratos -
Fontes de carbono

24h de incubagao

YLM- 4

YLM- B191

D-trealose

Turanose

Xilitol

D-xilose

Acido acético

Acido a-hidroxibutirico
Acido B-hidréxibutirico
Acido y-hidroxibutirico

Acido acético p-hidroxifenil

Acido a-ceto-glutamico
Acido a-ceto-valenico
Lactamida

Acido metil-éster-D-latico
Acido L-latico

Acido D-malico

Acido L-malico
Metil-piruvato
Mono-metil-succinato
Acido propiénico

Acido pirtivico

Acido succinamico
Acido succinico

Acido N-acetil L-glutamico
Alaninamida

D-alanina

L-alanina
L-alanil-glicina
L-asparagina

Acido glutamico

Acido glicil-L-glutamico
Acido L-piroglutamico
L-serina

Putrescina
2,3-butanediol

Glicerol

Adenosina
2’-deoxi-adenosina
Inosina

Timidina

Uridina

Adenosina 5-monofosfato
Timidina 5’-monofosfato
Uridina 5’-monofosfato
Frutose-6-fosfato
Glicose-1-fosfato
Glicose-6-fosfato
D-L-a-glicerol fosfato

V

< o+ +

<< < << < 4 4+< 40

=

v= variavel
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O conteudo de bases G + Cdo DNA determinado nas linhagens
YLM-B191-1 e 4, respectivamente, foi 71,3 e 72,8 mol % (Tabela 6). As espécies
de Cellulomonas e Oerskovia, apresentam um conteido de G + C do DNA,
respectivamente, de 71 a 76 mol % e 70,5 a 75 mol % (Stackebrandt & Keddie,
1989 e Lechevalier & Lechevalier, 1970). Yamamoto et al. (1988) estudando
bactérias que lisaram a parede celular de leveduras, denominadas Rarobacter
faecitabidus e R. incanus e isoladas de solo, de flores, de frutos, agua e madeiras,
coletados de diferentes regides do Brasil, obtiveram contetdo de guanina e

citosina de 65,7 a 66,1 mol %, respectivamente.

4.3.2.3- Composi¢ao dos acidos graxos da parede celular das
linhagens YLM-4 e YLM-B191-1

A composicdo de acidos graxos das linhagens selecionadas, foi
determinado como descrito no item 3.3.2. A Tabela 7, ilustra a composi¢ao dos
acidos graxos celulares das linhagens YLM-4 e YLM-B191-1. Na analise da
parede celular das linhagens YLM-4 e YLM-B191-1, verificou- se 50,3 % e 56,6 %

do acido graxo anteiso-C1s, respectivamente.

Tabela 6. Contetudo de guanina e citosina do DNA (mol %) das linhagens YLM-4 e
YLM-B191.

Linhagens Contetddo G+C
Oerskovia* 71-76
Cellulomonas*™* 72,7-74.8
YLM-4 72,8
YLM-B191-1 1.3

* e ** foram utilizadas como linhagens de referéncia
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Yamamoto et al. (1988) relataram que o acido 12-metiltetradecandico
(anteiso-C15) compde quase 50 % dos acidos graxos da parede celular do novo
género Rarobacter gen. nov. Além disso, para a identificacdo, os autores
consideraram a composic¢ao dos peptideoglicanos encontrados nas parede celular
desses isolados, comparando-os com aqueles encontrados em outros géneros,

como descritos na literatura.

4.3.2.4- Coeficiente de similaridade entre as linhagens de referéncia e
as linhagens YLM-4 e YLM-B191-1

O coeficiente de similaridade entre as linhagens de referéncia e as
linhagens YLM-4 e YLM-B191-1 foi calculado como descrito no item 3.3.2. A
Tabela 8 exibe o coeficiente de similaridade das linhagens YLM-4 e YLM-B191-1,
em relacdo as linhagens de referéncia — Cellulomonas cartae e Oerskovia
xanthineolytica, respectivamente. Os resultados indicam um coeficiente de
similaridade de 0,826 para a cepa YLM-4, em relagdo a O. xanthineolytica,

enquanto mostra 0,81 para a cepa YLM-B191-1 com a C. cartae.

Ainda que as caracteristicas dos géneros Oerskovia, Brevibacterium e
Cellulomonas nao estejam bem estabelecidas por apresentarem muita dificuldade
na identificacdo, o fato é que a Oerskovia € um dos microrganismos mais
importantes para a produgdo de enzimas liticas de leveduras. As pB-1,3-
glucanases mostram um papel muito importante na lise de celulas de leveduras,
visto que o componente mais abundante da parede celular de leveduras é a
B-1,3- glucana (Saeki et al., 1994).
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Tabela 7. Composi¢cdo dos acidos graxos celulares das linhagens YLM-4 e

YLM-B191-1.
| Composigao dos acidos graxos celulares (%) |
Acidos graxos saturados * YLM-4 YLM-B191-1

14:0 iso 0,92 0,71
14:0 5,92 6,6
15:0 iso 10,29 12,44
15:0 anteiso 56,62 50,27
15:0 2,11 3,06
16:0 iso 453 3,91
16:0 9,56 11,46
17:0iso 0,66 0,94
17:0 0,59
17:0 anteiso 9.7 10,02

“ As abreviagdes para os acidos graxos foram as seguintes: 14:0 iso = acido tetradecandico
com ramificacdo iso; 14:0 = acido tetradecandico; 15:0 iso = acido pentadecandico com
ramificagdo; 15:0 = acido pentadecanodico; 16:0 iso = acido hexadecandico com
ramificagdo;16:0 = acido hexadecandico; 17:0 iso = &cido heptadecandico com ramificagao;
17:0 = acido heptadecanadico; 17:0 anteiso = acido heptadecandico com ramificagédo anteiso.

Tabela 8. Coeficientes de similaridade das cepas YLM-4 e YLM-B191-1 com as

linhagens de referéncia dos géneros Oerskovia, Cellulomonas e
Brevibacterium.
Microrganismos que lisam leveduras

Linhagens de refereréncia YLM-4 YLM-B191-1
Oerskovia* 0,826 0,733

O. xanthineolytica* 0,826 0,733
Brevibacterium 0,807 0,415

B. lyticum 0,807 0,415
Cellulomonas™* 0,760 0,810

C. cartae 0,554 0,810

C. turbata** 0,760 0,776

C. biazotea 0,387 0,506

* Oerskovia, O. xanthineolytica = Cellulomonas (?); ** Cellulomonas, C. turbata = O. turbata (?)

Algumas diferengas entre cepas de mesma caracteristica fenotipica s@o

consideradas aceitaveis como, por exemplo na degradagdo da celulose, na

utilizacdo de certos compostos ou na motilidade (Stackebrandt et al., 1982). A

Oerskovia € um actinomiceto, com muitas caracteristicas de bactérias com forma
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de bastonetes e sua classificacdo apresenta muitas dificuldades e incertezas.
Kaneko et al. (1969), identificaram uma linhagem como Arthrobacter luteus, que
posteriormente foi considerada sindnimo de Oerskovia xanthineolytica por
Lechevalier & Lechevalier (1970). Stackebrandt & Keddie (1989) relataram que as
linhagens de Cellulomonas cartae (Stackebrandt & Kandler, 1980), Brevibacterium
fermentans (Chatelain & Second, 1966), B. lyticum (Takayama et al., 1960) e
Oerskovia xanthineolytica (Lechevalier & Lechevalier, 1970) foram reavaliadas e
consideradas como sinénimos subjetivos de C. cellulans por Stackebrandt et al.
(1982).

Com base nos estudos de reassociacao, sustentados pelas analises do
RNAr 16S em Oerskovia e Cellulomonas, Stackebrandt et al. (1982) propuseram
que as espécies de Oerskovia fossem transferidas para a espécie Cellulomonas
cartae. Os estudos de homologia do DNA, considerando-se as analises
comparativas do RNAr 16S (Stackebrandt & Woese, 1981) e as relacoes
genéticas encontradas entre as espécies, mostraram uma alta similaridade de
caracteristicas quimicas, como por exemplo, o tipo de peptideoglicano
(Stackebrandt et al., 1982) a composicao de menaquinonas (Collins et al., 1979) e
de acidos graxos (Minnikin et al., 1979) as quais conduziram ao proposito de
combinar Nocardia cellulans, Brevibacterium fermentans, B. Iyticum, O.
xanthineolytica e Cellulomonas cartae em uma Unica espécie com o nome de C.
cartae (Stackebrandt et al. (1982). Porém, um pseuddnimo especifico cellulans,
descrito anteriormente por Metcalf & Brown (1957) antecederia ao pseuddnimo
cartae, relatado por Stackebrandt & Kandler (1980) e dessa maneira, o nome
legitimo para esta espécie seria Cellulomonas cellulans e nao C. cartae (citado por
Stackebrandt & Keddie, 1989).

Lee et al. (1996) relataram que a analise da composi¢c&do dos acidos graxos,
importantes constituintes da estrutura do envelope celular, por cromatografia
liquida-gasosa, € uma importante ferramenta para a classificacéo e identificagao
de bactérias. Para tanto, os resultados dos testes podem ser comparados,

inicialmente, a uma compreensiva base de dados. Lee et al. (1997) consideraram
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esta nova técnica de identificacdo, muito mais segura e muito menos trabalhosa

que as ferramentas usadas para a identificagao classica.

As linhagens YLM-B191-1 e YLM-4 isoladas do lodo de fabricas de agticar e
alcool no Brasil, selecionadas para a producdo de enzimas liticas, foram
analisadas quanto a sua habilidade de oxidar diferentes fontes de carbono que
incluem carboidratos, acidos carboxilicos e aminoacidos, através da analise da
composigcao de acidos graxos celulares e da andlise do contetudo de C + G do
DNA, realizados pela equipe do Prof. Dr. Young Ha Park (Korea Research Institute
of Bioscience and Biotechnology, KRIBB, P.O., Korea), e comparando-as com os
dados de referéncia, as mesmas foram identificadas como Cellulomonas cartae e
Oerskovia xanthineolytica, respectivamente. Portanto, ap6s analisar as
consideragoes feita por Stackebrandt et al. (1982) ambas as linhagens YLM-
B191-1 e YLM-4 foram, finalmente, identificadas como Cellulomonas cellulans.

4.4- Produgao e purificagao da B-1,3-glucanase de Cellulomonas
cellulans YLM-B191-1

A produgédo e purificagdo da B-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans

YLM-B191-1, foi realizada como descrito no item 3.4.

4.4.1- Producao da -1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-
B191-1

A B-1,3-glucanase ativa de C. cellulans YLM-B191-1, foi produzida como
descrito no item 3.4.2. O sobrenadante do meio n° 4, obtido apés incubacéo do

indculo por 24 horas a 30°C, apresentou 0,088 U de B-1,3- glucanase ativa / mL e
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uma baixa atividade de protease (0,0086 U de atividade / mL). O volume de
4000 mL de sobrenadante, resultou em 92 g de pé liofilizado, contendo 352 U
totais de p-1,3-glucanase, o qual foi usado como preparacao enzimatica bruta de

B-1,3-glucanase.

A preparagédo enzimatica bruta liofilizada das enzimas liticas, mostrou
61,5 % de atividade residual apds 30 horas a temperatura ambiente. Quando
acondicionadas a baixas temperaturas (congelador) mantiveram-se estaveis por

periodos maiores que 6 meses.

4.4.2- Purificacao da p-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-
B191-1

A purificagéo da B-1,3-glucanase de C. cellulans YLM-B191-1 foi realizada
de acordo com o item 3.4.3.2. Uma amostra de 10 g de preparacédo enzimatica
bruta em tamp&o 0,01 M acetato de sédio pH 4,5 foi ultrafiltrada em membrana de
retencdo (30 kDa), para a eliminacdo de compostos de baixo peso molecular,
como descrito no item 3.4.3.1. A porgdo de peso molecular menor que 30 kDa,
que resultou em 0,44 g de proteina, mostrou 4,47 % da atividade de [B-1,3-
glucanase ativa encontrada na preparagao bruta liofilizada. A preparacao
enzimatica bruta concentrada aplicada na coluna cromatografica de CM-
Sepharose CL-6B (descrito no item 3.4.3.2), foi eluida em 2 picos principais, F-1 e
F-2. As fragbes do primeiro pico (F-1), foram eluidas com tamp&o de equilibrio e
estavam associadas a impurezas de coloragdo marrom-amarelada. Essas fragoes
mostraram baixa atividade especifica de B-1,3-glucanase (0,055 U de
glucanase / mL de proteina) e, portanto, ndo foram estudadas. As fragées do
segundo pico (F-2), eluidas da coluna com tampdo 0,01 M acetato de sodio
contendo 0,4 M NaCl pH 4,5 (Figura 6), mostraram atividade especifica de 3-1,3-

glucanase, aproximadamente, 53 vezes maior do que em F-1. As fragcdes contidas
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nos tubos recolhidos do pico F-2, foram dialisadas separadamente, e usadas
como solucéo purificada de B-1,3-glucanase, para a caracterizagdo enzimatica a
fracdo com maior atividade especifica foi liofilizada e reservada para a
determinacdo do peso molecular por eletroforese em SDS-gel poliacrilamida
(12%). Para a realizagéo dos ensaios de caracterizagéo enzimatica, foi necessario
a obtencdo de grandes quantidades da solugé&o enzimatica purificada, tendo-se a

necessidade de repetir diversas vezes o processo de purificagdo.

A Figura 7 ilustra a eletroforese da preparag&o enzimatica bruta liofilizada
de C. cellulans YLM-B191-1 em gel gradiente SDS-PAGE (5 % a 15 %) e SDS-
PAGE (12 %) e mostra as proteinas encontradas na amostra. A Figura 8 ilustra a
eletroforese da pB-1,3-glucanase purificada em gel SDS-PAGE, indicando a

presenca de uma unica banda de proteina.
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Figura 6. Fracionamento da preparagéo bruta de p-1,3-glucanase em coluna de
CM-Sepharose CL-6B.
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a b

Figura 7. Eletroforese das preparagdes brutas de B-1,3-glucanase.
a) preparagao bruta aplicada em gel de gradiente — SDS-PAGE (5 a 15 %);
b) preparagéo bruta aplicada em gel SDS-poliacrilamida (12 %).
As setas indicam as bandas de proteinas

Figura 8. Eletroforese da B-1,3-glucanase purificada em gel SDS-poliacrilamida
(12 %).
—> |ndica a B-1,3-glucanase purificada
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A Tabela 9 ilustra as etapas de purificagdo da B-1,3-glucanase de C.
cellulans YLM-B191-1. A B-1,3-glucanase das fragdes do pico F-2 (tubos 40, 41,
42,43, 45, 46 e 47) foi purificada 32,2 vezes sendo obtido 18,9 % de recu peracgao.
A fracao do tubo 44 com maior atividade especifica de B-1,3-glucanase foi
purificada 78,2 vezes. Shimoi et al. (1991), purificaram 75 vezes a B-1,3-glucanase

de Rarobacter faecitabidus através de cromatografia em coluna anibnica e

obtiveram 10 % de recuperacgdo da enzima.
As fragOes do pico F-2 (40, 41, 42, 43, 44, 45, 46 e 47) mostraram atividade

especifica de 2,9 U de B-1,3-glucanase / mg de proteina e nenhuma atividade de

protease foi encontrada nestas fragoes.

Tabela 9. Purificacdo da B-1,3-glucanase de C. cellulans YLM-B191-1.

Etapas da Quanti- Proteina Atividade Atividade  Purificacdo Recuperagao
purificagdo dade Total Total Especifica (%)
(mg) (unidades (unidades/mg
de §-1,3- de proteina)
glucanase)
Liofilizado 1049 533,2 47,9 0,09 1,00 100
Concentradoda 3,6 mL 86,17 35,08 0,407 4,52 73,23

ultrafiltragao

Aliquota do 3,0 mL 71,8 29,22 0,407 4,52 61
concentrado da
ultrafiltragcao

Coluna de 22.1 1,22 0,055 0,61 2,55
CM-Sepharose
(Fragoes do
1% pico)

Coluna de CM- 12 9,07 2,907 32.3 18,93
Sepharose
(Fragoes do
2° pico)

Coluna de CM- 0,376 2,647 7,04 78,2 5,53
Sepharose
(tubo 44)
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Doi et al. (1973) verificaram que as solugdes enzimaticas purificadas de
Arthrobacter citreus mostraram atividade especifica de 5,5 U / mg de proteina.
VENTOM & ASENJO (1981) verificaram que ap6s a purificacdo da B-1,3-
glucanase de Oerskovia xanthineolytica LL-G109, a atividade especifica foi de
11,1 U /mg.

Para Scott & Schekman (1980) a preparagao enzimatica bruta de Oerskovia
xanthineolytica, continha diferentes [-1,3-glucanases, ou outras enzimas
responsaveis pela lise, enquanto Ventom & Asenjo (1981) encontraram

glucanases e proteases.

No estudo da purificagao da 3-1,3-glucanase de C. cellulans YLM-B191-1,
em colunas de filtracdo em BioGel ou de troca iénica, como: CM- e DEAE-
Celulose, DEAE-Toyopearl, mesmo em diferentes condigées, como: molaridade e
pH da solugé@o tampé&o (6,5 a 7,5) ou concentragoes crescentes de NaCl nao foi
obtido recuperacdo de atividade B-1,3-glucanase. Scott & Schekman (1980)
relataram que tentativas anteriores de purificagéo das enzimas liticas por filtragcao
em gel de Sephadex resultaram aparentemente numa perda total da atividade
litica e o uso de gradiente de sal para a eluigdo da proteina nao contribuiu para

melhorar sua purificagao.

4.5- Determinacao das caracteristicas da [3-1,3-glucanase litica de

Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

O estudo das caracteristicas bioquimicas da [-1,3-glucanase de C.

cellulans YLM-B191-1 foi realizado como descrito no item 3.5.
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4.5.1- Efeito do pH na atividade enzimatica da (-1,3-glucanase de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

No estudo preliminar da p-1,3-glucanase da preparacao bruta de C.
cellulans YLM-B191-1, obtida como descrito no item 3.5.1, foram realizados os
testes de caracterizagdo de acordo com item 3.5. A preparacao bruta de -1,3-
glucanase mostrou atividade maxima em pH 4,5 a 5,5 a 55°C e mostrou-se
estavel por 4 horas em pH 5,5 a 45°C, e por 1 hora em pH 6,5 a 55°C. A B-1,3-
glucanase purificada de C. cellulans YLM-B191-1 apresentou atividade étima na
faixa de pH 4,5 a 5,5 a 55°C (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do pH na atividade da p-1,3-glucanase purificada.

A B-1,3-glucanase purificada de C. cellulans YLM-B191-1 apresentou
atividade otima em faixa de pH similar as B-1,3-glucanases purificadas de
Rhizopus chinensis R-69 (Yamamoto & Nagasaki, 1975b), de T. longibrachiatum
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(Tangarone et al., 1989), de T. harzianum (Noronha & Ulhoa, 1996; Thrane et al.,
1997); e de Rarobacter faecitabidus (Shimoi et al., 1991), do cogumelo Agaricus
bisporus H 25 (Galan et al., 1999) e do fungo Chaetomium indicum (Burtseva et
al. 2000) e da enzima litica de Streptomyces sp P-51 (Yoshimoto et al., 1975).

Kitamura & Yamamoto (1972) e Kitamura et al. (1974) verificaram que O
complexo de enzimas liticas denominado zymolyase, obtido do caldo enzimatico
produzido por Arthrobacter luteus apresentou atividade 6tima de lise de células
viaveis de leveduras em pH 7,5 a 35°C. Essa linhagem de Arthrobacter luteus
produtora de zymolyase foi reclassificada como Oerskovia xanthineolytica (Scott &
Schekman, 1980). A p-1,3-glucanase de Arthrobacter sp descrita por Doi et al.
(1973) apresentou atividade 6tima na faixa de pH 5,5 a 6,5.

As B-1,3-glucanases de linhagens de Oerskovia sp apresentaram atividade
6tima na faixa de 5,0 a 8,0, dependendo do substrato utilizado. Obata et al.
(1976),descreveram trés p-1,3-glucanases de Oerskovia sp CK; a enzima F-0
mostrou atividade 6tima em pH 6,5 a 50 - 55°C e a enzima F-2 mostrou atividade
stima em pH 7,5 e 35°C. Scott & Schekman (1980) relataram que a B-1,3-
glucanase de Oerskovia xanthineolytica mostrou atividade 6tima no pH 6,0,
enquanto que a f-1,3-glucanase de Oerskovia xanthineolytica LL-G109 estudada
por Ventom & Asenjo (1991) apresentou atividade otima em pH 6,0 e 8,0,
utilizando-se os substratos laminarina e glucana de levedura, respectivamente.
Saeki et al. (1994) verificaram que a atividade maxima da B-1,3-glucanase
purificada de Oerskovia xanthineolytica TK-1 sobre a glucana de levedura,
curdlana e laminarina foi em pH 5,5; 5,0 a 6,5 e 7,5, respectivamente.

A endo B-1,3-glucanase de Flavobacterium dormitator var. glucanoliticae
apresentou atividade em pH 6,0 (NAGASAKI et al., 1976).

A endo-p-1,3-D-glucanase de centeio germinado mostrou atividade otima
em pH 5,0 (Ballance et al., 1978). As B-1,3-D-glucanases de vegetais tem sido

relacionadas a atividade antimicrobiana e antifingica (Hilton & Pressey, 1980;
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Mauch et al., 1988; Chambers et al., 1993; Mishra et al., 1997; Glandorf et al.,
1997, Zhang & Yuen, 2000).

Bielecki et al. (1989) relataram que as quatro p-1,3-glucanases (Gl, GllI, GIV
e GVIII) de Streptomyces sp.1228 apresentaram pH 6timo ao redor de 5,5 e 6,0.

4.5.2- Efeito do pH na estabilidade enzimatica da p-1,3-glucanase de

Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

O estudo do efeito do pH na estabilidade da B-1,3-glucanase purificada foi
realizado como descrito no item 3.5.2. Nos estudos preliminares, a preparagéo
bruta de B-1,3-glucanase mostrou-se estavel em pH4,5a 45°C por 4 horas e
em pH 6,5 a 55°C por 1 hora de tratamento. A p-1,3-glucanase purificada de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1, mostrou-se completamente estavel na faixa
de pH entre 5,5 e 6,5 ap6s 30 minutos a 55°C (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do pH na estabilidade da -1,3-glucanase purificada.
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A B-1,3-glucanase de Arthrobacter citreus estudada por Doi et al. (1973)
mostrou-se estavel na faixa de pH 3,0 a 8,0 ap6s 30 minutos de tratamento a
30°C. Kitamura et al. (1974) verificaram que a zymolyase de Arthrobacter luteus
mostrou-se estavel numa faixa de pH entre 50 e 11,0 para a lise de células
vidveis de leveduras, porém perdeu completamente a estabilidade quando
incubada a 60°C por 5 minutos. A B-1,3-glucanase de Oerskovia xanthineolytica
TK-1 mostrou-se estavel por 30 minutos a 30°C, na faixa de pH 5,0 a 8,0 (Saeki et
al., 1994).

A B-1,3-glucanase purificada de Rhizopus chinensis R-69 revelou-se estavel
na faixa de pH 4,0 a 8,0 (Yamamoto & Nagasaki, 1975Db).

Yoshimoto et al. (1975) verificaram que a enzima litica de Streptomyces sp
P-51, que lisa leveduras, apresentou-se estavel na faixa de pH entre 4,0 a 8,0 por
20 minutos a 70°C.

A endo B-1,3-glucanase de Flavobacterium dormitator var. glucanoliticae
mostrou-se estavel numa faixa de pH entre 6,0 a 9,0 quando aquecida a 50°C por
10 minutos (Nagasaki et al, 1976).

Tangarone et al. (1989) verificaram que a endo-B-1,3-D-glucanase de
Trichoderma longibrachiatum mostrou estabilidade na auséncia de substrato na
faixa de pH 4,9 a 9,3.

Pitson et al. (1995) obtiveram trés glucanases (GN) de fungo filamentoso
Acremonium persicinum, sendo que 80 % da atividade maxima da GN-I foi
observada entre pH 5,0 a 7,5, e entre 4,5 a 7,0 para GN-ll e GN-IlI, enquanto as
trés GN mostraram-se completamente estaveis (mais de 90 %) na faixa de pH
entre 4,5 a 10,5 apds 24 horas a 4°C.

Burtseva et al. (2000) verificaram que a B-1,3-glucanase do fungo

Chaetomium indicum foi estavel na faixa de pH 4,5a7,5.
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4.5.3- Efeito da temperatura na atividade enzimatica da -1,3-glucanase
de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

O estudo do efeito da temperatura na atividade da B-1,3-glucanase
purificada de C. cellulans YLM-B191-1 foi realizado como descrito no item 3.5.3. A
preparagao bruta da B-1,3-glucanase de C. cellulans YLM-B191-1 na presenca de
laminarina, mostrou atividade maxima na entre 55 e 57°C, quando incubada por
30 minutos em pH 5,5 e a B-1,3-glucanase purificada mostrou atividade enzimatica

maxima na faixa temperatura entre 50 a 60°C em pH 5,5 (Figura 11).

A endo-B-1,3-glucanase de Flavobacterium dormitator var. glucanoliticae

estudada por Nagasaki et al. (1976) apresentou atividade 6tima a 50°C.
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Figura 11. Efeito da temperatura na atividade da -1,3-glucanase purificada.

117



As B-1,3-glucanases de Trichoderma longibrachiatum (Tangarone et al.
1989) T. harzianum (Noronha & Ulhoa 1996) e T. harzianum (Thrane et al. 1997)
apresentaram atividade 6tima a 55°C, 45 a 50°C e 40°C, respectivamente.

Bielecki et al. (1989) verificaram que a B-1,3-glucanase de Streptomyces sp

apresentou temperatura 6tima entre 50 a 55°C.

As B-1,3-glucanases de Oerskovia xanthineolytica TK-1 (Saeki et al., 1994)
e Oerskovia xanthineolytica LL-G109 (Parrado et al. 1996) mostraram atividade

6tima a 60°C e a 65°C, respectivamente.

As trés glucanases, GN-I, GN-Il e GN-IIl do fungo filamentoso Acremonium
persicinum mostraram temperatura 6tima a 65, a 55 e a 60°C, respectivamente
(Pitson et al., 1995).

Galan et al. (1999) purificaram uma endo-$-1,3-glucanase de Agaricus
bisporus H-25, que mostrou temperatura 6tima de 45°C, com laminarina como

substrato.

Burtseva et al. (2000) verificaram que o fungo Chaetomium indicum

produziu uma B-1,3-glucanase com temperatura 6tima de atividade a 60°C.

4.5.4- Estabilidade térmica da p-1,3-glucanase de Cellulomonas
cellulans YLM-B191-1

O estudo do efeito da temperatura na estabilidade da B-1,3-glucanase
purificada de C. cellulans YLM-B191-1 foi realizado como descrito no item 3.5.4.
Na auséncia de substrato a preparagdo bruta dessa enzima perdeu
completamente a sua atividade, quando incubada por 1 hora em temperaturas
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superiores a 60°C, enquanto reteve 61,5 % de sua atividade apds 30 horas a
temperatura ambiente e as amostras liofilizadas foram completamente estaveis
por 6 meses a —20°C. A B-1,3-glucanase purificada mostrou-se completamente
estavel apés 120 minutos de tratamento térmico a 50°C ou ap6s 15 minutos a
55°C. A enzima purificada reteve 90 % e 55 % da sua atividade residual quando
incubada a 55°C por 30 minutos e por 120 minutos, respectivamente, enquanto a
60°C por 30 minutos, a enzima reteve apenas 25 % da atividade residual (Figura

12). A enzima foi inativada ap6s 60 minutos de tratamento térmico a 60°C.

As B-1,3-glucanases de Arthrobacter sp, estudadas por Doi et al. (1973)
foram estaveis em ampla faixa de pH, mas perdiam rapidamente a atividade em
temperaturas superiores a 60°C. O complexo enzimatico denominado zymolyase
contendo varias B-1,3-glucanases de Arthrobacter luteus perdeu 71 % da sua

atividade quando incubada a 50°C por 5 minutos (Kitamura et al., 1974).
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Figura 12. Termoestabilidade da -1,3-glucanase purificada.
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Saeki et al. (1994) verificaram que a B-1,3-glucanase de Oerskovia
xanthineolytica TK-1 apos a incubagdo a 60°C em pH 5,5, na auséncia do
substrato, reteve somente 5 % de sua atividade inicial, enquanto que a B-1,3-
glucanase de Oerskovia xanthineolytica LL-G109 (Parrado et al., 1996) foi estavel
por 30 minutos até 55°C e a atividade diminuiu rapidamente em temperaturas

superiores a 75°C.

Nagasaki et al. (1976) verificaram que a endo-B-1,3-glucanase de
Flavobacterium dormitator var. glucanoliticae mostrou-se instavel, sendo inativada
ap6s 10 minutos a 45°C e, em temperaturas superiores a 60°C a enzima perdeu

imediatamente a sua atividade.

A endo-B-1,3-D-glucanase de centeio germinado, mostrou-se estavel a
45°C (Ballance et al., 1978).

A B-1,3-glucanase do fungo Trichoderma longibrachiatum, estudada por
Tangarone et al. (1989) foi inativada em temperaturas superiores a 50°c,
enquanto que a atividade da B-1,3-glucanase de 7. harzianum. (Thrane et al.,
1997), diminuiu drasticamente, quando incubada a temperaturas superiores a
35°C.

Bielecki et al. (1989) verificaram que as duas B-1,3-glucanases (Gl e GVII)
de Streptomyces sp 1228, foram termoestaveis e apés 15 minutos a 80°C,

perderam menos de 50 % da atividade inicial.

Shimoi et al. (1991) purificou uma B-1,3-glucanase de Rarobacter
faecitabidus, que foi completamente inativada apés 15 minutos de incubagéo a
60°C.

Pitson et al. (1995) verificaram que a pB-1,3-glucanase | (GN-l) de
Acremonium persicinum mostrou-se aparentemente estavel (atividade maior que

90 %) apds 30 minutos de incubagéo a 55°C e, reteve menos de 50 % da
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atividade ap6s incubacdo por 15 minutos a 60°C. As B-1,3-glucanases Il e Il
(GN-II e Ill) mostraram 80 a 90 % da sua atividade a 50°C, mas foram
completamente inativadas apds 30 minutos a 55°C. A estabilidade térmica parece
aumentar na presenca do substrato. A preparagao bruta destas enzimas
mostraram mais de 95 % da atividade apds 5 semanas a 30°C em pH 5,5. As B-
1,3-glucanases |, Il e lll (GN-I, GN-Il e GN-IIl) purificadas foram bem estaveis, sem
perdas na atividade por 4 semanas a 4°C. Em algumas amostras armazenadas a
—20°C foram detectadas perdas na atividade, enquanto em outras n&o, indicando
que este ndo € um método efetivo para a estocagem destas enzimas. As
preparagoes brutas e purificadas de GNs de A. persicinum quando estocadas a
-80°C em tampao 0,05 M acetato pH 5,0 por 12 meses, ndo apresentaram perdas

apreciaveis na atividade enzimatica.

Burtseva et al. (2000) verificaram que a {-1,3-glucanase do fungo

Chaetomium indicum mostrou-se estavel em temperaturas inferiores a 50°C.

4.5.5- Monitoramento das etapas de purificagao da (3-1,3-glucanase por

eletroforese em gel poliacrilamida

4.5.5.1- Eletroforese da B-1,3-glucanase bruta em gel gradiente SDS-

poliacrilamida (5 a 15 %)

A amostra bruta liofilizada foi preparada de acordo com o item 3.5.5.1, e
aplicada no gel gradiente SDS-PAGE (5 a 15%) descrito no item 3.5.5.2. Apos a
revelacédo do gel com AgNO; e formaldeido, foram evidenciados diversas bandas

de proteinas, com diferentes pesos moleculares (Figura 7a).
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4.5.5.2- Eletroforese da [-1,3-glucanase em gel SDS-poliacrilamida
(12 %)

A amostra de (3-1,3-glucanase purificada e preparada de acordo com o item
3.5.5.1, foi aplicada no topo do gel SDS-PAGE (12 %) descrito no item 3.5.5.3. As
Figuras 8 e 14 mostram a revelagdo de apenas uma Unica banda de proteina

presente na solugao enzimatica purificada, sugerindo ser uma proteina simples.

4.5.5.3- Eletroforese da p-1,3-glucanase em gel poliacrilamida (12 %)

A amostra de B-1,3-glucanase purificada, preparada de acordo com o item
3.5.5.1, foi aplicada no gel NATIVE-PAGE (12 %), descrito no item 3.5.5.4, e
verificou-se que a proteina apresentou o mesmo perfil eletroforético do gel SDS-

PAGE (12 %), sugerindo que seja uma proteina monomérica.

4.5.6- Determinagao do peso molecular da f-1,3-glucanase de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

O peso molecular da 3-1,3-glucanase de C. cellulans YLM-B191-1 foi
estimado de acordo com o método descrito no item 3.5.6. A Figura 13, ilustra a
eletroforese da -1,3-glucanase purificada e dos padroes de peso molecular em
SDS-PAGE (12 %), como uma banda de uma proteina simples. A B-1,3-glucanase

apresentou peso molecular estimado em 17,1 kDa (Figura 14).
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Figura 13. Relagéo entre o Rf e o peso molecular das proteinas em gel SDS-
poliacrilamida (12%) . B -1,3-glucanase; L padrées moleculares.

Figura 14. Peso molecular da f-1,3-glucanase purificada estimado pela

eletroforese em gel SDS-poliacrilamida.

a) mistura de padrdes de peso molecular; A: fosforilase b (94.000); B: soro albumina
bovino (67.000); C: ovoalbumina (43.000); D: anidrase carbdnica (30.000); E: inibidor
tripsina de soja (20.100); F: a-lactoalbumina (14.000);

b) G: p-1,3-glucanase corada com AgNO:s.
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Os pesos moleculares de glucanases, produzidas por diversos
microrganismos e estimados em gel SDS-PAGE por varios autores, variaram entre
12 e 90 kDa. O peso molecular da -1,3-glucanase de Arthrobacter luteus
(zymolyase A) foi estimado em 55 e 58 kDa, respectivamente, por Scott &
Schekman (1980) e Kitamura et al.,, (1982d). Estas linhagens foram
posteriormente reclassificadas como Oerskovia xanthineolytica (Scott &
Schekman, 1980).

A massa molecular da glucanase de Oerskovia xanthineolytica LL-G109 foi
estimada em 31 kDa por eletroforese de poliacrilamida (Ventom & Asenjo, 1990a e
b) e em 12 kDa por filtragao em gel (Ventom & Asenjo, 1991). Saeki et al. (1994)
verificaram que as pB-1,3-glucanases de varias linhagens de Oerskovia sp
apresentaram massas moleculares numa faixa entre 12 e 58 kDa. Parrado et al.
(1996) estudaram uma (-1,3-glucanase de Oerskovia xanthineolytica que

apresentou peso molecular de 27195,6 + 1,3 Da por SDS-PAGE.

Totsuka & Usui (1986) obtiveram duas glucanases de Rhizoctonia solani
com 70 e 29 kDa, estimados por SDS-PAGE.

As endo B-1,3-glucanases de Trichoderma longibrachiatum (Tangarone et
al., 1989) de Trichoderma harzianum (Noronha & Ulhoa, 1996 e 2000), de T.
harzianum (Thrane et al., 1997), e de T. harzianum (Noronha et al., 2000)
apresentaram diferentes pesos moleculares, os quais foram estimados em 70 kDa,
29 kDa, 17 kDa e 36 kDa, respectivamente.

Shimoi et al. (1991) estimaram o peso molecular da p-1,3-glucanase de
Rarobacter faecitabidus em 82 kDa em SDS-PAGE.

Pitson et al. (1995) estudaram trés 3-D-1,3-glucanohidrolases (GN-I, GN-ll e
GN-IIl) extracelulares de Acremonium persicinum, um fungo filamentoso, e o peso
molecular dessas proteinas foi estimado por SDS-PAGE, em 81; 85 e 89 kDa,

respectivamente.
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Galan et al. (1999) purificaram uma endo-B-1,3-glucanase de Agaricus

bisporus H 25 e o seu peso molecular foi estimado em 32 kDa por SDS-PAGE.

A determinacao do peso molecular da [-1,3-glucanase purificada de C.
cellulans YLM-B191-1, foi também realizada por colunas de filtracao em BioGel;
porém a enzima foi aparentemente adsorvida ou inativada durante a sua eluicéo.
Sanchez et al. (1982) obtiveram resultados semelhantes para a purificacdo de
preparacoes de glucanases e sugeriram que estas enzimas apresentavam enorme

afinidade a matriz do gel.

4.5.7- Determinagao dos parametros cinéticos: Ky e Vmax, da B-1,3-

glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

A determinacao dos parametros cinéticos: Ky € Vmax, da B-1,3-glucanase de

C. cellulans YLM-B191-1 foi realizada como descrito no item 3.5.7.

4.5.7.1- Cinética enzimatica

O valor de Ky aparente e de V. da B-1,3-glucanase para a hidrélise da
laminarina, determinado pelo método grafico de Lineweaver-Burk (Figura 15), foi
de 2,38 mg / mL (0,24 %) e 0,26 U pumol de glicose / mg de proteina,

respectivamente.
A enzima comercial zymolyase obtida de Arthrobacter luteus que atua como

uma endoenzima mostrou um valor de Ky de 10,9 mg / mL (1,09 %), para a

laminarina insoltvel (Kitamura & Yamamoto, 1972 e Kitamura et al., 1974). Scott &
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Schekman (1980) verificaram que a endo-B-1,3-glucanase, produzida pela
linhagem de Arthrobacter luteus (isolada por Yashishi Yamamoto e reclassificada
como Oerskovia xanthineolytica por Mary Lechevalier) mostrou um valor de Ky de
59 mg / mL (0,59 %) para o substrato laminarina. Ventom & Asenjo (1991)
caracterizaram as enzimas liticas de Oerskovia xanthineolytica LL-G109, e o valor
de Ky foi estimado em 0,95 mg / mL (0,095 %) para a reagao da -1,3-glucanase

sobre a laminarina e 2,5 mg / mL (0,25 %) para o substrato glucana de levedura.

Uma endo-B-1,3-D-glucanase de centeio germinado mostrou um Ky de 0,25

mg / mL (0,025 %) com laminarina como substrato (Ballance et al., 1978).

O valor de Ky da endo B-1,3-glucanase de Trichoderma longibrachiatum
para o substrato laminarina foi 0,0016 % (Tangarone et al., 1989) enquanto que a
endo B-1,3-glucanase de T. harzianum (Noronha & Ulhoa, 1996) apresentou valor
de Ky 1,18 mg/ mL (0,12 %) e de Vmax de 1,26 U / mL.

y =0,8961x + 3,7486
R2=0,9735

Figura 15. Efeito da concentragao do substrato laminarina na atividade de p-1,3-
glucanase.
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O valor de Ky foi estimado em 0,26 mg / mL (0,026 %) para os ensaios com
glucanases de Flavobacterium dormitator var. glucanolyticae para o substrato

laminarina (Nagasaki et al., 1976).

Bielecki et al. (1989) caracterizaram diversas [-1,3-glucanases de
Streptomyces SP1228, usando a laminarina como substrato e estimaram
os valores de Ky em 6,65x 10°mol /L paraGl; 2,35x 10* mol / L para GlI;
8,1x 10  mol / L para GIV e 8,1 x 10 ~ mol / L para GVIIL.

PITSON et al. (1995) caracterizaram trés [-1,3-D-glucohidrolases (GN-I,
GN-Il e GN-lll), do fungo filamentoso Acremonium persicinum e, quando
ensaiadas com laminarina de Laminarina digitata, os valores de Ky foram
estimados em 0,1 mg / mL (0,01 %); 0,23 mg/mL (0,023 %)e 0,22 mg/ mL

(0,022 %), respectivamente.

Os resultados obtidos demonstraram que a p-1,3-glucanase de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1, apresentou maior afinidade em relacao ao
substrato laminarina do que a 3-1,3-glucanase (zymolyase) obtida de Arthrobacter
luteus (Kitamura & Yamamoto, 1972 e Kitamura et al., 1974) e de Oerskovia
xanthineolytica (Scott & Schekman, 1980) e menor afinidade pelo mesmo
substrato, em relagao as B-1,3-glucanases obtidas de linhagens de Oerskovia
xanthineolytica LL-G109 (Ventom & Asenjo, 1991), de Flavobacterium dormitator
var. glucanolyticae (Nagasaki et al., 1976), de Trichoderma longibrachiatum
(Tangarone et al., 1989) de Acremonium persicinum (Pitson et al., 1995) e de T.
harzianum (Noronha & Ulhoa, 1996).
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4.5.8- Efeito de sais, compostos inorganicos e inibidores sobre a

atividade da -1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

O efeito de sais, compostos inorganicos e inibidores sobre a atividade da 3
1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1, foi determinado como

descrito no item 3.5.8.

4.5.8.1- Efeito de sais na atividade da B-1,3-glucanase bruta de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

A Tabela 10 mostra o efeito de sais na atividade da preparacao bruta de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 sobre a laminarina. A preparagao bruta da
enzima foi fortemente inibida por HgCl,, AgNO3; e CuSO,4 5H20 na concentracao
final 10 mM sendo obtido, respectivamente, 10,2; 15,5 e 45 % da atividade inicial
e foi moderadamente inibida na presenca de 10 mM de FeSO4 7H20; ZnSO4
H,O: CoCL,6H,0; MnCl;4H,0; CaCl;2H,0 e MgSO47H:0.

Tabela 10. O efeito de sais sobre a atividade da preparagdo bruta da p-1,3-

glucanase.

Sal Atividade Relativa
Concentracgao final 10 mM (%)
Controle 100
MgSO4 7H,0 78
CaCl,2H,0 D
MnCl, 4H,0 74
CoCL,6H,0 75
ZnS04H0 68,5
FeSO4 7H,0 66,5
CuS0O45H,0 45
AgNO; 15,5
HgCl; 10,2
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Doi et al. (1973) verificaram que concentracdes menores que 0,01 mM de
HgCl, e 1 mM de CuSO; inibiram fortemente a reagdo enzimatica da -1,3-

glucanase de Arthrobacter, em 74 % e 42 %, respectivamente.

Nagasaki et al. (1976) usaram alguns sais na concentracdo de 1 mM e
verificaram que a pB-1,3-glucanase de Flavobacterium dormitator var.
glucanolyticae foi inibida por CuSO45H,0 em 83,2 % e Pb(NO;3), em 58,6%,
enquanto foi 9,7 % e 14,6 % mais ativa na presenga de CoCl, 6H,0 e
MgSO4 7H,0, respectivamente.

Totsuka & Usui (1986) verificaram que ions metalicos na concentragéo de
0,4 mM nao afetaram muito a atividade da B-1,3-glucanase de Rhizoctonia solani.
Somente o ion Hg** inativou fortemente a enzima. Foi obtido 87 % de inativacao

da p-1,3-glucanase na presenga desse ion.

As [3-1,3-glucanases Il e IV (Gll e GIV) de Streptomyces SP1228 (Bielecki
et al. 1989) foram completamente inibidas na presenca de 1 mM / L de HgCl,,
enquanto as [-1,3-glucanases | e VIII (Gl e GVIIl) foram inibidas em

aproximadamente 50 %.

Tangarone et al. (1989) verificaram que a endo-B-1,3-D-glucanase de
Trichoderma longibrachiatum foi fortemente inibida por HgCl,, MnCl, e KMnOs,.
As endo B-1,3-glucanases purificadas de T. harzanium (Noronha et al.,, 1996)
foram fortemente inibidas na presenca de HgCl; e estimuladas pelos cations Znt
e Ca®*, enquanto que a endo-B-1,3-glucanase de 7. harzianum (Thrane et al.,
1997) foi totalmente inibida por ions mercurio e SDS, enquanto 3-mercaptoetanol

reduziu em 25 % a agao desta enzima.
Pitson et al. (1995) verificaram que as (-1,3-glucanases GN-I, GN-Il e

GN-IlIl de Acremonium persicinum, foram fortemente inibidas na presenca de
1 mM de MnCl.,.
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4.5.8.2- Efeito de compostos inorganicos e inibidores na atividade da

B-1,3-glucanase bruta de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

A Tabela 11 mostra o efeito de compostos inorganicos e inibidores na
atividade da preparagdo bruta sobre a laminarina. Foi observado moderada
inibicdo da preparacao bruta da p-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans
YLM-B191-1 sobre a laminarina na presenca de 10 mM de citrato de sodio,
oxalato de sodio, fenilmetilsulfonil fluoreto, iodeto de potassio, iodoacetamida,
acido etilenediaminotetracético, semicarbazida, acido 4-aminobenzadico, arseniato
de sodio (NaAsQ,), uréia, ac. 4-(cloromercurio) benzoico. Os reagentes
permanganato de sodio (KMnQs) e N-bromosuccinimida inibiram fortemente a {3-
1,3-glucanase bruta, enquanto o lauril sulfato de sédio inibiu completamente a

enzima.

Tabela 11. Efeito de compostos inorganicos e inibidores sobre a atividade da {-
1,3-glucanase da preparagéo bruta de C. cellulans YLM-B191-1.

Inibidores Atividade relativa
Concentragao Final 10 mM (%)
Controle 100
2-mercaptoetanol 131
Ac. 4-(cloromercurio) benzbico 93
Ureéia 92
Arseniato de sodio 87
Ac. 4-aminobenzdico 87
Semicarbazida 84
Ac. Etilenediaminotetracético 84
lodoacetamida 84
lodeto de potassio 83
Fenilmetilsulfonil fluoreto 82
Oxalato de sodio 80
Citrato de sédio 77
Permanganato de potassio 19
N-Bromosuccinimida 17
Lauril sulfato de sédio 0
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4.5.8.3- Efeito de sais, compostos organicos e inibidores na atividade
da B-1,3-glucanase purificada de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

A B-1,3-glucanase purificada de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 foi
completamente inibida na presenca de solugdo 10 mM de ZnSQO,4 H,O, CuSO4
5H20 e HgCl; e moderadamente inibida na presenca de solugdo 10 mM de AgNO;
(Tabela 12). A presenga de 10 mM de CoCl, 6H,0 na mistura de reacao, resultou
num aumento cerca de 11% na atividade da enzima B-1,3-glucanase purificada

sobre a laminarina (Tabela 12).

A tabela 12 ilustra que o detergente lauril sulfato de s6dio e o reagente
N-bromosuccinimida na concentracdo final 1 mM, inibiram completamente a -
1,3-glucanase purificada de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1, enquanto que o
permanganato de postassio (KMnQy) inibiu fortemente a enzima, pois obteve-se
apenas 13,9 e 2,11 % da atividade enzimatica na presenca de 1 mM e 10 mM do

inibidor, respectivamente.

A presenca de 10 mM de 2-mercaptoetanol na mistura de reacdo aumentou
em 2,73 vezes a atividade da B-1,3-glucanase purificada de Cellulomonas

cellulans YLM-B191-1 sobre a laminarina (Tabela 12). Isto sugere que grupos tiol
podem estar envolvidos no sitio catalitico da enzima ou que estes grupos sao

essenciais para a manutencgdo da estrutura tridimensional da proteina ativa.

Nagasaki et al. (1976) verificaram que a 3-1,3-glucanase de Flavobacterium
dormitator var. glucanolyticae foi fortemente inibida por 1 mM de permanganato de
potassio (KMnQy) e, ou de EDTA, e ativada na presenca de 1 mM de oxalato de

sodio, de laurilsulfato de s6dio ou de dietilditiocarbamato de sédio.

Scott & Schekman (1980) verificaram que a remogao de 2-mercaptoetanol
no ensaio de atividade litica provocou queda na acgao litica da 3-1,3-glucanase de

Oerskovia xanthineolytica.
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Bielecki et al. (1989) verificaram que 1 mM / L de EDTA, de 2-
mercaptoetanol ou D-glucono-é-lactone ativaram as p-1,3-glucanases Gl, Gll e
GIV.

Pitson et al. (1995) relataram que as B-1,3-glucanases GN-I, GN-ll e GN-IlI
de Acremonium persicinum foram fortemente inibidas na presenga de 1 mM de

permanganato de potassio (KMnO,) e de N-bromosuccinimida.

Tabela 12. Efeito de sais e inibidores sobre a atividade da enzima p-1,3-glucanase
purificada de C. cellulans YLM-B191-1.

Atividade relativa (%)
Compostos Conc. Final 1 mM | Conc. Final 10 mM
Controle 100 100
AgNO3 90,5 57,1
CoCl, 6H,0 87,8 111.3
ZnS0O4 xH0 61,4 0
CuS045H,0 7.9 0
HgCl, 19,6 0
N-Bromosuccinimida 0 0
Lauril sulfato de sédio 0 0
Permanganato de potassio 13,8 2,11
2-mercaptoetanol - 273

4.5.9- Especificidade da p-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans
YLM-B191-1 sobre diferentes substratos

A especificidade da B-1,3-glucanase de C. cellulans YLM-B191-1 foi
determinada como descrito no item 3.5.9. A B-1,3-glucanase hidrolisa carboidratos
que apresentam, predominantemente, ligagdes B-1,3-glucosidicas, tais como os
polimeros de laminarina e curdlana (Tabela 13). A atividade relativa da -1,3-

glucanase sobre a laminarina foi considerada 100 % e na presenca da curdlana
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houve uma agdo enzimatica mais intensa, resultando numa atividade relativa de

159 %. A B-1,3-glucanase nao mostrou atividade sobre a manana de levedura.

Tabela 13. Especificidade da enzima B-1,3-glucanase purificada de C. cellulans

YLM-B191-1.
Atividade % Atividade
Substrato Tipo de ligacao enzimatica relativa
(U/mL)
Laminarina B-1,3 2,68 100
Curdlana B-1,3 4,29 1569
Amido a-1,4, o-1,6 0 0
Manana de levedura o-1,2, a-1,3 0 0
Dextrana a-1,6 0 0
Celulose B-1,4 0 0

4.5.10- O modo de acao da 3-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans
YLM-B191-1 sobre a laminarina

O modo de agdo da enzima sobre a laminarina foi estudado pela analise
dos produtos de hidrélise, como descrito no item 3.5.10. A laminarina
despolimerizada pela acao da enzima, foi convertida em oligossacarideos, apos
exaustiva digestdo enzimatica. A Figura 16, mostra os produtos da digestao da
laminarina pela preparagdo enzimatica bruta de C. cellulans YLM- B191. A Figura
16.1 ilustra a presenca de glicose na amostra de laminarina (L1) hidrolisada com
acido. A Figura 16.1l ilustra os acgucares redutores resultantes da hidrélise da
laminarina (L2 e L3) pela B-1,3-glucanase da preparagéo bruta, apos 120 e 150
minutos de incubagao, respectivamente. Foi observado a producido de glicose,
biose, triose e tetraose, e incubagdes prolongadas (180 minutos) resultaram em

glicose e biose, sugerindo que a enzima atua como uma endoglucanase.
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A acao enzimatica da B-1,3-glucanase de Cytophaga johnsonii sobre a
glucana soluvel da parede celular de levedura resultou na producdo de
oligossacarideos de maior peso molecular e, posteriormente, de pequena
quantidade de oligossacarideos de menor peso molecular e glicose. A acao da
B-1,3-glucanase nao litica atuou sobre a laminarina produzindo glicose e uma
série de oligossacarideos dos quais a laminaritriose foi predominante. Incubagdes

prolongadas resultaram principalmente em mono-, di- e trissacarideos (Bacon et
al., 1970).

Kitamura & Yamamoto (1972) e Kitamura et al. (1974) relataram que a
zymolyase continha uma B-1,3-glucanase que hidrolisava polimeros lineares de
glicose com ligagbes B-1,3, liberando especificamente laminaripentaose como
unidade minima. A enzima apresentou especificidade para seqtiéncias longas de
residuos de glicose com ligagoes B-1,3 e, podiam causar endo- ou exo-hidrolise
dependendo principalmente do comprimento da cadeia ou da solubilidade do

substrato.

Kopecka et al. (1974) verificaram que a exo-B-glucanase de
Schizosaccharomyces versatilis nao mostrou efeito detectavel sobre as paredes
celulares de leveduras de panificagdo, pois ela ndo penetra na camada de
manana da parede e, sua agao fica limitada a glucana exposta pelos fragmentos
periféricos em células quebradas, enquanto a endo-B-1,3-glucanase de S.
versatilis teve uma agao pronunciada e continua sobre as células de leveduras de
panificacéo e foi capaz de causar uma completa digestdo dos componentes
fibrilares da parede celular, bem como da glucana amorfa, dos fragmentos
celulares nao digeridos ou das cicatrizes de brotamento. Eles verificaram também
que a parede celular de levedura de panificacdo mostrou-se resistente a hidrolise
quando tratada com preparagdes de endo-B-1,3-glucanase e endo-3-1,6-

glucanase purificadas de Bacillus circulans.

Nagasaki et al. (1976) verificaram que a B-1,3-glucanase de Flavobacterium

dormitator var. glucanolyticae que rompe as células de leveduras viaveis, atuou
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como uma endo B3-1,3-glucanase, preferencialmente sobre sacarideos de cadeias
longas. Contudo pequenos oligossacarideos, como laminaritriose e laminaribiose,

foram também decompostos pela enzima.

Tangarone et at. (1989) verificaram que endo-B-1,3-D-glucanase de
Trichoderma longibrachiatum hidrolisou laminarina a oligossacarideos variando em
tamanho, de glicose a pentaose, e em quantidade. A enzima clivou

laminaripentaose em laminaritetraose, laminaribiose e glicose, mas néo clivou

laminaribiose a glicose e foi capaz de hidrolisar somente glucanas contendo

ligacdes B-1,3.

A enzima B-1,3-D-glucanase de Bacillus circulans atuou como uma exo-
glucanase removendo unidades de laminaribiose de seus terminais n&o redutores
(Kanzawa et al., 1994).

Pitson et al. (1995) purificaram e caracterizaram trés p-D-1,3-
glucanohidrolases extracelulares do fungo filamentoso Acremonium persicinum,
designadas como GN-I, GN-Il e GN-III, que atuaram sobre a laminarina de Eisenia

sp com uma agao endo-hidrolitica.

Uma glucanase purificada de graos de arroz (Oryza sativa L) da variedade
cv. Kibara 397 atuou como uma endo-3-1,3-glucanase pela analise dos produtos
finais quando foi usado laminarina de Laminaria digitata como substrato (Akiyama
et al., 1996).

Burtseva et al. (2000) verificaram através da anélisé dos produtos de

hidrolise enzimatica da laminarina e de habilidade de transglicosilagdo que as

enzimas liticas do fungo Chaetomium indicum eram duas exo-B-glucanases.
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Figura 16. Produtos da hidrélise da laminarina pela B-1,3-glucanase bruta de C.
cellulans YLM-B191-1.
L1: Solugdo 1% laminarina hidrolisada por acido;
A1: Mistura de aglcares padroes (glicose-G1; maltose-G2; maltotriose-G3; maltotetraose-
G4 e maltopentaose-G5;
AZ2: glicose;
M: maltose comercial (glicose, maltose e maltotetraose);
L2: Solugdo 1% de laminarina em tampao 0,1 M acetato de sodio pH 5,5 e preparagao
bruta de p-1,3-glucanases (30 % p /v), incubada a 55° C por 120 minutos;
L3: Solugdo 1% de laminarina em tampao 0,1 M acetato de sodio pH 5,5 € preparacao
bruta de p-1,3-glucanases (30 % p /), incubada a 55° C por 150 minutos.
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4.6- Susceptibilidade de algumas culturas microbianas as células de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 e as suas enzimas liticas

A atividade litica da preparacao enzimatica bruta, da [-1,3-glucanase

purificada e do microrganismo litico C. cellulans YLM-B191-1 sobre células de

bactérias e leveduras foram testadas como descrito no item 3.6.

4.6.1- Susceptibilidade das linhagens de leveduras e bactérias as
células de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 em placas de Agar macio

4.6.1.1- Susceptibilidade das linhagens de leveduras as células de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 em placas de Agar macio

A acao litica da bactéria C. cellulans YLM-B191-1 foi testada em placas de
Agar macio contendo células viaveis de S. cerevisiae 701, de S. cerevisiae ATCC
26602 ou de R. rubra CCT 3895, como descrito no item 3.6.1.3. Halos formando
uma zona mais clara ao redor das coldnias de C. cellulans YLM-B191-1 foram
evidenciados nas placas de Agar macio contendo células de S. cerevisiae 701 ou
de S. cerevisiae ATCC 26602. Esses halos indicaram que as bactérias foram
capazes de lisar células viaveis de leveduras e usa-las como fonte de carbono e
energia. Nas placas de Agar macio contendo células de R. rubra CCT 3895 nao
foram observados halos de lise. Kaneko et al. (1973) relataram que isto pode estar
relacionado ao fato de que a parede celular destas leveduras nao contém glucana,

mas é composta, somente, de quitina e manana.
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4.6.1.2- Susceptibilidade das linhagens de bactérias as células de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 em placas de Agar macio

A acao litica da linhagem C. cellulans YLM-B191-1 foi testada em placas de
Agar macio contendo células viaveis de E. coli ATCC 11229, Salmonella sp, S.
aureus ATCC 6538, P. aeruginosa e B. polymyxa, como descrito no item 3.6.1.4.
Somente nas placas de Agar macio contendo células de S. aureus ATCC 6538
verificou—se. zonas mais claras ao redor das col6nias de C. cellulans YLM-B191-1.
Estes halos indicaram que as células de C. celullans YLM-B191-1 foram capazes
de lisar e usar as células viaveis de S. aureus ATCC 6538 como fonte de carbono
e energia. Porém, nas placas de Agar macio contendo células viaveis de P.
aeruginosa, B. polymyxa, E. coli ATCC 11229, Salmonella sp e S. aureus
ATCC 6538 nao foram observados halos de lise.

4.6.2- Digestao da parede celular de Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602 pelas enzimas liticas de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 e

observacao em microscoépio eletrénico

4.6.2.1- Observacao em microscépio eletrénico da célula intacta de

Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602

A suspensao de células de S. cerevisiae ATCC 26602 foi cultivada por 20
horas a temperatura ambiente e as células foram tratadas para observacao em

microscopio eletronico de varredura (MEV), como descrito no item 3.6.2.2.

A Figura 17 (Amostra A) ilustra a superficie externa lisa e uniforme da
parede celular intacta de S. cerevisiae ATCC 26602, sem o tratamento com as
enzimas liticas. Na Amostra A ndo foram observados células autolisadas de

leveduras.
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Kopeka et al. (1974) observaram em microscopio eletrénico que as células
intactas de leveduras apresentaram uma parede celular completamente lisa e sem

microfibrilas.

Yamamura et al. (1991) estudando a estrutura da parede celular através de
microscopia eletronica nao verificaram mudancas notaveis na parede celular ou
nas membranas celulares de leveduras que justificassem uma autélise apos
longos periodos de incubagéao das células a temperaturas elevadas. A resisténcia

da parede confere protecao fisica as células de leveduras.

Klis (1994) relatou que a parede celular de leveduras € responsavel pela
forca mecanica da célula, enquanto Stratford (1994) descreveu que a parede
celular apresenta além de protecgao fisica, estabilidade osmatica, serve de suporte
para enzimas e de ligante de compostos, favorece a adesao célula-célula e a

permeabilidade como barreira seletiva.

As anadlises da lise enzimatica da levedura e da autdlise devem ser
realizadas simultaneamente, pois tanto a lise quanto a autdlise podem acontecer
ao mesmo tempo. Estudos constataram que as células de leveduras sao muito
resistentes a autolise celular. Para se obter autolisado de leveduras de
Kluyveromyces marxianus var. marxianus, foi necessario um tratamento térmico a
45°C ou 50°C por 23,5 horas. Durante este tratamento foram feitas observagoes
em microscopio eletrénico e néo foi possivel verificar nenhuma celula rompida,
mas apenas diferencas morfolégicas entre as células frescas lavadas e as células
autolisadas. Enquanto as células frescas mostraram uma forma lisa e elipsoidal,
as células autolisadas pareceram como balées cilindricos que foram esvaziados.
As células autolisadas mostraram somente uma diminuicdo de 43 % no seu

volume interno (Amrane & Prigent, 1996).
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4.6.2.2- Observagcao em microscépio eletrénico da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 ap6s a agdo da preparacao bruta de
enzimas liticas de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

As suspensdes de células viaveis de S. cerevisiae ATCC 26602 foram
submetidas a acao da preparacao enzimatica bruta de C. cellulans YLM-B191-1, e
observadas por microscopia eletrénica de varredura, como descrito no item
3.6.2.3.

A Figura 18 (Amostra B) mostra a superficie da levedura ap6s a acdo da
preparacao enzimatica bruta de C. cellulans YLM-B191-1. A acdo da enzima bruta
sobre a parede da levedura, ap6s 18 horas a 30°C, mostrou alteracoes

significativas na superficie celular.

As regibes das cicatrizes de brotamento das células de S. cerevisiae ATCC
26602 mostraram-se fortemente digeridas apés tratamento enzimatico. Apesar das
observagbes em microscopio eletronico revelarem uma parede celular aspera e
completamente deformada (Figura 18), as observagdes em microscopio éptico
mostraram que as células de leveduras tratadas com azul de metileno,

continuavam viaveis, apds a agao da preparagdo enzimatica bruta.

Bacon et al. (1969) considerando a parede celular de leveduras constituida
por duas camadas: uma de manana-proteina e a outra contendo a glucana,
relataram que este conceito tem sido baseado em estudos minuciosos da
estrutura das cicatrizes de brotamento. Segdes ultrafinas mostraram que a
superficie dessas crateras, formadas nas regiées de brotamento, ndo é a parte
exposta de uma camada interna, mas sim uma cicatriz desenvolvida como uma
marca auténtica, entre a célula mée e a célula filha. Os autores relataram que a
camada de manana-proteina sobrepde a camada de glucana e isto poderia
explicar a resisténcia das células vivas de leveduras ao ataque das misturas

enzimaticas, como B-1,3-glucanases, elaboradas por alguns microrganismos.
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Figura 17. Superficie celular de S. cerevisiae ATCC 26602 (Amostra A).

Figura 18. Superficie celular de S. cerevisiae ATCC 26602, apds a agéo
da preparagdo bruta de enzimas liticas produzidas pela C. cellulans YLM-

B191-1, por 2 horas a 55°C (Amostra B).
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Kopecka et al. (1974) estudaram a ultraestrutura da parede celular de
isolados de S. cerevisiae durante a fase exponencial e a fase estacionaria. Os
autores verificaram que as regioes de brotamento de leveduras sdo estruturas
resistentes ao efeito das B-1,3-glucanases. Esta enzima pode ser usada nos
estudos da rede microfibrilar de leveduras e também para a recuperacao de
protoplastos. O desaparecimento por completo das microfibrilas, ap6s o
tratamento com as [-1,3-glucanases de S. versatilis, confirmou que estes
componentes fibrilares sdo constituidos de glucanas com ligagdes B-1,3. Os
autores relataram que as moléculas ramificadas de glucana apresentam papel
importante, permitindo a associacdo das cadeias mais afastadas de
polissacarideos com outras moléculas de ramificagdes superficiais, dando origem
a um componente fibrilar continuo. A representagédo qualitativa da molécula de
glucana ramificada poderia refletir na densidade da rede que forma a camada de
glucana. Os autores observaram que algumas cicatrizes de brotamento foram as
Unicas estruturas da parede resistentes aos efeitos das enzimas de Bacillus
circulans. Algumas delas mostraram poucas microfibrilas nas suas periferias e
outras mostraram microfibrilas completamente digeridas, apos o tratamento com
endo B-1,3-glucanases e endo-B-1,6-glucanases ou com a mistura de ambas as
enzimas produzidas por este microrganismo. O material amorfo da parede externa
e interna da levedura de panificagdo era removido, progressivamente, pelas
enzimas e os componentes fibrilares tornaram-se visiveis por microscopia

eletronica.
Kreger & Kopecka (1975) confirmaram a posi¢ao interna da fracéo de

glucana na parede celular de leveduras, através de observacdes em microscopio

eletroénico.
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4.6.2.3- Observagao em microscopio eletrénico da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602, apos a acao da p-1,3-glucanase

purificada de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1

As suspensdes de células viaveis de S. cerevisiae ATCC 26602 foram
submetidas a ac&o da B-1,3-glucanase purificada de C. cellulans YLM-B191-1, por
duas horas a 55°C, e observadas por microscopia eletronica de varredura, como

descrito no item 3.6.2.4.

A Figura 19 (Amostra C) ilustra a parede celular de S. cerevisiae ATCC
26602 apds tratamento coma B-1,3-glucanase purificada de C. cellulans YLM-
B191-1. A coloragao negativa da microscopia eletronica revelou a digestao parcial

da parede celular da levedura pela -1,3-glucanase purificada.

Os componentes fibrilares da parede celular das leveduras sofreram
digestao, tornando a superficie celular aspera (Figura 19), quando comparada com
a superficie da levedura sem o tratamento enzimatico (Figura 17). Isto se deve a
acao da endo-B-1,3-glucanase purificada de C. cellulans YLM-B191-1 de 17,1
kDa, que atuou sozinha na parede celular da levedura, modificando-a. Porém,
apos a acao enzimatica, verificou-se que o nimero total de células da suspensao
de leveduras ndo mudou e que o numero de células viaveis de leveduras diminuiu
somente apés 30 horas de incubagdo com o microrganismo litico C. celiulans
YLM-B191-1. Apesar disso, as células de leveduras mostraram resisténcia a lise

total apdés a aga@o da B-1,3-glucanase purificada.
Bacon et al. (1969) relataram que a camada de manana-proteina que se

sobrepbe a camada de glucana, confere resisténcia das células vivas de

leveduras, ao ataque das misturas de enzimas elaboradas pelos microrganismos.
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Figura 19. Superficie celular de S. cerevisiae ATCC 26602, apds a acdo da
enzima B-1,3-glucanase purificada de C. cellulans YLM-B191-1, por 2 horas
a 55°C (Amostra C).
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Kopecka et al. (1974) verificaram que a rede fibrilar, existente na parede
celular de levedura de panificagdo - S. cerevisiae, foi resistente a hidrolise pelas
preparagbes de enzimas liticas de Bacillus circulans contendo endo-B-1,3-
glucanase e endo-pB-1,6-glucanase. Para que ocorra a digestdo completa da
parede celular é necessario que haja a hidrolise da camada insoluvel de B3-1,3-
glucana. Os autores relataram que durante a purificacdo da -1,3-glucanase, um
fator responsavel pela hidrélise da glucana insoluvel em alcali, pode ser removido
da preparagao enzimatica, prejudicando a atividade litica da mesma. Os autores
relataram que as micrografias mostraram diferenca no efeito de varias glucanases
sobre a parede celular de leveduras de panificacdo. A exo-B-glucanase de
Schizosaccharomyces versatilis nao mostrou efeito detectavel sobre as paredes
celulares de leveduras de panificacdo, pois ela nao penetra na camada de
manana da parede e sua acao fica limitada a glucana exposta pelos fragmentos
periféricos em células quebradas. No entanto, a endo-B-1,3-glucanase de S.
versatilis teve uma agao pronunciada e continua sobre as células de leveduras de
panificacdo e foi capaz de causar uma completa digestdo dos componentes

fibrilares das paredes, bem como da glucana amorfa, dos fragmentos celulares

nao digeridos ou das cicatrizes de brotamento.

Shimoi & Tadenuma (1991) relataram que em alguns casos foram
necessarios a agao sinérgica de uma serina protease com a glucanase para a lise

da parede celular de levedura.

Saeki et al. (1994) observaram que glucanases de alto peso molecular
(maiores que 50 kDa) necessitavam de uma protease para degradar a parede
celular de leveduras, enquanto, as glucanases de baixo peso molecular (entre 12
e 29 kDa) nao mostraram um sitio de afinidade pela glucana, mas puderam lisar
células de leveduras, por si mesmas. Apesar disso estas enzimas apresentaram
fraca atividade litica quando comparada as glucanases de alto peso molecular.
Estes autores explicaram que as glucanases de baixo peso molecular alcangaram
a camada de glucana através do complexo manana-proteina, sem a adigao de

uma protease enquanto que a camada de glucana € dificimente acessivel as -

149



1,3-glucanases de alto peso molecular, a menos que o complexo manana-
proteina que recobre a camada de glucana seja eliminado. A maioria das
glucanases de baixo peso molecular ndo requer agao sinérgica com uma protease
para lisar células de leveduras pois o tamanho da enzima ou sua forma
hidrodinamica - estrutura terciaria, possivelmente, mais compacta da molécula,

permite a sua passagem pela camada de manana-proteina.

A aplicagdo das enzimas que lisam a parede celular de leveduras é muito
promissora, como por exemplo, na preservagéao de alimentos. Tem sido sugerido a
avaliagao da acao destas enzimas liticas sobre leveduras e bactérias para controle
de microrganismos patogénicos e prevencdo da deterioracdo dos alimentos
(Andrews & Asenjo, 1987).

4.6.2.4- Acao do microrganismo litico Cellulomonas cellulans YLM-
B191-1 sobre a parede celular de Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 e

observagao em microscopio eletréonico

As suspensdes de células viaveis de S. cerevisiae ATCC 26602 foram
submetidas a acdo das células liticas de C. cellulans YLM-B191-1, e observadas

por microscopia eletronica de varredura, como descrito no item 3.6.2.5.

Ap0os o periodo de incubagdo da suspensao de S. cerevisiae ATCC 26602 e
de C. cellulans YLM-B191-1 (Amostra D e E), observou-se alteragoes
significativas, como deformacgées na forma das células de leveduras e das suas
cicatrizes de brotamento pelo microrganismo litico, além de mostrar uma
superficie celular aspera (Figuras 20 e 21), indicando a digestao enzimatica dos
componentes fibrilares da parede celular. Porém, foi observado que a parede de

algumas células de leveduras ndo haviam sofrido alteragoes.
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Figura 20. Superficie celular da S. cerevisiae ATCC 26602, na presenca das
células de C. cellulans YLM-B191-1  produtoras das enzimas liticas, por
20 horas a temperatura ambiente (Amostra D).
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Figura 21. Superficie celular da S. cerevisiae ATCC 26602, na presenca das
células de C. cellulans YLM-B191-1  produtoras das enzimas liticas, por
20 horas a temperatura ambiente (Amostra E).
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A mistura contendo células viaveis de S. cerevisiae ATCC 26602 e células
liticas de C. cellulans YLM-B191-1 liberou 0,72 umol / mL de glicose, apods 36
horas de incubagao & 30°C. Na suspens&o controle de S. cerevisiae ATCC 26602,
mantida em geladeira a 5°C por 36 horas, ndo foi detectado a liberagao de

glicose.



5- CONCLUSOES

A semeadura em placas de petri contendo meio de cultivo composto de
sais, celulas viaveis de Saccharomyces cerevisiae e residuos de lodo de
fermentacdo de usina de acucar e alcool foi eficiente para isolamento de

microrganismos que lisam a parede celular de leveduras.

A linhagem YLM-B191-1 selecionada entre seis linhagens de
microrganismos capazes de lisar a parede celular de levedura foi identificada
como Cellulomonas cellulans através das caracteristicas morfolégicas, fisiologicas

e quimiotaxonémicas.

O meio n° 4 descrito por SISTROM (1958) e modificado por SCOTT e
SCHEKMAN (1980) foi selecionado para a produgdo de B-1,3-glucanase pela
linhagem de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1. A enzima foi produzida apos 24
horas de incubagdo a 30° C sob agitagao a 200 rpm sendo obtido 0,026 U / mL.

A B-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans YLM B191-1 foi purificada
atraves de ultrafiltragdo em membrana de retengao de 30 kDa e cromatografia em
coluna de CM-Sepharose CL-6B equilibrada com tampao acetato de sodio 0,01 M
pH 4,5. A fracao 2 de B-1,3-glucanase adsorvida na coluna e eluida com tampao
0,01 M acetato de sédio pH 4,5 com 0,4 M NaCl foi purificada cerca de 78 vezes e

mostrou-se homogénea através de eletroforese em PAGE e SDS-PAGE.

O peso molecular da pB-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans

YLM-B191-1 foi estimado em 17,1 kDa através de eletroforese em SDS-PAGE.

A preparagao bruta de f-1,3-glucanase de Cellulomonas cellulans
YLM-B191-1 apresentou pH 6timo de atividade na faixa de pH 4,5a55a55°Ce
temperatura 6tima na faixa de 55 a 57°C . A enzima mostrou-se estavel em pH

4,5 apés 4 horas de tratamento a 45°C e por 1 hora em pH 6,5 a 55° C. A
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preparacgdo bruta de B-1,3-glucanase perdeu completamente a atividade quando

incubada por 1 hora em temperaturas superiores a 60°C.

A B-1,3 glucanase purificada de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1
apresentou pH o6timo de atividade na faixa de pH4,5a5,5 a 55°C e temperatura
6tima de atividade na faixa de 50 a 60°C em pH 5,5. A enzima purificada
mostrou-se completamente estavel apds 2 horas de tratamento térmico a 50°C
ou apos 15 minutos a 55°C. A enzima foi inativada ap6s 1 hora de tratamento

térmico a 60°C.

O valor de Ky aparente e Vmax da B-1,3-glucanase purificada de
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 para o substrato laminarina foi 0,24 % e 0,26

umol de glicose / mg de proteina, respectivamente.

A preparagao bruta de B-1,3-glucanase foi fortemente inibida por HgCl;
AgNO3z e CuSO4 5H,O e moderadamente inibida na presenca de FeSO,4 7H,0;
ZnS0O4 H,0: CoCl, 6H,0; MnCl, 4H,0; CaCl, 2H,O0 e MgSO4 7H20, na

concentracgdo final 10 mM.

A B-1,3-glucanase purificada de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 foi
completamente inibida por ZnSO4; CuSO4 5H,0; HgCly; N-bromosuccinimida e
laurilsulfato de sodio e moderadamente inibida por AGNO3 na concentragao final
10 mM. Foi observado um aumento de cerca de 11 % na atividade de B-1,3
glucanase purificada na presenca de CoCl, 6H20 na concentragao final 102 M. A
adicao de 2-mecaptoetanol na concentragao final 10 mM resultou em aumento de

cerca de 2,7 vezes da atividade de p-1,3-glucanase.

A B-1,3-glucanase purificada de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1
hidrolisa as ligagées pB-1,3-glicosidicas da laminarina atuando como uma

endoenzima. A enzima mostrou maior atividade sobre a curdlana do que sobre a

laminarina.



O tratamento das células de levedura Saccharomyces cerevisiae
ATCC 26602 com a preparagao bruta e purificada de B-1,3-glucanase e com as
celulas da bactéria Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 provocaram altera¢des na

superficie celular da levedura.
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