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RESUMO

O presente trabalho visou o estudo da produgiio de B-1,3 glucanases,
proteases liticas e quitinases pelas linhagens B1, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n°4
e Cellulomonas cartae 1°191 em meios de cultura contendo diferentes indutores e
aplicacdo na lise de leveduras.

Entre as bactérias testadas as linhagens B26 e Cellulomonas cartae n°191
apresentaram maior producfo de protease em meio de cultura Il composto de 8% de
levedura seca instantinea; as linhagens Bl e C. carfae n°191 apresentaram maior
producdo de B-1,3 glucanase em meio de cultura III contendo 1% de parede celular
de levedura extraida mecanicamente em Dyno- Mill; ¢ a linhagem C. cartae n°191
apresentou matior producio de quitinase em meio de cultivo IV contendo 1,5% de
quitina neutralizada.

Os sobrenadantes dos meios de cultura obtidos da fermentacdo das linhagens
Bl e C. cartae n°191 cultivadas em meio de cultivo Il mostraram maior atividade
de lise de levedura.

No estudo do fracionamento das enzimas liticas, a saturacfo do sobrenadante
do meio de cultura com 60% de sulfato de amonio, foi adequada para a precipitagdo
e obtengdo de protease, B-1.3 glucanase e quitinase.

As preparacdes de B-1,3 glucanase das linhagens Bl e C. cartae n°191
obtidas do sobrenadante do meio de cultura através de fracionamento com sulfato de
ambOnio, apresentaram atividade de lise das leveduras Kluyveromyces lodderi,
Saccharomyces cerevisiae (levedura de panificacdo Fleischmann), Saccharomyces
cerevisice (levedura de panificacdo Itaiquara) e sobre as linhagens “killer”
Saccharomyces cerevisiae KL-88, Saccharomyces diastaticus NCYC 713,
Saccharomyces cerevisise NCYC 1001, Candida glabrata NCYC 388,
Klwwveromyces marxianus NCYC 587 e Hansenula mrakii NCYC 500. As
linhagens K. marxianus NCYC 587 e H. mrakii NCYC 500 mostraram-se mais
sensiveis a4 agdo das PB-1,3 glucanases e as linhagens de levedura Itaiquara e C.
glabrata NCYC 388 mostraram-se mais resistentes 4 acfo das B-1,3 glucanases,
quando comparada com a susceptibilidade das células da linhagem de S. cerevisiae
K1.-88 a preparacio enzimética.

A adicdo da preparacdio de quitinase, obtida do sobrenadante do meio de
cultura através de fracionamento com sulfato de aménio, da linhagem C. cartae
n°191, em alguns casos aumentou a susceptibilidade das leveduras a lise celular.

O pré-tratamento das suspensdes das leveduras com as preparacles de



protease obtidas dos sobrenadantes dos meios de culturas através de fracionamento
com sulfato de aménio, da linhagem C cartae n°191, diminuiu a lise da leveduras
principalmente quando utilizada em altas concentracdes.

A maior produgio de B-1,3 glucanase da linhagem C. cartae n°191 em meio
de cultura III ocorreu a 35°C apds 48 horas de fermentacfo a 200 rpm, entretanto,
atividade de B-1,3 glucanase muito proxima foi obtida na fermentacio do
microrganismo a 30°C durante 24 horas.

A maior produgdio de protease da linhagem C. cartae n°191 em meio de
cultura II ocorren a 35°C apéds 30 horas de fermentacdo a 150 rpm, enquanto que a
maior producdio de quitinase da linhagem C. carige n°191 em meio de cultura IV
ocorreu a 35°C ap0s 72 horas de fermentacéo a 150 rpm.

No estudo das superficies de respostas e das curvas de contorno referentes ao
planejamento fatorial completo, foi obtido maior atividade de lise da levedura §.
cerevisice K1.-88 utilizando-se a preparacio enzimatica de B-1,3 glucanase em pH
6.5 € a 35°C. As células de leveduras obtidas apos 10 horas de fermentagio em
frascos sem agitac8o mostraram-se mais susceptiveis a lise pela B-1,3 glucanase de
C. cartae n°191.

Fot obtido maior lise da levedura S. cerevisiae KL-88 quando a suspensdo de
células da levedura foi submetida ao tratamento com B-1,3 glucanase e cisteina
ImM.

A enzima invertase intracelular ou ligada a célula de S. cerevisie KL-88 e K.
marxianus NCYC 587 foi extraida apds tratamento da suspensdo celular de levedura
com B-1,3 glucanase da linhagem C. cartge n°191.

O tratamento prévio das células de S cerevisice KL-88 e K. marxianus
NCYC 587 com a enzima [-1,3 glucanase da linhagem C. cartae n°191, aumentou a
susceptibilidade das células de levedura a lise com ultra-som.



ABSTRACT

The aim of this work was the study of P-1,3 glucanases, proteases and
chitinases production by Bl, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n°4 and Cellulomonas
cartae n°191 strains in culture media containing differents inductors as well as their
application on yeast cell lysis.

The strains B26 and Cellulomonas cartae n°191 showed highest protease
production using the culture medium II containing 8% of instant yeast. The strains
B1 and C. cartae n°191 showed highest B-1,3 glucanase production using the culture
medium III containing 1% of veast cell wall obtained by Dyno-Mill. The strain C.
cartae n1°191 showed highest chitinase production using the culture medium IV
containing 1.5% of chitin neutralized.

The culture medium 1 supernatants obtained by fermentation of strains Bl
and C. cartae n°191 demonstrated the biggest veast cell lysis activity.

The enzvmes precipitation studies revealed that 60% ammonium sulphate
was the best concentration for protease, p-1.3 glucanase and chitinase separation.

The B-1.3 glucanase extract obtained by Bl and C. cartae n°191 strains
demonstrated lysis activity against Klwveromyces lodderi, Saccharomyces
cerevisiae (yeast Fleischmann), Saccharomyces cerevisinze (yeast Itaiquara),
Saccharomyces cerevisiae KI1.-88, Saccharomyces diastaticus NCYC 713,
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1001, Candida glabrata NCYC 388,
Kluyveromyces marxianus NCYC 587 and Hansenula mrakii NCYC 500. K.
marxianus NCYC 587 and H. mrakii NCYC 500 were more sensitive to -1,3
glucanases action, whereas Itaiquara veast and C. glabrata NCYC 388 were more
resistant when compared with S. cerevisiae KL.-88 susceptibility.

The chitinase extract obtained by C. cartae n°191, in some cases increased
the susceptibility of yeast to cellular lysis.

The previous treatment of the yeast suspensions with protease from C. cartae
n°191, decreased the yeasts cell lysis, mainly when used at high concentrations.

The maximum B-1,3 glucanase production by C. cartae n°191, using culture
medium III, occurred after 48 hours of fermentation at 35°C and 200 rpm. However,
when the fermentation was perform after 24 hours of fermentation at 30°C and 200
rpm, the B-1,3 glucanase activity obtained was almost the same.

The maximum protease production by C. cartae n°191, using culture medium
II, occurred after 30 hours of fermentation at 35°C and 150 rpm, while the highest



chitinase production by C. cartae n°191, using culture medium IV, occurred after 72
hours of fermentation at 35°C and 150 rpm.

The experimental design study showed that the best conditions to S
cerevisiae K1-88 lysis by B-1,3 glucanase extract were pH 6,5 and 35°C. This study
also demonstrated that the yeast cells were more susceptible to lysis after 10 hours
cultivation in flasks without agitation.

Lysis activity was increased when S. cerevisiage KL-88 cell suspension was
treated B-1,3 glucanase and cystein 1 mM.

The enzyme invertase of S. cerevisiae K1-88 and K. marxianus NCYC 587
was extracted after treatment of cell suspension with B-1,3 glucanase obtained from
C. cartae n°191. The previous treatment of S. cerevisiae KL-88 and K. marxianus
NCYC 587 with B-1,3 glucanase, increased the susceptibility to lysis when
ultrasonic treatment was used.

XK1V



1-INTRODUCAO

A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ formada por trés
componentes principais: glucana, um polimero de B-1,3 ¢ B-1,6 glicose (48 - 60%),
mananaproteinas (20 - 23%) e quitina, um polimero de B-1.4-N-acetilglicosamina
(0,6-2,7%) (FLEET, 1985; HARTLAND et al. 1994; KLIS, 1994). A parede celular
possui duas camadas principais: uma externa, composta de mananaproteinas ¢ uma
interna de glucana (ANDREWS & ASENIJO, 1987 a,b).

Muitos microrganismos lisam a parede celular de leveduras. As enzimas
envolvidas na lise de leveduras sdo 3-1,3 glucanases, B-1,6 glucanases, mananases,
proteases e quitinases. Essas enzimas atuam sinergicamente na lise da parede celular
de leveduras. A protease litica hidrolisa a camada externa de mananaproteina, a -
1,3 glucanase degrada a camada interna de B-1,3 glucana e a quitinase hidrolisa a
quitina liberando wunidades de N-acetilglicosamina. Algumas preparagdes
enzimaticas devem conter proteases liticas e P-1,3 glucanases para a lise de
leveduras (SCOTT & SCHEKMAN, 1980; ZLOTNIK ef al., 1984; ASENIO ef al.,
1985); enquanto que algumas preparacdes de B-1,3 glucanases sdo capazes de lisar
células viaveis de leveduras (FERRO, 2002; SOARES, 2002).

As enzimas que lisam a parede celular de leveduras tem aplicacBes
biotecnoldgicas na preparacio de protoplastos para melhoramento genético de
leveduras € no aproveitamento de massa celular de levedura para extracdo de
proteinas, enzimas e pigmentos. A lise enzimatica de células de microrganismos
também tem potencial de aplicagio no tratamento de massa celular de levedura
residual de industrias de fermentacdio para a preparacdo de ragfo animal, na
obtengdo de carboidratos funcionais da parede celular como a glucana ¢ no pré-
tratamento para a ruptura mecénica de células aumentando a eficiéncia e reduzindo o
requerimento de energia (HUNTER & ASENJO, 1988).

As enzimas liticas tém sido utilizadas também como ferramenta para a

determinacio da composi¢io da parede celular de leveduras e no estudo do



mecanismo da sintese da parede celular para controle de leveduras patogénicas.
As enzimas liticas s3o capazes de lisar a parede celular de Saccharomyces

cerevisiae, Candida sp. ¢ outros géneros de leveduras o que amplia o campo de

utilizacio dessas enzimas.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Composicio da parede celular de leveduras.

A parede celular de leveduras tem muitas fungdes: protegdo fisica,
estabilidade osmotica, suporte de enzimas, adesfo célula/célula e barreira de
permeabilidade seletiva (STRATFORT,1994). Além disso promove rigidez e o
transporte de nutrientes para o citoplasma proporcionando a integridade, o
metabolismo € o crescimento celular (CABIB er al.,1997).

A parede celular constitui cerca de 15 a 25% do peso seco da célula. A parede
celular de leveduras ndo € uma estrutura estatica e sim uma estrutura em constante
crescimento € mudanca. Os componentes da parede celular sfo sintetizados e unidos
entre si; € estruturas especializadas, como os séptos sdo formados em sincronia com
o crescimento e divisdo celular (CABIB er al.,1997).

A parede celular de leveduras € formada por uma camada de mananaproteina
que sobrepde a camada de glucana, o que explicaria a resisténcia das células vivas
de leveduras ao ataque das misturas enzimaticas elaboradas por alguns
microrganismos (BACON et al.,1969; ANDREWS & ASENIO,1987 ae b).

A parede celular de Saccharomyces sp. € formada por trés componentes
principais: glucana, um polimero de f-1,3 e B-1,6 glicose (48-60%),
mananaproteinas (20-23%) e quitina, um polimero de B-1,4 N-acetilglucosamina
(0,6-2,7%) (FLEET 1985; HARTLAND et al. 1994; KLIS, 1994). As
mananaproteinas estdo localizadas mna parte externa da parede celular e séo
compostas por polimero de manose com ligagbes a-1,2, o-1,3 e a-1,6 que estdo
covalentemente ligadas a peptideos formando glicopeptideos (LAMPEN,1968;
YAMAMOTO & NAGASAKI, 1975; KAPTEYN et al.,1999 a).
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Figura 1: Hustracdo da composicdo e estrutura da parede celular de Saccharomyces

cerevisiae (KLIS, 1994).

KAPTEYN ef al. (1999), POPOLO & VAI (1999) e KAPTEYN et al. (2000)
relataram que a parede celular de leveduras apresenta quatro classes de
macromoléculas (proteinas de parede celular, B-1,6 glucanas, B-1,3 glucanas e
quitinas) que estdo interconectadas por ligagBes covalentes. Como citado por
CABIB et al. (1997), os autores acima afirmaram que a parede celular nfo apresenta
composi¢cdo molecular fixa e que € uma estrutura dindmica ajustavel durante o ciclo

celular ¢ em resposta as condigdes de desenvolvimento.

2.1.1- Mananaproteinas.

A camada de mananaproteinas tem a funcio de proteger a célula contra
injurias externas e € responsavel pela porosidade da parede celular, enquanto que a
camada de glucana € responsavel pela estrutura da parede celular perante choques
mecénicos € desequilibrio osmético (ZLOTNIK et al., 1984; CABIB et al., 1997).

As mananaproteinas de baixo peso molecular sdo O-glicosiladas, enquanto
que, as de alto peso molecular sfo geralmente N-glicosiladas e susceptiveis & acfo
de glucanases (STRATFORD, 1994).

VAN DER VAART et al. (1995) dividiram as mananaproteinas em dois
grupos: as mananaproteinas que podem ser extraidas por sodio dodecil sulfato (SDS)
e as que podem ser extraidas por acfo das glucanases, que s@o solubilizadas pela

digestdo da camada de glucana. Duas dessas proteinas, c-aglutinina e a-aglutinina



estdo envolvidas na agregacfio sexual e uma terceira, estd envolvida na floculagéo.
As proteinas extraidas pela glucanase estdo provavelmente ligadas covalentemente a
glucana.

CABIB et al (1997) sugeriram a existéncia de ligacOes cruzadas entre
polissacarideos e mananaproteinas € que a p-1,3 glucana e quitina estdo conectadas
por uma ligacdo B-1.4 entre um grupo redutor final de N-acetilglicosamina da
quitina ¢ um grupo ndo redutor da glicose da glucana. Os autores verificaram
também a presenca de um nucleo central de mananaproteina, em que a quitina e a p-
1,3 glucana estdo conectadas preferencialmente a cadeias curtas de $-1,6 glucanas.
Ha evidéncias que as mananaproteinas estdo retidas na parede celular por ligagdes
indiretas com as B-1,3 glucanas, e estas ligadas preferencialmente a cadeias curtas
de B-1,6 glucanas e provavelmente porc¢des residuais de glicosilfosfatidilinositol.

KAPTEYN et al. (1999a) identificaram dois tipos de proteinas da parede
celular (CWPs) que contribuem para a organizagio da parede celular das leveduras.
As proteinas foram denominadas GPI-CWPs e Pir-CWPs e estavam covalentemnente
ligadas & P-glucana. A proteina GPI era formada em blocos sendo as estruturas
essenciais GPI-CWP = B-1,6 glucana = f-1,3 glucana, as quais podiam ser
prolongadas por uma ou mais cadeias de quitina. A estrutura provavel da proteina
Pir era Pir-CWP = §-1,3 glucana, as quais também podiam ser prolongadas por
uma ou mais cadeias de quitina.

Segundo MRSA er al. (1999a) a parede celular de Saccharomyces contém
mais de 20 tipos de mananaproteinas que desempenham papéis diferentes na
construgdo, preservagdo, modificagio da parede celular ¢ na interacdo das c€lulas
com suas adjacéncias como por exemplo as interagdes intercelulares durante a
aglutinagdo ou floculagdo. As mananaproteinas podem ser divididas em trés grupos:
proteinas unidas por ligacdes nio covalentes com polissacarideos estruturais da
parede, relacionadas, na sua maioria, com as atividades enzimadticas; proteinas

ligadas covalentemente principalmente as p-glucanas e que podem ser liberadas da



parede por ag&o das glucanases; e as proteinas que podem ser extraidas com NaOH

30 mM, cujas liga¢des sdo desconhecidas.

2.1.2- B-1,3 glucana

Em 1966, FLEMING et al., estudaram a camada de glucana da parede celular
de leveduras de panificagdo e, verificaram que o comprimento das cadeias n#o
ramificadas de residuos de glicose tem um efeito marcante na solubilidade das B-1,3
glucanas.

MANNERS ez al. (1973) descreveram a B-1.3 glucana insoltivel em alcali,
com 3 ~ 6% de ramificagdes B-1,6, como o principal componente estrutural da
parede celular de leveduras. Estudos microscopicos mostraram a agregacio destas
microfibras na parte interna da parede celular. A glucana soltvel em glcali tem
estrutura quimica semelhante & insoltivel, entretanto, apresenta maior numero de
ramificagdes B-1,6. A glucana alcali-soluvel representa aproximadamente 20% da
parede celular e a andlise estrutural revelou a presenca de 80 — 85% de ligacdes B-D-
1,3; 8 — 12% de ligagdes B-D-1,6 e 3 — 4% de residuos de ramificagdes ligados por
C-1,C-3eC-6.

KOPECKA et al (1974) estudaram a ultraestrutura da parede celular de
isolados de S. cerevisiae durante a fase exponencial e estacionaria de crescimento.
Através da agio de B-1,3 glucanases os autores obtiveram duas impbrtantes
informagdes: as regides de brotamento de leveduras sdo estruturas resistentes ao
efeito dessa enzima; os componentes fibrilares das leveduras sio constituidos de
glucanas com ligagdes B-1,3, uma vez que as microfibrilas desapareceram apos
tratamento com B-1,3 glucanase. Os autores entdo, relataram que as moléculas de
glucana permitem a associagdo das cadeias mais afastadas de polissacarideos com
outras moléculas de ramifica¢des superficiais, dando origem a um componente

fibrilar continuo.



Através de estudos da parede celular de leveduras com a utilizacdio de
microscopio eletronico, KREGER & KOPECKA (1976) confirmaram a posiciio
interna da frac&o de glucana. No mesmo ano, FLEET & MANNERS relataram que
a parede celular de S. carisbergensis continha aproximadamente 20% de glucana
alcalina insolavel, sendo que sua maioria continha ligagdes $-1,3 D.

Segundo HINTON & PRESSEY 1980, as glucanas podem ser encontradas
em microrganismos € plantas superiores como principais constituintes da parede
celular, como material citoplasmatico ou de reserva vacuolar ¢ como substincias
extracelulares. As glucanas sdo polimeros ndo ciclicos de anidroglicose unidos por
ligagdes B-1,3 glucosidicas contendo ramificagbes -1,6, as quais pertencem a uma
das classes mais abundantes de polissacarideos.

A parede celular de Saccharomyces cerevisiae contém duas fragdes de B-1,3
glucana (uma soltivel em dlcali e outra insolavel) e uma fragdo de B-1,6 glucana
com poucas ligagdes B-1,3 (insolavel em alcali e solivel em solugdes diluidas de
acido). As B-1.3 glucanas tém tamanho estimado de 1.500 residuos de glicose;
enquanto que as P-1,6 glucanas sdo menores apresentando 150 a 200 residuos
(STRATFORD, 1994). Muitos estudos t€m mostrado que estes componentes, depois
de serem depositados na parede, sdo rearranjados para formarem um complexo
integrado. Os rearranjos podem ocorrer através de glicosiltransferases as quais
introduzem ramificacdes nos polissacarideos lineares. H4 evidéncias de ligagGes
entre mananaproteinas e quitina. A insolubilidade da glucana em 4lcali € explicada
pela presenca de ligacGes covalentes entre glucana e quitina, uma vez que a
degradacio da quitina por quitinase dissolve completamente a glucana em élcali. Foi
demonstrado que ocorre a formagfo de ligacdo a-1,6 glicosidica entre a glucana €
quitina na parede celular de Candida albicans mas em Saccharomyces cerevisiae a
natureza da ligac@o € desconhecida (HARTLAND et al., 1994).

A parede da levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta como principais

componentes as B-glucanas, sendo que as -1,3 glucanas representam 40% do peso



seco da parede e as B-1,6 glucanas, 10%. Outro componente principal da parede
celular sdo as mananaproteinas que s&o responsaveis pelos outros 40% de peso seco
e parecem controlar a permeabilidade. Ha ainda uma pequena quantidade de quitina,
encontrada na sua maioria, no septo primario. Foi sugerido que polissacarideos ¢
mananaproteinas estdo interligados por ligagdes cruzadas ¢ que a p-1.3 glucana e
quitina estdo conectadas por uma ligacio B-1,4 entre um grupo redutor final de N-
acetilglicosarnina da quitina ¢ um grupo ndo redutor da glicose da glucana. Um
outro complexo estudado apresenta um nicleo central de mananaproteina, em que a
quitina e a B-1,3 glucana estdo conectadas preferencialmente a cadeias curtas de B-
1,6 glucanas. Ha evidéncias de que as mananaproteinas estdo retidas na parede
celular por ligacbes indiretas com as B-1,3 glucanas e estas ligadas
preferencialmente a cadeias curtas de B-1,6 glucanas e provavelmente a por¢des
residuais de glicosilfosfatidilinositol (CABIB ez al., 1997).

Através da utilizagdo de um microscépio eletrdnico de varredura e um
microscopio eletrdnico de transmissdo, OSUMI (1998) estudou e observou a
ultraestrutura € a formac¢do da parede celular de Candida albicans. A autora
verificou que os protoplastos da levedura que foram regenerados pela sintese das
microfibrilas da superficie apresentaram uma imensa rede de longas fibrilas. Esta
estrutura microfibrilar era formada de cadeias de B-1,3 glucana que foram quebradas
apos tratamento com B-1.3 glucanase.

Segundo SANDULA et al. (1999), a glucana solivel em 4gua apresenta
pouca estrutura ramificada com uma razio de unidades de glicose nas cadeias
laterais e na parte terminal de 1:8. Utilizando tratamento ultrasdnico e subseqliente
derivatizacdo quimica, derivados soliiveis em 4gua (carboximetil e sulfoetil) da
glucana de leveduras foram obtidos com alto rendimento.

As mananaproteinas localizadas na camada mais externa da parede celular de
leveduras determinam a porosidade da parede, e por isso, regulam a ligacio entre as

proteinas do espago periplasmatico e macromoléculas do meio ambiente. Em muitas
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leveduras, incluindo S. cerevisiae, a porgdio glucana das mananaproteinas ndo ¢
composta somente de oligossacarideos neutros contendo manose e N-
acetilglicosamina, mas também oligossacarideos acidos contendo manosilfosfato.
Esses residuos conferem carga negativa na parede celular, mudando as propriedades
e 0 meio ambiente da superficie da célula (JIGAMI & ODAMI,1999).

Segundo FUIIl er al (1999), Tiplp € um dos principais componentes
protéicos da camada de mananaproteinas da parede celular de S. cerevisige. Os
autores sugerem que o Tiplp funciona como uma é&ncora entre os residuos de
glicosilfosfatidilinositol e a camada de glucana.

POPOLO & VAI (1999) isolaram diversas glicoproteinas denominadas (ias
Ip homologas das glicoproteinas de espécies de Candida € S. pombe. Segundo esses
autores, Gas 1p, uma glicoproteina apoiada na parte externa da membrana
plasmatica atraves de residuos de glicosilfosfatidilinositol, executa papel chave na
jungio da parede celular. A auséncia de Gas lp leva a varios defeitos
morfogenéticos e ha um decréscimo da func¢do da ligacfo cruzada entre as glucanas
da parede celular. Andlises genéticas e moleculares sugerem que a Gas 1p poderia
executar a funcéo de um polimero de ligacdo cruzada, provavelmente por catalisar
reagOes de transglicosilagfo.

ALEXANDRE et al (2000) estudaram a parede celular de leveduras
formadoras de peliculas e a parede celular de leveduras ndo formadoras de peliculas
através de tratamento com P-1,3 glucanase. Os pesquisadores identificaram na
parede celular de leveduras formadoras de pelicula a mananaproteina 49 kDa de
caracteristica hidrofobica. Como a hidrofobicidade da superficie celular desemnpenha
um papel importante na formagdo de agregados, é provavel que a mananaproteina
esteja envolvida na formacéo da pelicula.

ARVINDEKAR & PATIL (2002) utilizaram a B-1,3 glucanase no estudo da
parede celular de leveduras. Os autores verificaram a presenca de glicogénio
covalentemente ligado a parede celular de S. cerevisice. O glicogénio foi

classificado em dois grupos; um soltvel e intracelular e outro presente na parede
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celular e insoluvel em 4gua devido a sua ligacio covalente com a Q-glucana. A
ligag@io entre o glicogénio e a B-1,3 glucana seria estabelecida através de ligacdes
glicosidicas [-1,6. A presenca do glicogénio na parede celular da levedura foi
confirmada pelo controle da acio enzimatica no o-B-glucano usando liticase

proveniente de Arthobacter luteus sem ruptura da membrana plasmatica.

2.1.3- Quitina

Na maioria dos fungos, a quitina (um polimero de N-acetilglicosamina com
ligagbes f3- 1,4) é o maior componente estrutural da parede celular, sendo portanto
susceptivel a intimeras espécies de bactérias, actinomicetos e fungos que podem agir
como antagonistas devido a produgfo de enzimas quitinoliticas (SAHAI 1993).

Em leveduras, a quitina ¢ encontrada predominantemente em septos primarios
¢ em volta do circulo de constri¢do entre a célula mie e a jovem. Cerca de 90% da
quitina estd localizada na cicatriz de brotamento e o restante na parede celular
(HARTLAND et al.,1994).

A composi¢do e estrutura da parede celular sofrem ajustes consideraveis
durante o ciclo celular e em resposta as condicSes ambientais como nutrientes,
disponibilidade de O, temperatura ¢ pH. A parede celular também apresenta um

mecanismo de reparagdo quando a célula é danificada (KAPTEYN er al., 1999b).

2.2- Microrganismos produtores de enzimas liticas.

As enzimas liticas comegaram a se destacar na década de sessenta, quando
muitas bactérias apresentaram resisténcia a lisozima, que na €poca era utilizada para
a elucidagfio da estrutura quimica da parede celular desses microrganismos. Em
1968, WARD & PERKINS sugeriram que para a investigaco da parede celular e
dos componentes intracelulares das bactérias resistentes a lisozima, havia a
necessidade do isolamento de enzimas mais apropriadas.

YOSHIMOTO & TSURU (1972) isolaram Streptomyces griseus com

capacidade de lisar as células de Staphyilococcus aureus. A preparacdo enzimdtica
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bruta produzida por S. griseus 'apresentou aparentemente uma alta atividade litica

sobre as células intactas da bactéria. Foram, entdo, isoladas e purificadas dois tipos

de enzimas (F1 e F2) presentes no caldo de cultura da cepa S. griseus S-35 que lisam

Staphylococcus aureus. A atividade enzimatica isolada de cada enzima foi baixa,

indicando que a lise foi dependente do sinergismo de ambas enzimas.

Muitos microrganismos, como bactérias fungos e leveduras sdo capazes de

produzir enzimas liticas. A maioria deles necessitam da presenga de indutores para a

sintese de enzimas de interesse.

Quadro 1: Microrganismos produtores de enzimas liticas e indutores utilizados para a

producdo das enzimas liticas.

" “Referéncias

Microrganismo litico Fonte de carbono |  Enzima(s) |
Bibliograficas (indutor) produzida(s)
" BACON eral (1970) | Cythophaga johnsonii |  Parede celular de B-1,3 glucanase e B-1,6
levedura de panificagéio . glucanase
KITAMURA & Arthrobacter citreus B _B:f3wg11?can MMM M ase
YAMAMOTO (1972) 1
TYAMAMOTO & | Rhizopus chinensis R69 | Céiulas de levedurasde |  Endo e exo B-1,3
NAGASAKI (1973) panificagdo ou farelo. glhicanase
"SCOTT & SCHEKMAN Oerskovia Glucana insolivel em B-1,3 glucanase e
(1980) xanthineolytica meio alcalino, jevedura protease alcalina
autoclavada ¢ glicose.
"HAYASHIeral (198lae  Streptomyces | Glicose ¢ extrato de soja. | Enzimas bacterioliticas
b) rutgersensis H-46
"UASENIO eral (1985) Oerskovia sp | Glucana e parede celular | B-1,3 glucanase
de leveduras.
" PITSON (1997 aeb) |  Varias espécies de Glicose ¢ laminarinaou |  B-1,3 glucanase
Acremonium e pustulana,

Cephalosporium

‘Chaetomium indicum |

[ B

$-1,3 glucanase

]

" "Parede celular purificada. | 3 isoformas de B-1.3
glucanase.
Quitina, quitosana, N-
Trichoderma harzianum acetilglicosamina e 1 isoforma de B-1,3
NORONHA (2000} laminarina. olucanase.
T | Trichoderma harzianum | Quitinase . e endo [3-1,3“ i
EL- KATANY er af (2001) Rifai T24

glucanase.
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Em 1975, YOSHIMOTO ef al. isolaram do solo, linhagens de Streptomyces
sp. P51 capazes de produzir enzimas liticas extracelulares com atividade sobre
células de Pseudomonas IFO 3448. Essas enzimas agiram sobre bactérias gram-
positivas, como por exemplo Micrococcus lysodeikticus e Bacillus subtilis, e
permanecerarmn inertes sobre bactérias gram-negativas.

HAYASHI er al. (1981 a e b) isolaram de amostras de solo, linhagens de
Streptomyces  rulgersensis que apresentaram atividade Iitica contra células

liofilizadas de Streptococcus faecalis sp.

2.3- Microrganismos que lisam a parede celular de leveduras.

Muitos microrganismos produzem enzimas B-1,3 glucanases e proteases que
lisam a parede celular de leveduras. As 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 etal, 1977 a
e b), Rarobacter faecitabidus (YAMAMOTO et al., 1988), Rarobacter incanus
(YAMAMOTO ef al., 1993b), Cellulomonas cartae n°191 (SANTOS & SATO,
1999) produzem enzimas B-1,3 glucanases, proteases liticas e quitinases capazes de
lisar células de leveduras. Estes microrganismos tém sido isolados a partir de lodo
ativado de sistemas de tratamento de 4gua de industrias de alimentos e bebidas
alcodlicas (HASUO et al., 1984).

BACON et al. em 1970, relataram que o microrganismo Cytophaga johnsonii
produziu enzimas capazes de lisar células de leveduras pré-tratadas com tiol, na
presenca de indutor. Neste estudo foram testadas células autoclavadas ou tratadas
com alcali, parede celular e glucana de levedura como indutores para a producdo
dessas enzimas liticas. A purificagdo do sobrenadante da cultura através de
cromatografia em coluna, mostrou a presenca de dois tipos de endo-B-1,3 glucanases
¢ muitas B-1,6 glucanases.

KITAMURA & YAMAMOTO (1972) relataram que o microrganismo

Arthrobacter luteus, isolado de residuos de cervejarias, cresceu em meio contendo
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células de levedura ou B-1,3 glucana e produziu enzimas com atividade de lise de
leveduras. O conjunto destas enzimas foi denominado Zymolyase e requeria
polimeros lineares de glicose com ligages $-1,3 como substrato especifico. Os
autores verificaram que o polissacarideo termo-tratado pachymana e a glucana de
levedura foram hidrolisados por Zymolyvase a unidades de laminaripentaose.

Os microrganismos do género Arthrobacter produzem dois tipos de B-1,3
glucanase. A glucanase 1 causa lise em células jovens na presenca de B-
mercaptoetanol ¢ 0,6 M de KCl como estabilizador osmético. A glucanase Il €
similar 4 encontrada em fluido de cultura de Bacillus circulans. Na dissolu¢do da
parede celular de leveduras por glucanase I, a enzima ataca a glucana liberando
fragmentos de véarios tamanhos que servem como substratos para a glucanase II. As
B-glucanases sfo estiveis em ampla faixa de pH, mas perdem rapidamente a
atividade em temperaturas acima de 60°C; apresentam pH o6timo de atividade na
faixa de 5,5 a 6,5 (DOl et al., 1973).

A bactéria Flavobacterium dormitator var. glucanolyticae também produz
uma endo B-1,3 glucanase capaz de lisar células de leveduras, liberando pequenos
oligossacarideos. Esta enzima prefere grandes cadeias de sacarideos como substrato
para sua acdo, entretanto, pequenos oligossacarideos como laminaritriose, também
sdo decompostos por ela. A endo B-glucanase ¢ inativada ou tem atividade restrita
em células viaveis de leveduras (NAGASAKI et al., 1976).

O microrganismo Oerskovia sp. CK produz trés tipos de enzimas designadas
F-L, F-0 ¢ F-2 que estdo envolvidas na lise da parede celular de leveduras. A enzima
F-L, mostrou alta atividade litica em células vidveis de levedura, mas fraca atividade
sobre a glucana de levedura. As enzimas F-0 e F-2 mostraram baixa ou nenhuma
atividade lIitica, mas alta atividade de B-1.3 glucanase. Os resultados evidenciaram
que as enzimas F-0 e F-2 ndo sdo eficientes na lise de leveduras devido a
inacessibilidade espacial a camada de glucana. No entanto, o tratamento com a

enzima F-L com solugéo alcalina ou com reagentes redutores modificaram a célula,
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permitindo o acesso de F-0 ¢ F-2 & camada de glucana, possibilitando a lise da
célula. Foi observado efeito sinérgico entre as enzimas F-L e F-0 ou F-L e F-2. A
protease F-L produzida por Oerskovia sp. CK possui alto efeito sinérgico com a
enzima B-1,3 glucanase na lise de leveduras (OBATA et al., 1977b).

ROWLEY & BULL em 1977, estudaram uma linhagem de Arthrobacter com
alta capacidade para lisar células vivas de Saccharomyces fragilis. O complexo
enzimatico extracelular produzido pelo microrganismo continha B-1,3 glucanase,
mananase, manohidrolase e atividade proteolitica. A produgio enzimética em meio
de cultura ndo foi somente dependente do crescimento celular mas também foi
influenciada pelo aumento do substrato limitante. A produc@io de protease ¢ a
atividade litica foram estudadas em batelada ¢ em meio de cultura contendo
leveduras como substrato limitante. A taxa de crescimento maximo especifico de
Arthrobacter nestas condigdes foi de 0,22 hr'. As atividades de B-1.3 glucanase e
protease foram obtidas na fase de crescimento exponencial do microrganismo, mas o
maximo da atividade litica nfio foi desenvolvido até o declineo da taxa de
crescimento especifico, neste momento a sintese de mananase foi induzida.

A Zymolyase, preparagdo comercial para lise da parede celular de leveduras,
¢ obtida a partir Arthrobacter luteus. Esse microrganismo foi reclassificado como
Oerskovia xanthineolytica (LECHEVALIER & LECHEVALIER, 1986). A
Zymolyase ¢ uma preparagfo enzimdtica, composta de duas fragdes: a Zymolyase A,
que ¢ uma B-1.3 glucanase e a Zymolyase B, que é uma protease alcalina e
provavelmente também uma serina protease. A B-1,3 glucanase (Zymolyase A) ndo
diminui a turbidez nem o nimero de células de uma suspensdo de leveduras. A
protease (Zymolyase B) diminui a turbidez, mas nfo altera o nimero de células da
suspensdo. No entanto, a a¢do cooperada de Zymolyase A e B tem como efeito alta
atividade litica, lisando completamente as células de leveduras. Mas isso sé ocorre
quando primeiro age a Zymolyase B e depois a Zymolyase A. Esta tiltima pode lisar
as c€lulas, mas somente quando sfo pré-tratadas com 2-mercaptoetanol, isto porque

tanto a Zymolyase B quanto 2-mercaptoetanol tém funcdo de destruir a barreira
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superficial que impede a atuagdio da B-1,3 glucanase, impossibilitando seu acesso a
estrutura da B-glucana da parede. O 2-mercaptoetanol destréi a barreira rompendo as
pontes de dissulfeto das proteinas da parede celular (KITAMURA, 1982a).

KITAMURA (1982b) obteve aumento do rendimento da enzima litica de
Arthrobacter luteus em cultura em condicBes otimizadas; as bactérias apresentaram
produtividade 14 vezes maior em meio otimizado do que em meio original. O meio
otimizado era constituido de 4% de levedura seca; 0,05% de cevada germinada;
0,2% de NH2NO3; 1% de KoHPOy; 0,1%de MgSO0,.7H,0; 05% de FeS04.7HO; pH
10,0. O mutante M13-203 obtido por tratamento quimico com N-metil N’-nitro-N-
nitrosoguanidina apresentou 2,6 vezes mais atividade no meio otimizado do que a
parental B111-1 e produziu a mesma atividade em meio sem indutor do que a
parental na presenga do indutor; esta produtividade foi aumentada pela adi¢do de
frutose ou sorbose juntamente com a CM-pachymana. A produtividade da enzima
foi fortemente aumentada com a presenca da cetohexose e da CM-pachymana, isso
porque o mecanismo de indugdo da enzima litica era afetado pelas duas,
independentemente.

KOBAYASHI ef al. (1982) estabeleceram um método para produgdo e
preparagio de um complexo enzimatico que degrada parede celular de leveduras
produzido por espécies de Rhizoctonia, em escala comercial, A producdo da enzima
bruta em pd, com uma atividade litica de 100 unidades/mg, em batelada de 80 Kg
mostrou-se vidvel. Esta preparagdo enzimatica foi avaliada para uso industrial.

YAMAMOTO et al. (1984) isolaram microrganismos que lisam leveduras
(YLM - yeast lysing microorganisms) a partir do lodo ativado de tanques de
sistemas de tratamento de dgua de indtstrias de alimentos e de bebidas alcodlicas.
Dez linhagens de YLM que puderam crescer em meio nutriente normal pertenciam
aos géneros: Streptomyces sp., Oerskovia sp. e Bacillus sp.

Tratamentos com compostos tiol, como 2-mercaptoetanol ou cisteina,

promovem o aumento na susceptibilidade das células de levedura a lise enzimatica.
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E as condi¢Ses de cultura da levedura também influenciam na sua susceptibilidade a
lise celular (KANEKO er al., 1973).

A bactéria Rhizoctonia solani produz enzimas liticas capazes de lisar a parede
celular de leveduras. As enzimas foram separadas em quatro fragdes: -1, 1-2, 1-3 e
L-4. Tr€s delas foram consideradas B-1,3 glucanases liticas. A fracdo L-3 mostrou
alta atividade de protease. A protease purificada L-3 sozinha, assim como as outras
B-1,3 glucanases liticas foram capazes de lisar células intactas e parede celular
isolada de S. cerevisiae. A separagdo completa da protease litica de Rhizoctonia
solani ndo foi importante apenas para esclarecer a acio hidrolitica da parede celular
de levedura, mas também para elucidar a estrutura da parede (USUI & OGUCH]I,
1986).

ANDREWS & ASENJO (1987a) verificaram que as enzimas B-1,3 glucanase
¢ protease do sistema litico da bactéria Oerskovia xanthineolytica LL-G109 sdo
capazes de lisar e romper totalmente as células de leveduras. Esta bactéria
apresentou taxa de glucanase-protease maior que a de outras cepas. Quando
cultivada em sistema continuo, a bactéria Oerskovia xanthineolytica apresentou
produtividade ¢ concentra¢do de enzimas maiores do que quando cultivada em
batelada. O sistema de enzimas liticas esté sujeito a repressio catabolica pela glicose
¢ mostrou-se induzivel pela glucana da levedura. Na fermentacdo da linhagem
Oerskovia sp. em cultura continua, a glicose pode ser utilizada como meio de
crescimento com concentracio relativamente baixa do indutor.

YAMAMOTO er al. (1987) isolaram trinta e seis linhagens de bactérias que
lisam leveduras (YLM) de lodo ativado de residuos de tratamento de agua. Estes
microrganismos aderiram-se as células vidveis de todas as espécies de
Saccharomyces ¢ Hansenula € algumas espécies de Candida, aglutinaram-se com as
leveduras ¢ as lisaram. Esses microrganismos nfo aderiram ou lisaram células

viaveis de Rhodotorula, Cryptococcus e Trichosporon.
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Quadro 2: Sistemas enzimdticos liticos de microrganismos (ANDRE WS e ASENJO,1987b).

Microrganismos Enzimas pH Terperatura Microrganismos
Liticos Otimo Otima °C Lisados
Arthrobacter lutens/ Oerskovia | B-1,3 glucanase 50465 45-60
xanthineolyiica Saccharomyces sp, Candida sp,
{ Zymolyase) Hansenula sp, Pichia sp e outras
leveduras
Scott e Scheckman, {19890),
Vrsanské et af, (1977 a.b)
Protease 9.0-10.0 35
Atividade na célula
de levedura integral 7.3 30-33
Arthrobacter sp. G1 Saccharemyces fragilis NCYC 387,
] Torulopsis  colliculosa NCYC 141,
Rowley e Bull (1977) Candida utilis NCYC 707
" Khuyveromyces marxianus NCYC387,
813 glucanase 4.5 33 Pachysolen tannophilus NRRL 2460,
Saccharomyces capensis NCYC 761,
Cellumonas cartae 191 S.cerevisine ¥K1.88, Candida glabrata
NCYC 388, Debaryomyces vanry
Santos (2000) Protease 80 50 NCYC 577
Atividade na célula
de levedura integral pH7.0-7.3 30-35
Cytophaga NCIB 9497 Atividade na céluia = Saccharomyces cerevisiae, Bacillus sp,
de levedura integral 20 43-33 Corynebacteria., E.coli
Andrews € Asenjo (1985) T
Flavobacterium dormitaitor var.
glhucanolyticae $-1,3 glucanase 6.0 30 Saccharomyces cerevisiae
Nagasaki et al, (1976)
B-1,3 glucanase 35-40
Qerskovia CK.
Obata etal (1977 aeb) Saccharomyces cerevisiae
Protease a0
Atividade na céluia
de levedura integral 9.0 35-40
B-1,3 glucanase 5.5 5560
Rhizoctonia sp. Candida sp.,
Kobayashi, et ai. (1982) Sacchromyces sp., Hansenula sp.
Protease 65 40
Atividade na céluia
de ievedura integral 60 40
Strepronyces sp. 1228 5055 Candida utilis, Saccharomyces
8-1,3 glucanase 5,560 " carlshengensis, Schizosaccharomyces

Bielecki et al. (1989)

pombe
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RYAN & WARD (1988) verificaram que a enzima [-1,3 glucanase de
Basideomycete aphyllophoroles possui alta atividade litica em leveduras. Quando
usada em combinagdo com papaina na lise de leveduras, 90 a 95% do peso seco das
leveduras foi solubilizado. Em comparagio com estudos envolvendo trés B-1,3
glucanases, a atividade de laminarinase ndo foi bem correlacionada com a atividade
litica em leveduras. O mecanismo da B-1,3 glucanase do B. aphyllophoroles em
glucana isolada de levedura foi caracterizado pela alta taxa de producdo de
laminaribiose.

SHIMOI ez al. (1991b) purificaram enzimas liticas produzidas por
Rarobacter faecitabidus, uma bactéria capaz de lisar células de leveduras isolada de
sistema de tratamento de dgua. As enzimas consistiram de uma B-1,3 glucanase e
duas proteases. O peso molecular das duas proteases e da B-1,3 glucanase foram
estimados em 35.000, 33.000 e 82.000 Da, respectivamente, por eletroforese em gel
poliacrilamida SDS. As duas proteases eram serinas proteases e foram inibidas por
diisopropilfluorofosfato. As proteases apresentaram maior atividade em pH alcalino.
Estas proteases podem reduzir a turbidez de suspensdes de levedura. Por este
tratamento, quase todas as células testadas perderam sua viabilidade, enquanto que o
namero de células de leveduras nfio diminuiu sob observagio ao microscdpio. A B-
1.3 glucanase apresentou maior atividade a pH 5,0. Esta enzima sozinha ndo
diminuiu a turbidez da suspenso de leveduras nem afetou a viabilidade das células,
mas a B-1,3 glucanase combinada com as duas proteases lisaram as células de
levedura completamente.

VENTOM & ASENJO em 1991, estudaram as caracteristicas bioquimicas da
B-1.3 glucanase excretada por Oerskovia xanthineolytica 11-G109. A enzima
apresentou pH otimo de atividade em pH 6,0 usando substrato laminarina e em pH
8.0 em ensaios com glucana de levedura. O peso molecular da enzima foi estimado

em 12.000 Da através de filtragio em gel. O K, para a reacdo de glucanase com
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laminarina foi menor (0,95 mg/ml) do que com glucana de levedura (2,5 mg/mli). As
duas proteases liticas produzidas pelo microrganismo mostraram pH oOtimo de
atividade em pH 9,5 a 10,0, mas diferentes termoestabilidades. A B-1,3 glucanase
purificada mostrou atividade litica limitada em levedura, mas foi estimulada duas e
cinco vezes, respectivamente pelas duas proteases.

YAMAMOTO et al. (1993) isolaram no Brasil, linhagens de bactérias que
lisam leveduras a partir de amostras de solo, flores, frutos e outras fontes. Destas
linhagens 46 foram identificadas como Rarobacter que se aglutinaram com S.
cerevisine. Essas linhagens de Rarobacter exigiam composto heme para o
crescimento aerdbico. Outras quatro bactérias gram positivas ndo exigiam grupo
heme para o crescimento aerébico; duas delas foram identificadas como Qerskovia,
uma como Arthrobacter e a quarta nfo foi identificada.

SAEKI et al (1994) purificaram e caracterizaram a B-1,3 glucanase de uma
cultura de Oerskovia xanthineolythica TK-1. A enzima apresentou peso molecular
estimado em 40.000 Da e pl de 6,5. O pH otimo de atividade da enzima em
laminarina e glucana de levedura foram, respectivamente, 7.5 ¢ 5,5. A enzima atuou
com uma endoenzima sobre o substrato glucana de levedura.

YEO er al (1998) isolaram a linhagem Bacillus alcalophilus YB380
produtora de uma hidrolase extracelular que lisa parede celular de levedura em pH
alcalino. Essa hidrolase foi purificada e parcialmente caracterizada. Seu peso
molecular foi estimado em 27.000 Da e apresentou atividade 6tima a 60°C e pH 9,0.

SANTOS & SATO (1999) estudaram a producio de B-1,3 glucanase ¢
protease por microrganismos que lisam a parede celular de levedura. As linhagens
FXX e Cellulomonas cartae n°191 apresentaram maior producdio de B-1,3
glucanase, enquanto que a linhagem Oerskovia sp. n°4 apresentou maior produgdo
de protease. A maior produgdo de B-1,3 glucanase foi verificada em meio de cultivo
contendo parede celular de levedura extraida mecanicamente como indutor,
enquanto que a maior producdo de protease ocorreu com levedura autoclavada,

lavada ¢ liofilizada.
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GACTO ef al (2000) estudaram o crescimento ‘do actinomiceto
Micromonospora chalcea, em meio contendo laminarina como fonte de carbono
para induzir a produg@o de um sistema de enzimas extracelulares capazes de lisar
células de varias espécies de levedura.

Segundo GUILLOUX-BENATIER et al. (2000), a bactéria Oenococcus oeni
produz B-1,3 glucanase durante a fase exponencial de crescimento. A major
atividade da enzima ocorreu quando a bactéria foi cultivada em meio de cultura
contendo moléculas glicosidicas da parede celular de leveduras como indutor. A B-
1,3 glucanase de O. oenis foi capaz de lisar células viaveis e mortas de S. cerevisiae,
sendo que as células nas fases de crescimento exponencial e estacionaria, foram
lisadas facilmente.

A protease litica do microrganismo Cellulomonas cartae n°191, capaz de lisar
a parede celular de levedura foi caracterizada quanto as condigdes Otimas de
atividade ¢ estabilidade. A protease litica apresentou atividade 6tima em pH8O0eca
50°C. Cerca de 13% de sua atividade foi perdida apés tratamento a 50°C e a enzima
foi inativada apds 10 minutos de tratamento a 70°C. A protease foi parcialmente
inibida por fenilmetanosulfonilfluoreto ¢ EDTA na concentracdo 1mM. As melhores
condi¢des para a atividade litica de Saccharomyces cerevisize KL-88, usando o
extrato enzimatico bruto, ocorreu em pH 7,0 a 7,5 ¢ na temperatura de 30-35°C. O
extrato enzimético bruto de Cellulomonas cartae n°191 foi capaz de lisar células
vidveis das leveduras Saccharomyces diastaticus NCYC 713, Saccharomyces
capensis NCYC 761, Candida glabrata NCYC 388, Debaryomyces vanrif NCYC
577, Kluyveromyces marxianus NCYC 587, Kluyveromyces lactis, Hansenula
anomala NCYC 435 e Pachysolen tannophilus NRRL 2460. O extrato enzimatico
bruto de Cellulomonas cartae n° 191 ndo foi capaz de lisar as linhagens de
Kluyveromyces drosophilarum ATCC 15126, Rhodotorula rubra, Pichia
membranaefaciens NCYC 333, Hansenula mrakii NCYC e T; richosporon beigeli
(SANTOS, 2000).

SALAZAR et al. (2001) obtiveram uma E. coli recombinante para a super
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producdo de B-1,3 glucanase de Oerskovia xanthineolytica.

A enzima B-1,3 glucanase da linhagem Cellulomonas cartae n°191 foi
purificada do sobrenadante do meio de cultura através de ultrafiltracio e
cromatografia em coluna de CM-Sepharose CL-6B. A enzima purificada apresentou
atividade 6tima a 55°C e na faixa de pH entre 4,5 - 6,5. A B-1,3 glucanase purificada
apresentou-se estdvel na faixa de pH 5,5 — 6,5 e foi inativada a temperaturas
superiores a 55°C. A massa molecular da enzima purificada foi estimada em 17.1
kDa através de SDS — PAGE e foi capaz de hidrolisar as ligacOes glicosidicas da
laminarina atuando como uma endoenzima. A B-1,3 glucanase purificada mostrou-se
capaz de lisar a parede celular de Saccharomyces cerevisize ATCC26602 sem a
necessidade de protease. Através da microscopia eletrénica de varredura, observou-
se que as enzimas liticas da linhagem Cellulomonas cartae n°191 foram capazes de
alterar a superficie cetular de leveduras (FERRO, 2002).

SOARES (2002) estudou a produgdo, purificacio da $-1,3 glucanase ¢ a
sequéncia de nucleotideos do gene que codifica a B-1,3 glucanase. A linhagem C.
cartae n1°191 foi crescida em meic contendo diferentes tipos de indutores e as
condicoes de cultivo foram otimizadas através do planejamento experimental para o
aumento da produgfo desta enzima. O meio de SCOTT & SCHEKMAN modificado
selecionado para a maior produgdo da enzima foi 0,20% de (NH),SO,; 0,02% de
MgS0,.7TH,O e 1% de parede celular de levedura extraida mecanicamente em Dyno-
Mill em tampdo fosfato 0,2M; pH 7,5. O melhor indutor testado foi a parede celular
de leveduras obtida por rompimento mecanico. Apds otimizagdo obteve-se cerca de
75% a mais de atividade de B-1,3 glucanase em relagdo as condi¢bes originais,
aonde a melhor producdo foi obtida quando o microrganismo foi crescido ap6s 24
horas em meio SCOTT & SCHEKMAN modificado; pH 7,5, em agitador rotatorio a
200 rpm e a 30°C. A B-1,3 glucanase foi purificada do sobrenadante do meio de
cultura através de ultrafiltracdo (membrana de exclusdo de 10 KDa) e cromatografia
de troca ibnica em coluan de DEAE-Sepharose equilibrada em pH 5,5. A enzima

apresentou peso molecular de aproximadamente 57 kDa em gel de eltroforese SDS-
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PAGE. A regido N-terminal desta proteina foi seqiienciada. Os residuos obtidos do
sequenciamento da regido N-terminal desta enzima foram idénticos aos obtidos da
enzima B-1,3 glucanase litica comercial Zymolyase. Um fragmento de DNA de C.
cartae n1°191, com cerca de 1,9 Kilobases contendo o gene da B-1,3 glucanase litica,
foi isolado e sua seqiiéncia nucleotidica completamente determinada. O gene contém
um “open reading frame” de 1.646 pares de base, a qual prediz uma proteina de 549
aminoacidos. A proteina apresenta um sitio de clivagem do peptidio sinal na posi¢do
Ala-36 e Val-37, codificando assim uma proteina matura de 513 aminodcidos. O
gene da glucanase de C. carte n°191 apresentou alta identidade (92%) com o gene
previamente clonado de uma bactéria intimamente relacionada, a Oerskovia
xanthineolytica, confirmando que o gene clonado neste estudo foi o gene da $-1,3
glucanase litica requerido.

A produgdo de quitinase pela linhagem da bactéria FXX capaz de lisar parede
celular de levedura foi estudada por YAMAGUCHI (2002). Foi obtida maior
produgdo de quitinase em meio de cultura composto de 4 g/l de extrato de levedura;
2 g/l de triptona; 4 g/l MgSO,.7H,0; 1,2 g/l de KH,POy; 2.8 ¢/l de K,HPO, e 15 g/l
de quitina neutralizada utilizada como indutor. Foi obtida maior producdo de
quitinase incubando-se os frascos a 150 rpm e 30°C. A quitinase bruta apresentou
atividade 6tima a 45°C ¢ pH 5,0; e estabilidade na faixa de pH 7,0 a 9,0.

Estudos complementares da protease litica da linhagem Cellulomonas cartae
n°191 vém sendo desenvolvidos por SANTOS. O meio para a producdo de protease
litica foi otimizado por planejamento experimental utilizando o software
STATISTICA e foi obtida a seguinte composigio: 2,0 g/l de (NH4),S04. 0,2 g/l de
MgS0,4.7H,0 e 8% de levedura seca instantinea utilizada como indutor em tampéo
fosfato 0,15M; pH 8.0. Foi obtido maior produgdo de protease litica na fermentacio

em frascos agitados.
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2.4- Modo de acio das enzimas liticas.

BACON et al. (1970) estudaram a aco da B-1,3 glucanase litica e ndo litica
de Cytophaga johnsonii sobre a glucana soltvel da parede celular de levedura. A
primeira enzima formou oligossacarideos de alto e baixo peso molecular ¢ glicose.
Ja a segunda, produziu laminaribiose e glicose, com pouca quantidade de
oligossacarideos de alto peso molecular.

MADA et al. (1970) sugeriram que as enzimas liticas de Basidiomycetes
atuavam endoliticamente a parede celular de leveduras liberando varios oligdmeros.

No mesmo ano, MACWILLIAM relatou que ha diferengas na lise da parede
celular de leveduras dependendo dos estigios de crescimento celular e dos géneros
de levedura. Células jovens sfo mais susceptiveis a lise do que células velhas e uma
B-1,3 glucanase pode nfio lisar, lisar incompletamente ou lisar completamente
diferentes géneros de levedura.

KANEKO et al. (1973) verificaram que a susceptibilidade das leveduras a
acdo enzimatica varia com o género e a espécie. A maioria das linhagens de
levedura Candida foi mais susceptivel do que as linhagens de Saccharomyces, no
entanto, apés o tratamento com 2-mercaptoetanol as linhagens de Saccharomyces se
tornaram tdo susceptiveis quanto as de Candida. As linhagens de Rhodotorula e
Sporobolomyces D30 se mostraram susceptiveis a agdo enzimatica, isso porque suas
células ndo contém glucana na parede celular, mas sim quitina e manana. Os autores
verificaram que as células de leveduras sdo mais facilmente lisadas enzimaticamente
ap6s tratamento com calor ¢ que as leveduras na fase exponencial de crescimento
sdo mais facilmente lisadas do que aquelas obtidas na fase estaciondria .

KITAMURA et al. (1974) verificaram que o pH 6timo para a lise de células
viaveis de leveduras por Zymolyase era 7,0 a 7,5 e a temperatura 6tima, 35°C. As
enzimas se mantiveram razoavelmente estaveis em pH de 5,0 a 11,0. Cerca de 70%
da atividade enzimética foi perdida com incubag¢fio a 50°C por 5 minutos € toda a

atividade foi perdida com incubagdo a 60°C por 5 minutos.
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A protease F-L produzida por Oerskovia sp. CK é uma enzima que possui
alto efeito sinérgico com a enzima $-1,3 glucanase na lise de leveduras (OBATA et
al., 1977b). FUNATSU ef al. em 1978, estudando as enzimas liticas de Arthrobacter
luteus, observaram que na lise da parede celular de leveduras a protease deve atuar
primeiro. Isso foi demonstrado com a inativagio da protease em que foi observada
perda de atividade litica da parede da célula.

SCOTT & SCHEKMAN (1980) relataram que o sistema de enzimas liticas da
bactéria Oerskovia xanthineolytica consiste de duas enzimas que atuam
sinergicamente. A B-1,3 glucanase mostrou alta afinidade por glucana, o que
possibilita a atividade litica. A protease mostrou afinidade especifica por manana. A
enzima se associa a manana e ataca a por¢do protéica da camada de mananaproteina,
A manana liberada atua como inibidora da agfio da protease. A camada de glucana,
que ¢ responsavel pela integridade e rigidez estrutural da célula, é coberta por uma
camada de mananaproteina que deve ser degradada anteriormente pela protease para
permitir a agdo da B-1,3 glucanase.

A Zymolyase B, uma protease produzida por Arthrobacter luteus, tem acio
especifica na parede celular devido a afinidade pela manana da levedura. Esta
enzima € encontrada em duas formas: livre ou ligada a manana, mas sé ocorre
atividade proteolitica sobre a proteina e liberagio de peptideo-manana apods a unido
da enzima 4 manana da levedura (KITAMURA, 1982a).

ZLOTNIK et al (1984) concluiram que o tratamento com a protease de
Zymolyase causa o surgimento de poros suficientemente largos para dar passagem e
permitir o contato com a membrana plasmatica. Através da microscopia eletronica,
os autores foram capazes de demonstrar que a protease ataca a camada mais externa
da parede celular que se apresenta com erosdes irregulares por todos os lados. Esta
acdo, na maior parte dos casos, ndo resulta na morte da célula. Quando elas foram
inoculadas em placas de agar YEPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2%
de glicose), a taxa de sobrevivéncia foi de 80%. Apés a agdo da protease, a camada

de glucana da parede celular ficou exposta e a glucanase foi capaz de lisar a parede
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celular.

A lise da parede celular é primeiramente causada pela agfo das enzimas
protease € B-1,3 glucanase. As enzimas B-1,6 glucanase e mananase participam na
solubilizagio dos fragmentos da parede. Com a lise celular, ha libera¢do de um
grande namero de produtos associados a diferentes organelas celulares ou estruturas
celulares. Para o isolamento das organelas, a lise celular nfo € suficiente, havendo a
necessidade de purificagdo dos componentes desejados da célula microbiana. Neste
contexto, é importante ressaltar que métodos enzimaticos ou métodos mecénicos, ou
ainda, uma combinagio deles, podem ser usados para a obtenglo seletiva de
produtos da célula, que podem ser recuperados e purificados (ASENJO ef al., 1985).

HUNTER & ASENJO (1987) estudaram o sistema litico da espécie
Qerskovia xanthineolytica. Foram identificadas uma protease e trés glucanases
sendo que duas das glucanases foram capazes de hidrolisar glucana de levedura. A
B-1,3 glucanase ndo litica hidrolisou laminarina, uma B-1,3 glucana solivel de alga
marinha. A P-1,3 glucanase 1 litica hidrolisou glucana rompendo ligacOes
aleatoriamente, € a B-1,3 glucanase I hidrolisou glucana em laminaripentaose.
Nenhuma das glucanases liticas foram ativas em células vidveis de leveduras sem o
tratamento prévio com reagentes tiol ou protease litica. A protease litica de
Oerskovia apresentou pH 6timo alcalino e peso molecular de cerca de 30.000 Da. O
tratamento de células vidveis com a protease seguida pela glucanase resultou em lise
celular extensiva, enquanto que o tratamento na ordem inversa produziu pouca ou
nenhuma lise. Proteases como tripsina, pronase € quimotripsina ndo puderam
substituir a protease litica indicando que esta protease € especifica para a lise da
mananaproteina. A protease litica foi fortemente inibida por manana solavel, e €
fracamente inibida por mananas de baixo peso molecular ¢ oligossacarideos de
manose.

No ano seguinte, HUNTER & ASENJO apresentaram um modelo para
explicar que a lise enzimatica da célula de levedura acontece em passos progressivos

de ruptura de estruturas celulares, comegando pela superficie externa e prosseguindo
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pelas estruturas celulares dentro do protoplasma. Cada passo da reagio €

conseqiiéncia direta da estrutura da parede celular da levedura.

~MBonoprotern Units

Cell Membrane Structurat Glucen units

Figura 2: Hlustracdo da parede celular e membrana plasmdtica (HUNTER & ASENJO,
1988).

A protease 1 de R. faecitabidus se adere a porgio de manana da camada de
mananaproteina e hidrolisa a proteina. Essa enzima € uma serina protease com
especificidade pelo substrato tipo elastase e afinidade por manose, caracteristicas
essenciais que permitem a lise da célula de levedura pela bactéria (SHIMOI &
TADENUMA, 1991a).

BIELICKI & GALA (1991) estudaram quatro fragdes de B-1,3 glucanase
produzida por Streptomyces sp., denominadas GI, GII, GIV e GVIII, que foram
aplicadas na lise da parede celular € na solubiliza¢fio da glucana da parede celular de
levedura. O efeito sinérgico maximo na lise de C. wilis foi observado com as
glucanases Gl e Gl Na lise de Schizosaccharomyces pombe as fragdes GI e GII
tiveram maior efeito, enquanto que na lise de S. caribergensis, o maior efeito foi
obtido com as fracdes GI e GIV. Os autores observaram maior degradagio do
polissacarideo da parede celular durante a agfio da B-1,3 glucanase GI apds o
tratamento prévio da levedura com a glucanase GII e GIV.

PROKOPAKIS & LIU (1997) relataram que a lise de levedura ocorre em trés
etapas. Na primeira, as camadas de mananaproteina e glucana sfo digeridas, na
segunda, a célula se rompe devido a diferenga da pressiio osmotica liberando o
material intracelular; e na terceira, este ultimo é digerido pelas enzimas ainda

existentes na solucdo.
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A preparacio comercial Zymolyase (constituida por enzimas liticas) foi
utilizada para a hidrolise da parede celular de Candida albicans, visando o estudo de
dois antigenos O-glicosilados presentes na parede celular da levedura (PAVIA er al.,
2001).

2.5- Aplicacido de enzimas liticas.

Em 1975, YOKOGOWA estudou a mutanolisina de Strepromyces
globisporus 1829. A enzima apresentou alta atividade litica contra c€lulas vivas de
bactérias cariogénicas, entre elas: Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus sangui, Lactobacillus acidophillus e Actimomyces viscousus.

YAMAMOTO et al. (1974) utilizaram as enzimas liticas de Arthrobacter
luteus para a preparagio de extrato de levedura. Foi obtido extrato com um bom
balango de aminoacidos exceto aminodcidos sulfurados. O extrato de levedura foi
adequado para o crescimento de Lactobacillus arabinosus e Streptococcus faecalis.
FUJINO (1974) também estudou as enzimas liticas de Arthrobacter luteus para a
mesma finalidade: producdo de extrato de levedura.

KOBAYASHI er al. (1982) estudaram a producéo e aplicagdo de enzimas, em
escala comercial, do microrganismo Rhizoctonia sp. que lisam parede celular de
leveduras. Os autores verificaram que apos tratamento de células de leveduras com
as enzimas liticas, a digestibilidade das mesmas na racfo animal foi aumentada em
1,4 a 2 vezes; o tratamento enzimatico prévio das leveduras aumentou a eficiéncia
de um desintegrador mecénico para extracgfio de substincias celulares cerca de 35 a
50%, e também a extrag@o de proteina celular foi facilitada duas a trés vezes.

OKAGBUE & LEWIS (1983) utilizaram o microrganismo litico Bacillus
circulans WL-12 para extracdo do pigmento vermelho astaxantina de Phaffia
rhodozyma. A cultura mista dos microrganismos em diferentes fontes de carbono
resultou em bom rendimento de astaxantina.

Uma grande quantidade de produtos podem ser isolados e purificados da

célula microbiana com o auxilio da lise enzimatica, como por exemplo, peptideos,
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polissacarideos, proteinas recombinantes, acidos nucléicos, pigmentos, enzimas,
lipideos, etc. Além do potencial de aplicacdo na preparagio de protoplastos, fusdo
celular e transformacio de leveduras, pode-se ressaltar sua aplicacfo na producio de
enzimas intracelulares, preparacdo do polissacarideo glucana, extragdo alcalina de
proteinas de leveduras, pré-tratamento para lise mecanica de células em Dyno-Mill,
produgdo de extrato de levedura, extragio de pigmentos de leveduras vermelhas e
lise de microrganismos que provocam a cdrie dentaria (ASENIJO et al., 1985).

O uso das enzimas liticas para a preservagio de alimentos, foi sugerido por
ANDREWS & ASENJO em 1987 (b). As enzimas atuariam sobre leveduras e
bacterias para o controle desses patdgenos presentes em produtos alimenticios,
prevenindo assim, conseqiiente deterioracio dos mesmos.

Segundo NAKAJIMA er al. (1988), as leveduras podem ser usadas como
fonte de proteina unicelular (“single cell protein™) por animais e humanos, desde que
a insolubilidade da parede celular seja diminuida pela agdo de enzimas liticas.

HUANG et al. (1991) descreveram um método para a separacdo diferencial
de bioprodutos de células de leveduras. O método utiliza uma combinacdo de
agentes fisicos, quimicos e biologicos, como enzimas liticas de Oerskovia
xanthineolytica, suportes osméticos e estabilizantes de esferoplastos. Usando esta
técnica produtos como proteinas e enzimas podem ser liberadas de locais especificos
das células em diferentes estdgios do processo. As proteinas associadas com a
parede e as enzimas liticas foram liberadas primeiro, em seguida os produtos do
citossol foram liberados por um tratamento suave e finalmente as proteinas das
organelas foram solubilizadas. Em cada estigio, proteinas especificas foram
liberadas, enquanto outras foram mantidas no interior de diferentes compartimentos
celulares.

RICHTER (1992) propds a utilizacio de misturas enzimaticas liticas para o
aumento do valor alimenticio de cereais quando se utiliza altas proporgles de

polissacarideos sem amido.

JI & KUC (1996) descreveram a atividade antifingica de B-1,3 glucanase e
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quitinase de pepino (Cucumis sativus L.) sobre Colleotrichum lagenarium. Os
autores estudaram uma [-1,3 glucanase 4cida e trés isoformas de quitinase,
designadas A, B e C. A ac8o individual da $-1,3 glucanase e da quitinase C sobre o
fungo provocou inibicdo da germinaciio dos esporos do microrganisme € seu
crescimento. A acdo conjunta da P-1,3 glucanase e quitinase promoveu um efeito
sinérgico na inibicdo do crescimento do fungo, além de lise das hifas ¢ crescimento
anormal. As quitinases A ¢ B nfio apresentaram atividade antifingica sobre C.
lagenarium.

Em 1996, MORMENEO et a/. estudaram estruturas moleculares presentes na
parede celular de Candida albicans, utilizando-se de tratamentos com
etilenodiamina (EDA), Zymolyase e quitinase. Os autores verificaram que os
polissacarideos ¢ proteinas da parede celular de C. albicans foram solubilizados em
maior quantidade quando a parede celular foi tratada previamente com Zymolyase
(complexo composto principalmente por B-glucanase) ou com quitinase, antes do
tratamento com EDA.

KIM & HWANG (1997) purificaram uma B-1,3 glucanase de raiz de pimenta
o crescimento das hifas do fungo P. capsici (quitina-negativo), porém ndo mostrou
atividade antifungicida contra Alternaria mali, Colleotricum gloeosporioides,
Magnaporthe grisea e Fusarium oxysporum var. cucumerinum. O tratamento do P.
capsici com maior quantidade de [B-1,3 glucanase causou lise das hifas e dos
zoosporos. O efeito sinérgico da PB-1,3 glucanase e de uma quitinase também
produzida pela pimenta, ocasionou inibicdo do crescimento das hifas de F.
oxysporum var. cucumerinum e P. capsici.

O género Cellulomonas vem sendo relatado desde a década de sessenta ate os
dias atuais, como boa produtora de glucanases, entre elas: B-glicosidases, celulases,
hemicelulases, xilanases, endoglucanases e exoglucanases. As principais aplicagGes

desse género bacteriano é na producfio dessas enzimas, as quais sdo utilizadas para a



hidrolise de diferentes carboidratos e obtengfio de protoplastos (CAUDHARY et al.,
1997).

As B-1,3 glucanases e as proteases liticas tem sido utilizadas na elucidagéo da
estrutura, composi¢do e mecanismo da sintese da parede celular de leveduras
(KOLLAR er al. 1995, 1997; SOUTHARD et al.,1999; MRSA ef al., 1999a; MRSA
& TANNER,1999b; KAPTEYN et al. 1999 a e b; POPOLO & VAL 1999; SANTOS
& SNYDER, 2000).

WIWAT et al (1999) produziram quitinase a partic de Bacillus circulans
n°41 para uso como suplemento de bioinseticida de B. thuringiensis para o controle
de larvas de lepdopteras.

Em 2000, ZHANG & YUEN utilizaram um sistema litico composto por
quitinase, protease, B-1,3 glucanase e lipase para o biocontrole de manchas nas
folhas de centeio causadas pelo Biopolaris sorokiniana.

As enzimas quitinoliticas apresentam intimeras aplicacdes biotecnologicas no
ramo da inddstria e agricultura. As quitinases podem ser utilizadas no controle de
fungos patogenos de plantas e insetos. Ha também, uma crescente apreciaciio na
produgdo de quitinooligossacarideos biologicamente ativos através da utilizacdo das
quitinases. Essas enzimas podem ainda ser aplicadas na produgido de fonte de
proteina unicelular, preparacdio de enzimas micoliticas e na formagdo de
protoplastos fungicos (PATIL ef al., 2000).

As B-1,3 e B-1,4 glucanases bacterianas sio importantes em biotecnologia,
fermentagdo e indastrias de racfo animal. Durante a formacdo do malte, as B-1,3 e
B-1,4 glucanases enddgenas sdo inativadas pelo calor, e muitas B-glucanas de alto
peso molecular sobram na mistura causando sérios problemas como: reducdio de
extratos, baixas taxas de filtragfo e aparéncia gelatinosa de precipitados na cerveja
pronta. Desta forma, o nivel de atividade de glucana-hidrolase atingido durante a
germinagdo e a quantidade de substratos sdo fatores importantes para uma formacéio
de malte de boa qualidade. As B-1,3 e B-1.4 glucanases bacterianas, que sdo

termoestiveis, sdo frequentemente adicionadas ao processo para reduzir a
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viscosidade do produto final. Em ra¢cBes animais, especialmente de frangos € porcos,
a adicdo de preparacdes enzimdticas contendo B-glucanases bacterianas, melhora a
digestibilidade (PLANAS, 2000).

ESQUERRE-TUGAYE ef al. (2000) utilizaram glucanases e pectinases
microbianas para a degradagio, respectivamente, de B-glucana e de substincias
pécticas de plantas, visando estabelecer uma relagdo molecular entre plantas e
patdgenos.

Atividades antioxidantes e antimutagénicas foram atribuidas as mananas de
diferentes géneros de levedura, como a glucomanana extracelular e glucomanana de
Candida utilis, manana de Saccharomyces cerevisine ¢ manana de Candida
albicans. Esses componentes reduziram as alteragdes induzidas por oflocaxina e
acridina laranja em DNA de cloroplastos de Euglena gracilis. O efeito
antimutagénico dos tipos de mananas estd baseado na habilidade de reaproveitar
radicais de oxigénio reativos. As caracteristicas importantes de mananas isoladas de
parede celular de leveduras, como a boa solubilidade em 4gua, peso molecular
relativamente pequeno (15 ~30 kDa), o efeito antimutagénico, parecem ser boas
promessas para o Seu uso como protetor natural (KRIZKOVA et al., 2001).

No mesmo ano, EL-KATATNY relatou o controle do fitopatogeno
Sclerotium rolfsii devido a ag@o de quitinases e P-1,3 glucanases produzidas por
Trichoderma harzianum Rifai T24.

YIN et al. (2001) relataram a utilizagio de P-glucanases ¢ xilanases em
alimentos de porcos contendo cevada descascada com alto e baixo teor de B-glucana
e xilose. Os autores verificaram resultados benéficos nos porcos alimentados com
cevada descascada com alto teor de glucana pré-tratada com as enzimas, como:
reducdo da concentragdo de nitrogénio no plasma sanguineo e aumento na digest&o

de componentes energeticos e de aminodacidos.



3- MATERIAIS E METODOS

3.1- MATERIAIS

Reagentes: Caseina Hammarsten e acido tricloroacético (Merck), biotina,
tiamina (Sigma), cisteina, B- mercaptoetanol, dcidos, bases, sais € minerais (Merck,
Riedel, Ecibra ou equivalente).

Material especifico: laminarina de Laminaria digitata (Sigma); parede
celular bruta de levedura Saccharomyces cerevisiae extraida mecanicamente em
Dyno-Mill liofilizada; levedura autoclavada, lavada e liofilizada; glucana de
levedura insohivel em NaOH, levedura seca instantinea e quitina.

Microrganismos:

Microrganismos que lisam a parede celular de leveduras:

As linhagens de bactérias B1, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n'4 e
Cellulomonas cartae n°191 foram isoladas de residuos de usina de fermentacfo
alcodlica, no Laboratério de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia
de Alimentos (FERRO, 1997). As linhagens Oerskovia sp. n°4, Cellulomonas cartae
n°191 foram identificadas pelo Korean Institute of Bioscience & Biotechnology.

Leveduras :

As linhagens de leveduras Kluyveromyces Ilodderi, Saccharomyces
cerevisiae (levedura de panificacdo Fleischmann), Saccharomyces cerevisiae
(levedura de panificacdo ltaiquara) e as linhagens produtoras de fator “killer”
Saccharomyces cerevisice KI1.-88, Saccharomyces diastaticus NCYC 713,
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1001, Carndida glabrata NCYC 388,
Khyveromyces marxianus NCYC 587 e Hansenula mrakii NCYC 500
(NASCIMENTO, 1994), foram utilizadas nos testes de atividade litica.
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3.2- METODOS
3.2.1- Manutencio dos microrganismos.

Os microrganismos que lisam leveduras estio sendo mantidos em tubos
inclinados com meio dgar TYM descrito por YAMAMOTO et al. (1993D),
composto de 5,0 g de Tripticase Peptona; 3,0 g de Extrato de Levedura; 3,0 g de
Extrato de Malte; 5,8 g de KbHPOy; 1,15 g de NH4H,PO,; 0,264 g de MgS04.7H,0
e 0,5% de parede celular de levedura extraida mecanicamente por litro de 4gua
destilada. As culturas vém sendo conservadas a 4°C sob camada de vaselina
esterilizada e repicadas a cada trés ou quatro meses de armazenamento.

As leveduras estdo sendo cultivadas em tubos inclinados contendo meio
YEPD composto de 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2%
de agar e mantidas a 4°C sob camada de vaselina esterilizada e repicadas a cada trés

ou quatro meses de armazenamento.

3.2.2- Obtencio e preparacio dos indatores.
3.2.2.1- Parede celular de levedura extraida mecanicamente em Dyno-
Mill.

A suspensdo de 2 Kg de levedura comercial para panificagdo em 8 L de agua
destilada a 5°C, foi submetida a tratamento em Dyno-Mill utilizando-se fluxo de 80
ml/minuto a 2.500 rpm e pérolas de vidro de 0,02 — 0,05 nm. Apdés o tratamento, a
suspensdo de massa celular foi centrifugada a 10.000 rpm a 5°C por 15 minutos. O

precipitado foi lavado com dgua destilada a 5°C e liofilizado.

3.2.2.2- Levedura autoclavada, lavada e liofilizada.

A suspensdo de 250 g de levedura comercial para panificagdo em 1 L de agua
destilada foi autoclavada a 121,1°C/ 1,3I<Lg,/cm2 por 30 minutos, esfriada e
centrifugada a 10.000 rpm a 5°C por 15 minutos. A massa obtida foi lavada trés
vezes com 4agua destilada e centrifugada. Posteriormente, a massa celular foi

liofilizada e utilizada como indutor.
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3.2.2.3- Glucana insolivel em meio alcalino.

A suspensdo de 400 g de levedura comercial para panificagdo em 320 ml de
NaOH 6% foi aquecida a 90°C por 1 hora. Foi adicionado 1.200 ml de agua
destilada, deixada & temperatura ambiente e agitada por 1 hora, sendo o precipitado
obtido por centrifugacio a 10.000 rpm a 5°C por 15 minutos. O precipitado foi
ressuspendido em 640 ml de NaOH 3%, e a mistura mantida em banho-maria a 75-
80°C por 1 hora. Foi adicionado 1.200 ml de dgua destilada 4 mistura ¢ deixada a
temperatura ambiente por 1 hora com agitaciio. A suspensdo foi centrifugada a
10.000 rpm a 5°C por 15 minutos, sendo a massa celular separada e submetida a trés
extragdes. A massa celular final foi neutralizada com HCI 2N, ressuspendida em 1 L

de 4gua destilada, centrifigada nas mesmas condi¢bes anteriores e liofilizada
(BACON et al., 1966)

3.2.2.4- Quitina neutralizada e coloidal.

As amostras de quitina utilizadas como substrato na atividade de quitinase
foram cedidas pelo professor Luis Fenrique Beirdo da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), Florianopolis, SC. Durante 24 horas, a amostra 4cida de
quitina foi lavada em 4dgua corrente para neutralizacio. Em seguida a quitina foi
triturada em moinho de bolas ¢ a granulometria padronizada com peneira de 60
mesh. A quitina neutralizada foi utilizada como indutor na produgdo da quitinase.
Para a preparacdo da quitina coloidal, 50g de quitina foi tratada com 200 ml de HCI
concentrado por 1 hora e em seguida foi filtrada em 1 de vidro. Adicionou-se 2L de
dgua destilada, a qual foi trocada constantemente até atingir pH ao redor de 7,0. A
quitina, entdo, foi centrifugada, seca a 50°C ¢ a granulometria padronizada com
peneira de 60 mesh, como descrito por YAMAGUCHI (2002). A quitina coloidal foi

utilizada como substrato para a determinacio da atividade de quitinase.
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3.2.3- Estudo da producio de enzimas liticas B-1,3 glucanase, protease
litica e quitinase pelas linhagens B1, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n°4 e
Cellulomonas cartae 1°191 em meio de cultura I contendo diferentes indutores.

Preparagio do Pré-Inéculo: uma alcada das culturas de 24 horas dos
microrganismos em tubos inclinados de meio TYM foram inoculadas separadamente
em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 m! de meio de cultura I, descrito por
SCOTT & SCHEKMAN (1980), composto de 13,6 g/l de KH;PO,; 2,0 g/ de
(NH4):804; 4,2 g/l de KOH; 0,2 g/f de MgS0,.7H,0; 0,001 g/l de Fex(S0,)5.6H,0;
1 mg/l de tiamina, 1 mg/l de biotina e 1% de indutor, e os frascos foram incubados a
30°C com agitagdo de 150 rpm por 24 horas. Para a produgio de B-1,3 glucanase,
protease litica e quitinase foram utilizadas parede celular de levedura extraida
mecanicamente em Dyno-Mill; levedura autoclavada, lavada e liofilizada; levedura
seca instantinea; glucana insolivel em meio alcalino e glicose.

Fermentacdo: aliquotas de 1 ml de pré-indculo foram transferidas
assepticamente para frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 9 ml do mesmo meio de
cultura. Os frascos, em duplicatas, foram incubados por 24, 48 e 72 horas a 30°C
com agitacdo de 150 rpm.

Obtencdo do Extrato Enzimatico Bruto: Apoés incubacdo, os meios de
cultura obtidos no item anterior foram centrifugados a 10.000 rpm durante 10
minutos a 5°C e os sobrenadantes utilizados como fonte de enzima. As atividades de
B-1,3 glucanase, protease e quitinase nos sobrenadantes dos meios de cultura foram

determinadas como descrito no item 3.2.5.

3.2.4- Estudo da producio de enzimas liticas B-1,3 glucanase, protease

litica e quitinase pelas linhagens B1, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n °4 e
Cellulomonas cartae n°191 nos meios de cultura IL, T1f e IV.

A produgédo de B-1,3 glucanase, protease litica e quitinase pelas linhagens B1,

B22, B26, FXX, Oerskovia sp. 1°4 e Cellulomonas cartae n° 191 foi também testada

nos meios otimizados descritos por SANTOS (2002) para a produgfo de protease
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litica pela linhagem Cellulomonas cartae n°191, SOARES (2002) para a produgio
de B-1,3 glucanase pela linhagem Cellulomonas cartae n°191 e no meio descrito por
YAMAGUCHI (2002) para a producio de quitinase pela linhagem FXX.

Meio II (SANTOS, 2002): 2,0 g/t de (NH4).S04,0,2 g/l de MgSO..7H,0 e 80
g/l de levedura seca instantinea utilizada como indutor em tamp#fo fosfato 0,15M,
pH 8,0.

Meio III (SOARES, 2002): 2,0 g/l de (NH4),SOy4 0,2 g/l de MgS0,.7H,O e
10 g/l de parede celular de levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill em
tampéo fosfato 0,2M, pH 7.5.

Meio IV (YAMAGUCHI, 2002). 4 g/l de extrato de levedura; 2 g/l de
triptona; 4 g/l MgSO..7H;0; 1,2 g/l de KH,PO,; 2.8 g/l de K;HPO4 e 15 g/l de
quitina neutralizada utilizada como indutor.

Preparacio do Pré-Inéculo: uma alcada das culturas de 24 horas dos
microrganismos em tubos inclinados de meio TYM foram inoculadas separadamente
em frascos Erlenmever de 50 mL contendo 10 ml dos meios de cultura otimizados,
acima descritos. |

Fermentacdo: aliquotas de 1 mi de pré-indéculo foram transferidas
assepticamente para frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 9 ml do mesmo meio de
cultura. Os frascos, em duplicatas, foram incubados por 24, 48 e 72 horas a 30°C
com agitacdo de 150 rpm, com excec¢fio do meio III que foi incubado a 200 rpm.

Obtencdo das Preparacdes Enzimiticas Brutas: Apds incubacio, os meios
de cultura obtidos foram centrifugados a 10.000 rpm durante 10 minutos a 5°C ¢ os
sobrenadantes utilizados como preparacfio enzimdtica bruta. As atividades de B-1,3-
glucanase, protease e quitinase nos sobrenadantes dos meios de cultura foram

determinadas como descrito no item a seguir.
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3.2.5- Determinacio da atividade enzimatica.
3.2.5.1- Determinacio da atividade de protease litica.

A atividade de protease foi determinada utilizando-se caseina como substrato
como descrito por OBATA ef al. (1977a), ROWLEY & BULL (1977) e SANTOS
(2000). A mistura de reacio contendo 1,5 mL de solucio 2% de caseina, 1 mL de
tampdo fosfato 0,15 M (pH 7.,5) e 0,5 mL de solugdo enzimaética foi incubada a 30°C
por 30 minutos. A reacfio foi paralisada pela adigdo de 3 mL de solugdo 0,4 M de
acido ftricloroacético (TCA), seguida de filtragdo em papel Whatman 42. A
absorbéncia do filtrado foi determinada a 280 nm, sendo uma unidade de atividade
definida como aquela capaz de aumentar em uma unidade a absorbéncia do filtrado,
nas condi¢Bes do ensaio. Foi preparado um tubo branco para cada amostra, com a

adi¢do de TCA antes da adi¢do da enzima.

3.2.5.2- Determinacio da atividade de B-1,3 glucanase.

A atividade de B-1,3 glucanase foi determinada como descrita por SAEKI er
al.(1994) e SANTOS (2000). A mistura de 250 pL de solucfo enzimatica e 250 pL
de solugdo 1% de laminarina em tamp3o acetato de sddio 0,1 M, pH 5,5 foi incubada
a 55°C por 30 minutos. A reagdo foi interrompida por aquecimento a 100°C por 5
minutos. Os aglcares redutores foram determinados pelo método de SOMOGYI
(1945) utilizando-se glicose como aguicar padrio. Para controle foram determinados
os agtcares redutores presentes na solugdo enzimdtica utilizando-se agua destilada
no lugar da solu¢do de laminarina. Para ajuste do espectrofotémetro foi preparado
tubo branco utilizando-se dgua destilada no lugar da solucdo de laminarina. Uma
unidade de atividade foi definida como a liberacdo de um pmol de glicose por

minuto por mL de solugdo enzimatica.

3.2.5.3- Determinaciio da atividade de quitinase.
A atividade de quitinase foi determinada baseada no método usando quitina

coloidal [REISSIG et al. (1955) e SANDHU er al. (1989)1, de acordo com o método
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otimizado por YAMAGUCHI (2002). A quitina coloidal foi preparada como
descrito abaixo. A mistura de 0,5 ml. de solucfio enzimatica e 0,5 mL de suspenséo
de quitina coloidal 0,2% em tampdo citrato de sédio 0,1 M, pH 6,0 foi incubada
durante 1 hora a 45°C. A mistura de reagdio foi resfriada em banho de gelo e
centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 5°C. A mistura de 1 mL do
sobrenadante € 50 pl de borato de potassio 0,8 M foi aquecida em banho em
ebuli¢do por 3 minutos e resfriada em banho de gelo. Em seguida foi adicionado 1,5
ml de solucdo 10% de dimetilaminobenzaldeido em acido acético e HC1 10 N. A
mistura foi incubada em banho-maria a 37°C durante 20 minutos e a absorbéancia foi
determinada a 585 nm. Para a preparacio do tubo branco foi utilizada solugdo
enzimdtica inativada através de aquecimento durante 5 minutos em banho em
ebulicido. Uma unidade de atividade foi definida como 1 umol de N-
acetilglicosamina formado nas condi¢des de ensaio.

Todos os testes para a determinacdo das atividades enziméticas foram

realizados em duplicatas.

3.2.6- Produciio de protease litica, p-1,3 glucanase e quitinase pelas
linhagens de bactérias selecionadas.

As linhagens B26 e Cellulomonas cartae n°191 foram utilizadas para a
preparagdo de protease litica. As preparagbes enzimaticas brutas de protease
(sobrenadante do meio de cultura) foram obtidas pela fermentagdio das linhagens
B26 ¢ Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura II contendo 8% de levedura
seca instantdnea durante 24 e 48 horas de fermentacdio, respectivamente, como
descrito no item 3.2.4.

As linhagens Bl e Cellulomonas cartae n°191 foram usadas para a
preparagdo de B-1,3 glucanases. As preparagdes enzimdticas de B-1,3 glucanase
(sobrenadante do meio de cultura) foram obtidas pela fermentagio das linhagens B1

e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultivo III contendo 1% de parede celular
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de levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill, durante 24 horas de
fermentac&o, como descrito no item 3.2 .4.

A linhagem Cellulomonas cartae n°191 foi utilizada para a produgdo de
quitinase. A preparagdo enzimdtica bruta de quitinase (sobrenadante do meio de
cultura) foi obtida pela fermentagdo da linhagem n°191 em meio de cultivo IV
durante 72 horas, como descrito no item 3.2.4.

A atividade de protease, B-1,3 glucanase e quitinase das preparagdes
enzimaticas obtidas foi determinada como descrito no item 3.2.5. A atividade de lise

de levedura das preparagdes enzimaticas foi testada como descrito no item 3.2.8.

3.2.7- Fracionamento das preparacdes enzimiticas brutas de protease,
B-1,3 glucanase e quitinase com sulfato de aménio.

As preparagGes enzimaticas brutas (sobrenadantes dos meios de cultura)
foram fracionadas por precipitagdo com sulfato de amdnio até 40, 60 ¢ 80% de
saturagdio. Os sobrenadantes dos meios de cultura obtidos no item anterior, foram
saturados com 40% de sulfato de aménio. Apés 12 horas a 5°C, os precipitados
foram obtidos por centrifuga¢io a 10.000 rpm a 5°C por 10 minutos. Os precipitados
foram ressuspendidos em édgua destilada e dialisados sob refrigeraciio contra dgua
destilada. Os sobrenadantes obtidos foram saturados até 60% com sulfato de aménio
e os precipitados obtidos como descrito anteriormente. Os sobrenadantes obtidos
foram saturados com 80% de sulfato de aménio e apés 12 horas foram centrifugados
a 10.000 rpm por 10 minutos a 5°C, e os precipitados obtidos foram dialisados
contra dgua destilada como descrito anteriormente.

A atividade de protease, B-1,3 glucanase e quitinase das fragdes obtidas por
fracionamento com sulfato de amdnio foi determinada como descrito no item 3.2.5.
A atividade de lise de levedura das preparagSes enzimaticas foi testada como

descrito a seguir.
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3.2.8- Estudo da atividade de lise de leveduras utilizando-se as
preparacdes enzimaticas brutas e fracionadas com sulfato de aménio.

3.2.8.1- Estudo da lise da levedura S.cerevisine K1.-88 pelas preparacoes
enzimaticas brutas.

A capacidade das preparacdes enzimaticas brutas (sobrenadante dos meios de
cultura), de B-1,3 glucanase da linhagem B1 e 191, protease da linhagem B26 e 191
e quitinase da linhagem 191, de lisar a parede celular de leveduras foi testada com
células viaveis de Saccharomyces cerevisiae K1.-88. As suspensdes de c€lulas de
leveduras foram obtidas conforme o item 3.2.8.4 e a atividade de lise determinada

conforme o item 3.2.8.5.

3.2.8.2- Estudo da lise da levedura S.cerevisiane KL-88 pelas preparacdes
enzimaticas de B-1,3 glucanase, protease e quitinase.

Foi testada a capacidade de lise das prepara¢des enzimdticas de (B-1,3
glucanase da linhagem B1 e 191, protease da linhagem B26 e 191 e quitinase da
linhagem 191, fracionadas com 60% de sulfato de amonio sobre Saccharomyces
cerevisiae K1.-88. As suspensdes de células de leveduras foram obtidas conforme o

item 3.2.8.4 e a atividade de lise determinada conforme o item 3.2.8.5.

3.2.8.3- Estudo da lise de diferentes leveduras pelas preparagoes
enzimiticas de p-1,3 glucanase, protease e quitinase.

Para a continuidade dos testes de lise de leveduras foi selecionadas as
enzimas B-1,3 glucanase das linhagens B1 e 191 e protease e quitinase da linhagem
191.

A preparagdo enzimatica de $-1,3 glucanase das linhagens B1 e 191, protease
e quitinase da linhagem 191, fracionadas com sulfato de am6nio 60% de saturag3o,

foram testadas na lise das leveduras Khgveromyces lodderi, Saccharomyces
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cerevisinze (levedura de panificacdo F leischmann), Saccharomyces cerevisiae
(levedura de panificagio Itaiquara), Saccharomyces cerevisiae KI.-88,
Saccharomyces diastaticus NCYC 713, Saccharomyces cerevisiae NCYC 1001,
Candida glabrata NCYC 388, Khgveromyces marxianus NCYC 587 e Hansenula
mrakii NCYC 500.

As suspensdes de células de leveduras foram obtidas conforme o item 3.2.84

e a atividade de lise determinada conforme o item 3.2.8.5.

3.2.8.4- Obtenciio das suspensdes de células de leveduras.

Para a obtengdo de células de Ieveduras, uma algada das culturas de leveduras
crescidas em tubos inclinados de meio YEPD composto de 1% de extrato de
levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de agar, foi transferida para frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mlL de meio YEPD liquido. Os frascos foram
incubados em agitador rotatério a 30°C por 20 horas com agitagdo a 150 rpm. As
celulas foram coletadas por centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos a 5°C e
lavadas duas vezes com dgua destilada. Estas células foram ressuspendidas em
tampdo fosfato 0,1M, pH 7,5 até obter-se uma suspensdo com densidade 6tica igual
a 1,68 a 660 nm. As suspensdes de células de leveduras foram utilizadas para o teste

de lise enzimdtica da parede celular, como descrito a Seguir.

3.2.8.5- Determinaciio da atividade litica.

A atividade de lise foi determinada segundo o método de VENTOM &
ASENJO (1991) modificado. A mistura para lise enzimdtica de células contendo 2
ml de suspensio de células de levedura com densidade Otica igual a 1,68 a 660 nm;
volumes variados de solugio enzimatica bruta, e tampao fosfato 0,1M, pH 7.5 para
completar o volume para 4 ml, foi incubada a 30°C , com agitacdio em intervalos de
tempo regulares, durante 1 hora (OBATA ef al., 197 7b). Simultaneamente, foi
preparado, como referéncia, um tubo branco onde no lugar da soluc@io enzimadtica

bruta foi acrescentado tampdo fosfato 0,1M, pH 7.5.
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A atividade litica foi calculada por modificagdo no método descrito por
OBATA er al. (1977b) através das equagoes:
DO Branco T0” - DO Branco T60” = X
DO Amostra TG’ - DO Amostra T60’ =Y
Absorbéncia obtida = Y - X
Uma unidade de liticase foi definida como a diminui¢io de 0,1 unidades de

absorbincia nas condi¢Bes de ensaio a 660 nm.

3.2.9- Producio de enzimas que lisam a parede celular de leveduras
pela linhagem Cellulomonas cartae n°191.

A linhagem Cellulomonas cartae n°191 sclecionada foi utilizada para a
producio de P-1,3 glucanase, protease litica e quitinase, em frascos agitados, em

meio de cultura III, II e IV, respectivamente.

3.2.9.1- Estudo da relacio entre tempo de fermentacdo, alteracio do
pH do meio de cultura, crescimento do microrganismo e produgfo das enzimas
B-1,3 glucanase, protease e quitinase pela linhagem Cellulomonas cartae n°191
em frascos agitados a 30°C e 35°C.

A produgdo de B-1,3 glucanase pela linhagem Cellulomonas cartae n’ 191 foi
realizada no meio de cultura I otimizado por SOARES (2002). As proteases liticas
e quitinases foram produzidas, respectivamente, em meio de cultura II {(otimizado
por SANTOS, 2002) ¢ meio de cultura IV (descrito por YAMAGUCHI, 2002),
como descrito no item 3.2.4.

Preparacio do indculo: a cultura da bactéria Cellulomonas cartae n°191 foi
inoculada em frascos Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio de cultura III;
50 ml de meio de cultura I ¢ 50 ml de meio de cultura IV. Os frascos foram
incubados em agitador rotatério a 150 rpm a 30°C durante 24 horas, com excegio do

meio IIT que foi incubado a 200 rpm.
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Fermentacdo: aliquotas de 1 ml de pré-in6culo  foram transferidas
assepticamente para varios frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 9 ml de meio de
cultura especifico para a produgdo das diferentes enzimas liticas, como mencionado
acima. Os frascos foram incubados em agitador rotatério a 30 e 35°C. Para a
producdo de B-1,3 glucanase e protease litica pela linhagem 191, os frascos foram
incubados por 5, 10, 24, 30, 48 ¢ 72 horas a 200 e 150 rpm, respectivamente. Para a
produgiio de quitinase pela linhagem 191, os frascos foram incubados por 24, 48, 53,
58, 72 € 78 horas a 150 rpm.

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos como descrito no item 3.2.4 e
as atividades de B-1,3 glucanase, protease e quitinase no sobrenadante do meio de
cultura foram determinados como descrito no item 3.2.5.

O crescimento celular foi estimado indiretamente através da medida de
absorbancia a 660 nm utilizando-se a curva padrio (absorbincia x massa celular
seca).

A alteracdo do pH do meio de cultura foi determinada com auxilio de

potenciémetro.

3.2.9.2- Obtencdo de B-1,3 glucanase da linhagem Cellulomonas cartae

n°191 para a lise de leveduras.
A linhagem Cellulomonas cartae n°191 foi selecionada para a producio de §-
1,3 glucanase . Uma al¢ada da cultura de 24 horas da linhagem Cellulomonas cartae
n°191 foi transferida para frascos Erlenmeyer de 500 ml contendo 100 ml de meio
de cultura III composto por 2,0 g/l de (NH4)2S04, 0,2 g/ de MgS0,.7H,O e 10 g/lde
parede celular de levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill em tampdo
fosfato 0,2M, pH 7,5. Os frascos foram incubados por 24 horas a 30°C a 200 rpm.
Aliquotas de 10 ml foram transferidas assepticamente paras frascos Erlenmeyer de
500 ml contendo 90 ml do mesmo meio de cultura e incubados a 30°C por 24 horas.
Apos incubagdo, 0 meio de cultura obtido foi centrifugado a 10.000 rpm durante 10

minutos a 5°C e o sobrenadante utilizado como preparacdo enzimatica bruta., A
preparag

48



preparacdo enzimdtica bruta foi fracionada com sulfato de amonio 60% de
saturacfio, como descrito no item 3.2.7. As atividade de B-1,3 glucanase, protease e

quitinase foram determinadas como descrito no item 3.2.3.

3.2.10- Aplicacio da enzima na lise de leveduras.
3.2.10.1- Planejamento experimental para a andlise dos efeitos de
diferentes varidveis na lise de levedura.

Visando obter resultados da influéncia de varidveis na lise de leveduras, foi
realizado um planejamento fatorial envolvendo quatro variaveis (2* ¢ 3 pontos
centrais) (NETO et al., 2001), sendo a resposta a atividade de liticase. Foram
analisadas as variaveis independentes: tempo de crescimento da levedura, condigdes
de agitagio para o cultivo da levedura, pH de lise, temperatura de lise € a variavel
dependente, atividade litica. Foram estudados os efeitos das varidveis independentes
na lise da levedura Saccharomyces cerevisiae KL-88 utilizando a preparacio
enzimatica de B-1,3 glucanase da linhagem C. carfae n°191 fracionada com sulfato
de amoénio 60% de saturacgdo, obtida de acordo com o item 3.2.9.2.

A mistura de reagdo contendo 2 ml de suspensdo de células de levedura com
densidade ética igual a 1,68 a 660 nm obtida da fermentagio de Saccharomyces
cerevisiae KL-88 em diferentes condigdes de tempo de crescimento e agitagdo para
o cultivo da levedura; B-1,3 glucanase para a concentracgfio final 0,11 U/ml e tamp&o
fosfato 0,1 M em diferentes valores de pH para completar o volume para 4 ml, foi
incubada a diferentes temperaturas por 1 hora e a atividade litica foi determinada
como descrito no item 3.2.8.5. Como referéncia, foi preparado um tubo branco onde
no lugar da solugdo enzimadtica foi acrescentado tampéo fosfato 0,1M em diferentes
valores pH.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do software
STATISTICA 5.0 utilizando o Experimental Design, com 95% de confianga (p <
0,05).
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3.2.10.2- Estudo do efeito da cisteina e B-mercaptoetanol na lise de
levedura.
Foi estudado o efeito da cisteina e B-mercaptoetanol nas concentracdes de 1,
10 ¢ 100 mM na mistura de reaciio contendo suspensdo de células da levedura
Saccharomyces cerevisiae K1-88 e preparacdo enzimatica de B-1,3 glucanase da
linhagem C. cartae n°191. A suspensio de células da levedura S, cerevisize KI1.-88
foi obtida como descrito no item 3.2.8.4, em frascos sem agitacfo, incubados a 30°C.
A mistura de reacdo contendo 2 ml de suspensdo de células de levedura com
densidade otica igual a 1,68 a 660 nm; B-1,3 glucanase para a concentracdo final
0.11 U/ml e tampdo fosfato 0,1 M, pH 6.5 contendo 1, 10 ou 100 mM de cisteina ou
B-mercaptoetanol para completar o volume para 4 mi, foi incubada a 35°C por 1
hora e a atividade litica foi determinada como descrito no item 3.2.8.5. Como
referéncia, foi preparado um tubo branco onde no lugar da solugdo enzimatica foi

acrescentado tampdo fosfato 0,1M, pH 6,5.

3.2.10.3- Aplicaciio das enzimas liticas na lise da parede celular e
extracio de enzimas intracelulares.

Foi estudada a utilizacdo da preparacdo enzimitica de B-1,3 glucanase da
linhagem C. cartae n°191 na lise da parede celular e na extracdo de enzimas
intracelulares ou ligadas a célula das leveduras Saccharomyces cerevisiae K1.-88 e
Kluyveromyces marxianus NCYC 587. A mistura de reagdo contendo 2 ml de
suspensdo de cé€lulas de levedura com densidade Gtica igual a 1,68 a 660 nm; B-1,3
glucanase para concentragfio final 0,11 U/ml e tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,5 para
completar o volume para 4 ml, foi incubada a 35°C por 1 hora. Como referéncia, foi
preparado um tubo branco onde tampzo fosfato 0,1M, pH 6,5 substituiu a solugio
enzimatica. Posteriormente, a mistura de reacdo foi centrifugada a 6.000 rpm por 15

minutos € o sobrenadante utilizado como fonte de enzima. A atividade de B-
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frutofuranosidase ou invertase foi determinada no sobrenadante da mistura de
reacdo, utilizando sacarose como substrato, como descrito por OLIVEIRA (1996), ¢
a determinac@io da glicose pelo método de SOMOGYTI (1945). Uma unidade de
atividade de invertase foi definida como a liberagfio de 1 pmol de actcar redutor por

mg de massa celular seca de levedura durante 1 minuto.

3.2.10.4- Efeito do tratamento enzimatico na lise da parede celular de
leveduras com ultra-som.

Foi estudado o efeito do pré-tratamento da suspenséo celular das leveduras §.
cerevisiae KL-88 e K. marxianus NCYC 587 com a preparacdo enzimatica de $-1,3
glucanase da linhagem C. cartae n°191, na lise com ultra-som. A mistura de reagdo
contendo 2 ml de suspensio de células de levedura com densidade otica igual a 1,68
a 660 nm; B-1,3 glucanase para concentracdo final 0,11 U/ml e tampéo fosfato 0,1
M, pH 6,5 para completar o volume para 4 ml, foi incubada a 35°C por 1 hora.
Como referéncia, foi preparado um tubo branco onde em substituigdo a soluglo
enzimatica foi acrescentado tampao fosfato 0,1M, pH 6,5. Posteriormente, a mistura
de reacfio foi tratada em ultrasonicador Ultratip Labsonic, Lab Line, mod. 9100 a
180 watts por 10 ou 20 segundos. Apos o tratamento com ultra-som, a mistura de
reacdo foi centrifugada a 6.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante utilizado como
fonte de enzima. Como referéncia, foi utilizado a mistura de reacéio tratada somente
com ultra-som. A lise das leveduras foi determinada pela medida de proteinas
liberadas (LOWRY, et al., 1951), definida como pg de proteinas liberadas/mg de
massa celular seca de levedura. A atividade de B-frutofuranosidase foi determinada

como descrito no item anterior,



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Estudo da produciic das enzimas liticas protease, §-1,3 glucanase e
quitinase pelas linhagens B1, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas
cartae n°191 em meio de cultura I.

A produgdo das enzimas liticas protease, B-1,3 glucanase e quitinase pelas
linhagens B1, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n°4 ¢ Cellulomonas cartae n°191 foi
testada em meio de cultura I contendo diferentes indutores: parede celular de
levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill; levedura autoclavada, lavada e
liofilizada; levedura seca instantdnea; glucana insolivel em meio alcalino e glicose;
como descrito no item 3.2.3.

A Tabela 1 ilustra que no meio de cultura I contendo 1% de parede celular
de levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill as linhagens B1., B22, B26,
FXX, Qerskovia sp. n°4 € Cellulomonas cartae n°191 produziram protease ¢ B-1.3
glucanase. As linhagens Bl e 191 apresentaram maior produgdo de protease (ambas
0,75 U/ml) ao redor de 48 horas de fermentagdo; enquanto que a linhagem FXX
mostrou maior produgio de protease (1,06 U/ml) apos 72 horas.

A linhagem Bl, em meio de cultura I contendo 1% de parede celular de
levedura extraida mecanicamente, apresentou maior producdo de B-1.3 glucanase
(0,18 U/ml) apds 24 horas de fermentagdo; enquanto que as linhagens B22, B26,
FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae n°191 apresentaram maior produgdo
de B-1,3 glucanase apos 48 horas de fermentacdo a 30°C, apresentando 0,14 U/ml;
0,23 U/ml; 0,27 U/ml; 0,19 U/ml e 0,18U/ml, respectivamente.

Nio houve produgdo de quitinase pelas linhagens bacterianas em meio de
cultura I contendo 1% de parede celular de levedura obtida através de rompimento

mecanico.
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Tabela 1: Produgdo de protease, B-1,3 glucanase e quitinase pelas linhagens Bl, B22,
B26, FXX, Oerskovia sp. n’4 e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura ] contendo

1% de parede celular de levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill,

Protease (U/mL) B-1.3 Glucanase (U/mL) Quitinase (U/mL)

Ternpo de fermentacio Tempo de fermentagio Tempo de fermentaciio
Linhagens 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Bi 0,39 0.75 0.46 0,18 0,16 0,07 0,00 0,00 0,00
B22 0.02 0.47 0,16 0,08 0,14 0,09 0,00 0,060 0,00
B26 0,00 0,17 0,03 0,15 0,23 Q.10 0,00 0,00 0,00
Fxx 0,27 0,51 1,66 0.11 0.27 0.07 0,06 0,00 0,00
4 0.37 0,47 0,48 0,12 0,19 0,09 0,00 0,00 0,00
i91 0,26 0,75 0,66 0,12 0,18 0,10 0,00 0.00 0,00

A Tabela 2 ilustra que em meio de cultura I contendo 1% de levedura
autoclavada, lavada e liofilizada, as linhagens que lisam a parede celular de
leveduras, com excegio da B22 e FXX, apresentaram no minimo o dobro de
unidades de atividade de protease em relacdo aos valores de atividade de protease
apresentados na Tabela 1. A linhagem B1 se destacou na producio de protease nos
trés tempos de fermentacfio, assim como a B26 e a n’4, com 48 e 72 horas. A
linhagem B1 produziu 2,75 U/ml de protease apés 24 horas de fermentaciio,
enquanto que as linhagens B26 e n°4 produziram, respectivamente, 2,63 U/ml e 2,57
U/ml de protease no meio de cultura I contendo 1% de levedura autoclavada, lavada
¢ liofilizada.

No meio de cultura I contendo 1% de levedura autoclavada, lavada e
liofilizada foi obtida menor produgdo de B-1,3 glucanase, comparada com o meio de
cultura I contendo 1% de parede celular de levedura extraida mecanicamente em
Dyno-Mill. As linhagens B1 e Oerskovia sp. n°4 produziram 0,12 e 0,13 U/ml de B-
1.3 glucanase apos 24 horas de incubagfo, enquanto que a linhagem Cellulomonas
cartae n°191 apresentou 0,16 U/ml de B-1,3 glucanase.

Né&o houve, também, produg@io de quitinase pelas linhagens cultivadas em

meio de cultura I contendo 1% de levedura autoclavada, lavada e liofilizada.
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Tabela 2: Producdo de protease, 1,3 glucanase e quitinase pelas linhagens Bl, B22, B26,
FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura I contendo 1% de

levedura autoclavada, lavada e liofilizada.

Protease (U/ml) B-1.3 Glucanase (L/ml.} Quitinase (U/ml)

Tempo de fermentagiio Terpo de fermentacio Tempo de fermentacio
Linhagens 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24k 48h 72h
Bi 215 2,59 2.29 0,12 0,09 0,10 0,00 0.00 0,00
B22 0.00 0,01 0,00 0,04 0,06 0,04 0,00 0,00 0,00
B26 1.70 2,55 2,63 0,04 0,06 0,04 0,00 0,00 6,00
Fxx 0,59 1,16 1,49 0,04 0,07 0,04 0,00 0.00 0,00
4 1.86 2,57 225 0,13 0,08 0,03 0,00 0,00 0,00
191 0.90 1,90 1,78 016 0.16 0.09 0,00 0.00 0,00

A Tabela 3 ilustra que em meio de cultura I contendo o indutor levedura
seca instantdnea, somente a linhagem n°4 apos 24 horas de fermentag@o apresentou
uma produgdo significativa de protease em relagio aos valores de atividade de
protease obtidos anteriormente. A linhagem n°4 apresentou 1,09 U/ml de protease

ap6s 24 horas de fermentagfo a 30°C.

No meio de cultura I contendo 1% de levedura seca instantinea a linhagem
Cellulomonas cartae n°191 apresentou maior producdo de B-1,3 glucanase,
comparada com as outras linhagens testadas. Neste meio de cultivo a linhagem
n°191 produziu 0,22 U/ml de B-1,3 glucanase apos 24 horas de fermentacdo,

mantendo-se relativamente estavel até 72 horas de incubagéo.

A quitinase ndo foi produzida por nenhuma das linhagens no meio de

cultura contendo como indutor 1% de levedura seca instantinea.
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Tabela 3. Produgdo de protease, 3-1,3 glucanase e quitinase pelas linhagens B1, B22, B26,
FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura I contendo 1% de

levedura seca instantdnea.

Protease (U/mL) B-1.3 Glucanase (U/mL) Quitinase (U/ml)

Tempo de fermentacio Tempo de fermentacio Tempo de fermentaggo
Linhagens 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
B1 0,17 0,19 0,14 0,09 0,09 0,00 0,00 0.00 0.00
B22 0,06 0,07 0,09 0,07 0.11 0.08 0,00 0.00 0,00
B2e Q0,10 0.60 6.00 0,12 0,16 0,09 0.00 0,00 0,00
Fxx 0,01 0,00 0,01 0,14 0.11 0,19 0,00 0,60 0,00
4 1,09 0,68 0.60 0,08 0,10 0,11 0,00 0,00 0,00
191 0,47 0.65 0,71 0,22 0,19 0,24 0,00 0,00 0,00

A Tabela 4 ilustra que no meio de cultura I contendo 1% de glucana
insolavel em meio alcalino nfo houve producio de nenhuma das enzimas liticas
pelas linhagens B1, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae
n’191,

Tabela 4: Producdo de protease, 31,3 glucanase e quitinase pelas linhagens BI, B22, B26,
FXX, Qerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura I contendo 1% de

glucana insolivel em meio alcalino.

Protease (U/mL) B-1,3 Glucanase (U/mL) Quitinase (U/mL)
Tempo de fermentacio Tempo de fermentacio Tempo de fermentaggo

Linhggens 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
B1 0,06 0.00 0.60 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00
B22 0,00 0.00 0,00 0.00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00
B26 0.00 0.00 0.00 0,00 0,00 0.00 0,00 0,00 0,00
Fxx 0.00 0.00 0.00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60

4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0.60 0,060 4,00

191 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0.00 0.00 0,00

A Tabela 5 ilustra que no meio de cultura I contendo 1% de glicose foi
observada somente produgdo de protease, sendo que a linhagem n°4 destacou-se,

apresentando maior producdo de protease entre as linhagens testadas. Neste meio de
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cultivo a linhagem n°4 produziu 1,21 U/ml de protease apds 24 horas de

fermentagiio a 30°C.

Tabela 3: Produgdo de protease, -1,3 glucanase e quitinase pelas linhagens Bl, B22, B26,

FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura I contendo 1% de

glicose.
Protease (U/mL} $-1,3 Glucanase (U/ml) Quitinase (U/mL}
Tempo de fermentagio Tempo de fermentacio Tempo de fermentagio

Linhagens 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Bl 0,09 0,04 0,04 0,00 0,00 0,00 0.00 0,00 6,00

B22 0,10 0,00 0,00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

B26 0,02 0,02 0,01 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Fxx 0,11 0,14 0,14 0.00 0,00 0,00 0,00 0.00 6,00

4 1,21 1,09 1,00 0.00 6,00 0,60 0,00 0,00 0,00

191 (.49 0.75 0.60 0,00 0,01 0,00 0.00 0,00 0.00

4.2- Estudo da produ¢fio das enzimas liticas protease, $-1,3 glucanase ¢
quitinase pelas linhagens B1, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas
cartae n°191 em meios de cultura I, Il e IV.

A produgio de protease litica, B-1,3 glucanase e quitinase pelas linhagens
B1. B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae n°191 foi testada em
meios de cultura otimizados para a produgfio de protease (SANTOS, 2002), B-1,3
glucanase (SOARES, 2002) e quitinase (YAMAGUCHI, 2002) como descrito no
item 3.2.4.

A Tabela 6 ilustra que no meio de cultura IT descrito por SANTOS (2002),
foi obtida maior produgdo de protease. A linhagem B26 produziu 4,75 U/ml de
protease apos 24 horas de fermentag#o e a linhagem n°191; 3,89 U/ml de protease
apos 48 horas de fermentagdo. Foram obtidas baixas atividades de glucanase e
praticamente nenhuma atividade de quitinase, com exce¢fio da linhagem F XX (0,15

U/ml) apds 24 horas de incubagéo.
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Tabela 6: Produgdo de protease, 1,3 glucanase e quitinase pelas linhagens BI, B22, B26,
FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura II contendo 8% de

levedura seca instanidnea.

Protease (U/mL) B-1,3 Glucanase (U/mL) Quitinase (U/ml)
Tempo de fermentagio Tempe de fermentacio Tempo de fermentagio

Linhagcﬂs 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Bi 0,23 2,28 2,26 0,04 0.04 0,10 0,00 0,00 0,00
B22 1.29 0.62 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0.00
B26 4,75 0.00 0,00 0.03 0,06 0,12 0,00 0,00 0.00
Fxx 0,57 0,00 0.60 0,00 0,00 0,10 0,15 0,00 0,00

4 0,56 0,74 0.83 0.00 0,60 0,02 0,00 0,00 0,00

191 0.36 3,89 2,01 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00

SCOTT & SCHEKMAN (1980) testaram trés fontes de carbono (glucana
insoliivel em meio alcalino, levedura autoclavada e glicose) para a produgfo de
enzimas liticas pelo microrganismo Qerskovia xanthineolytica. Qs autores
obtiveram 3,00 U/ml de protease no meio contendo 1,5 % de levedura autoclavada, a
30°C e 24 horas de incubacio.

Analisando-se o efeito dos indutores 1% de parede celular de levedura
(Tabela 1 e Figura 3A), 1% de glucana insolivel em meio alcalino (Tabela 4 ¢
Figura 3D) e 1% de levedura autoclavada, lavada e liofilizada (Tabela 2 e Figura
3B), no meio de cultura I, foi verificado maior producio de protease em meio de
cultivo contendo levedura seca instanténea. A Tabela 2 e Figura 3B ilustram que as
linhagens B1, B26 e 4 produziram 2,75; 2,63 e 2,57 U/ml de protease em meio de
cultura I contendo 1% de levedura autoclavada, lavada e liofilizada. A Tabela 6 e
Figura 3E ilustram que as linhagens B26 e 19] produziram 4,75 ¢ 3,89 U/ml de
protease, respectivamente, em meio de cultura II contendo 8% de levedura seca
instantanea.

A Tabela 7 mostra que a linhagem Cellulomonas cartae n°191 destacou-se
na produgdo de B-1,3 glucanase sendo obtida 0,58 U/ml de atividade ap0s 24 horas
de incubagio em meio de cultura I contendo 1% de levedura extraida

mecanicamente em Dyno-Mill. As linhagens Bl e FXX produziram 0,38 ¢ 0,32
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U/ml de B-1,3 glucanase apos 24 horas de fermentacfio. Neste meio de cultura ndo

houve produc@o de protease e quitinase pelas linhagens testadas.

Tabela 7: Produgdo de protease, 3-1,3 glucanase e quitinase pelas linhagens Bl, B22, B26,
FXX, Oerskovia sp. n’4 e Cellulomonas cartae w191 em meio de cultura Il contendo 1% de

parede celular extraida mecanicamente em Dyno-Mill.

Protease (Ufml) B-1,3 Glucanase (L//mL) Quitinase (U/mL)
Termpo de fermentagio Tempo de fermentagio Tempo de fermentacio

Linhagens 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Bl 0,00 0,00 0,00 0.38 0,24 0,14 0,00 0,00 0,00
B22 0.00 0.00 0,00 0,29 0,16 0,12 0,00 6.00 0,00
B26 0,00 0,00 0,00 0,12 0,21 0,09 0.00 4,00 0,00
Fxx 0,00 0,00 0,00 0,32 0,22 0,16 4,00 0,00 0,00

4 0.00 0,00 0,60 0,09 0,23 0,16 0,00 0,60 0,00

191 4,00 0,00 0,00 0,58 0,39 0.28 0,00 0,00 0,00

BACON (1970) er al. descreveram a producdo de enzimas liticas por
Cytophaga johrnsonii utilizando parede celular de levedura de panificagdo de S.
cerevisiaze como indutor. A preparacfo enzimdtica apresentou 0,16 U/ml de pB-1.3
glucanase utilizando laminarina. No presente estudo os sobrenadantes dos meios de
cultura IIl contendo 1% de parede celular de levedura extraida mecanicamente das
linhagens Cellulomonas cartae n1°191 e B1 apresentaram, respectivamente 0,58 e

0,38 U/ml de B-1,3 glucanase.

ASENJO et al. (1985) estudaram a producdo de B-1,3 glucanase pela
linhagem Qerskovia sp. em meio de cultura contendo glucana e parede celular de
levedura como indutores. Os autores verificaram que no meio de cultura contendo
glucana a produgiio de B-1,3 glucanase ocorreu em menor tempo de fermentagdo e

foi trés vezes maior do que no meio contendo parede celular de levedura.

Dois anos mais tarde, ANDREWS & ASENJO (1987) utilizaram glucana de
levedura e glicose para a produgdo de B-1,3 glucanase em processo de fermentagéo

continua de Qerskovia xanthineolytica e obtiveram 0,18 a 0,37 U/ml de B-1.3
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glucanase. Alta concentragdo de glucana de levedura e baixa concentracio de
glicose resultaram em alta atividade de B-1,3 glucanase (660 U/g de células);
enquanto que baixa concentragio do indutor e alta concentracdo de glicose,
estimularam a maior produgdo de protease. No presente trabaltho, no meio contendo
1% de glicose, somente a linhagem n°4 produziu atividade significativa de protease,

ou seja, 1,2 U/ml de protease apds 24 horas de incubagdo (Tabela 5).

FERRO (2002) testou a produgdo de B-1,3 glucanase pela linhagem
Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 em fracos agitados a 30°C apés 24 horas de
fermenta¢do em meio de cultura descrito por SISTRON modificado por SCOTT &
SCHEKMAN (1980) constituido de 1,5% de levedura seca; 0,2% de (NH,),S0,;
1,36% de KH>POs; 0,42% de KOH; 0,02% de MgS0,.7H>0; 0,001% de Fe(SO,)s.
6H,O; 0,0001% de biotina e 0,0001% de tiamina e obteve 0,14 U/ml de B-1.3
glucanase. A Tabela 7 e a Figura 4E mostram que a linhagem 191 cultivada a 30°C
durante 24 horas de fermentacio em meio III contendo 1% de parede celular de
levedura extraida por método mecanico, apresentou atividade de B-1,3 glucanase

(0,58 U/ml) 4,14 vezes maior do que o resultado obtido por FERRO (2002).

A Tabela 8 ilustra a produgdo de quitinase pelas bactérias que lisam a parede
celular de leveduras em meio de cultura IV contendo 1,5 % de quitina neutralizada
como indutor. A linhagem FXX produziu 1,46 U/ml de quitinase apds 24 horas de
fermentagdo. As linhagens B1, B22, B26, 4 ¢ 191 produziram 1,28; 1,59; 1,35; 1,01
¢ 1,35 U/ml de quitinase, respectivamente apds 72 horas de fermentagdo. A
produgdo de protease e B-1,3 glucanase pelas linhagens bacterianas no meio de
cultura IV contendo 1,5% de quitina neutralizada foi baixa quando comparada com

0s outros meios de cultura.
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Tabela 8: Producdo de protease, 3-1,3 glucanase e quitinase pelas linhagens Bl, B22, B26,
FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura IV contendo 1,5%

de quitina neutralizada.

Protease (IJ/mlL) 8-1.3 Glucanase {U/mL) Quitinase (U/ml.)
Tempo de fermentagio Tempo de fermentagio Tempo de fermentacgic

Linhagens 24h 48h 72h 24h 48h 72h 240 48h 72h
B1 0,00 0,10 G,00 0,03 6.03 0.09 0,00 0,77 1,28
B22 0.00 0,00 0,00 0,01 0.02 0,06 0,01 0,88 1.59
B26 0.00 0,08 G.21 0,01 ¢,01 0,03 0,04 0,82 1,35
Fxx 0,01 0.52 0,16 0,60 0,03 0.02 1.46 0,92 1.22

4 0,00 0,14 0,02 0,01 0,02 0,04 0,00 1,22 101

191 0.12 0,25 0,37 0,00 0,03 0,06 0,00 0,73 1,35
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Mveio I contendo % e parede celufar de levedura
extraida mecanicamente en Dyno-Mill.
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Figura 3: Produgdo de protease pelas linhagens Bl, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. w4 e

Cellulomonas cartae w° 191 em meios de cultura coniendo diferentes indutores.
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Figura 5: Produgdo de quitinase pelas linhagens Bl, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. n’4 e

Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura IV contendo 1,5% de quitina neutralizada.
q

4.3- Estude da producie de protease, §-1,3 glucanase ¢ quitinase.

As linhagens B26 e Cellulomonas cartae n°191 foram selecionadas para a
produgdo de protease em meio de cultivo II contendo 8% de levedura seca
instantanea descrito por SANTOS (2002) como relatado no item 3.2.4.

A Tabela 9 ilustra que a linhagem B26 produziu 5,97 U/ml de protease apds
24 horas de fermenta¢io em frascos agitados a 150 rpm a 30°C. A linhagem
Cellulomonas cartae n°191 produziu, respectivamente, 4,81 ¢ 5,67 U/ml de protease
apos 24 e 48 horas de fermentagio em frascos agitados a 150 rpm a 30°C.

Nio foi detectada atividade de B-1,3 glucanase e quitinase no sobrenadante
do meio de cultura da linhagem B26 apés 24 ¢ 48 horas de fermentacBo a 150 rpm a
30°C.
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O sobrenadante do meio de cultura II contendo 8% de levedura seca
instantdnea obtido apos 24 horas de fermentacdo da linhagem Cellulomonas cartae

n°191, apresentou 4,81 U/ml de protease e 0,11 U/ml de B-1,3 glucanase.

Tabela 9: Producdo de protease, f-1,3 glucanase e quitinase pelas linhagens B26 e

Cellulomonas cartae n’191 em meio de cultura II contendo 8% de levedura seca

instantdneaq.
Protease (U/mL) $-1,3 Glucanase (U/mlL) Quitinase (U/mL)
Tempo de fermentacio Tempo de fermentagio Tempo de fermentacio
Linhagens 24hs 48hs 24hs 48hs 24hs 48hs
B26 5,97 182 0.00 0,00 0,00 0,00
191 4,81 3,67 0,11 0,01 0,00 £,00

A Tabela 10 ilustra a producdo de B-1,3 glucanase pelas linhagens B1, B22,
B26, FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura IIT
contendo parede celular de levedura extraida mecanicamente, descrito por SOARES
(2002). A linhagem 191 apresentou maior producio de f-1,3 glucanase entre as
linhagens testadas, sendo obtido 0,59; 0,45 e 0,27 U/ml apos 24, 48 e 72 horas de
fermentacio em frascos agitados a 30°C, respectivamente. As linhagens B1, B22,
B26, FXX e n°4 produziram respectivamente 0,39; 0,28; 0,12; 0,30; 0,10 U/ml de B-
1,3 glucanase apos 24 horas de fermentacgéo e 0,23; 0,15; 0,20; 0,21 ¢ 0.24 U/ml de
B-1,3 glucanase apo6s 48 horas de fermentagdo. As linhagens B1 e C. cartae n°191
foram selecionadas para a produgio de p-1,3 glucanase.

No meio de cultura III contendo 1% de parede celular extraida
mecanicamente em Dyno-Mill, descrito por SOARES (2002), a linhagem n°191
produziu atividade de p-1,3 glucanase (0,59 U/ml) 4,2 vezes maior quando
comparada com o estudo realizado por FERRO (2002), em que foi obtido 0,14 U/ml
de B-1,3 glucanase em meio de cultura descrito por SISTRON modificado por
SCOTT & SCHEKMAN (1980) constituido de 1,5% de levedura seca; 0,2% de
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(NH4)2504; 1,36% de KH,PO4; 0,42% de KOH; 0,02% de MgS0,.7H,0: 0,001% de
Fe(SO04);. 6H20; 0,0001% de biotina e 0,0001% de tiamina.
No meio de cultura III contendo levedura extraida mecanicamente foi

verificado que as linhagens ndo produziram protease nem quitinase.

Tabela 10: Produgdo de protease, 31,3 glucanase e quitinase pelas linhagens BI, B22,
B26, FXX, Oerskovia sp.n°4 e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura III contendo

1% de parede celular de levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill.

Protease (L/ml) B-1,3 Glucanase (U/mL} Quitinase {U/ml)
Tempo de fermentacdo Tempo de fermentagio Tempo de fermentagio

Linhagens 24hs 48hs 72hs 24hs 48hs 72hs 24hs 48hs 72hs
Bl 0.00 0,00 0,00 0.39 0,23 0,14 0,00 0,00 0.06
B22 0.00 0,00 0,00 0,28 0,15 0,12 0,00 0,00 0,00
B26 0,00 0,00 0.00 0,12 0,20 0,10 0,00 0.00 0.00
Frx 0,00 0,00 0.00 0.30 0,21 0,16 0,00 0,00 0,00

4 0,00 0,00 0,00 0,10 0,24 0,14 0,00 0,00 0.00

191 0,00 0.00 0,00 0,59 0,45 0,27 0,00 0,00 0,00

A Tabela 11 ilustra a produg@io de quitinase pelas linhagens B1, B22, B26,
FXX, Oerskovia sp. n°4 e Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura IV
contendo 1,5% de quitina neutralizada, descrito por YAMAGUCHI (2002). A
linhagem 191 apresentou maior produgfo de quitinase entre as linhagens testadas,
sendo obtido 2,15 U/ml de quitinase apds 72 horas de fermentagdo. As linhagens B1,
B22, B26, FXX e n°4 apresentaram 1,24; 1,25; 1,11; 1,31 e 0,84 U/ml de quitinase
apos 72 horas de fermentagdo nesse meio de cultura.

Nos meios de culturas I contendo 1% dos indutores parede celular de
levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill; levedura autoclavada, lavada e
liofilizada; levedura seca instantinea; glucana insolivel em meio alcalino e glicose,
foi verificado que as linhagens nfo produziram quitinase. Comparando-se a
producdo de quitinase no meio II contendo 8% de levedura seca instantinea em que

foi obtido 0,15 U/ml de quitinase e a produ¢io no meio de cultura [V contendo 1,5%
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de quitina neutralizada em que foi obtido 2,15 U/ml de quitinase, observou-se que
neste tiltimo meio houve producdo 14,3 vezes maior da enzima.

No meio de cultura IV contendo 1,5% de quitina, as linhagens Bl e FXX,
produziram, respectivamente, 0,68 e 0,19 U/ml de protease litica, enquanto que as
linhagens B22, B26, 4 ¢ 191 nio apresentaram atividade de protease ap6s 72 horas
de fermentagiio. Neste meio de cultura as linhagens ndo produziram ou produziram

pouca atividade de B-1,3 glucanase.

Tabela 11: Producdo de protease, 51,3 glucanase e quitinase pelas linhagens Bi, B22,
B26. FXX, Oerskovia sp.n’4 e Cellulomonas cartae n’191 em meio de cultura 1V contendo

1,5% de quitina neutralizada.

Protease (U/mL) B-1,3 Glucanase (U/mL} Quitinase (U/mL)
Tempo de Fermentacio Tempo de Fermentacio Tempo de Fermentacao

Linhagens T2hs 72hs 72hs
Bl 0.68 0,03 1,24
B22 0,00 0,00 1.25
B26 0,00 0,01 111
Fxx 0,19 0,01 1,31

4 0,00 0,00 0.84

161 0.00 0,03 2,15

4.4- Estudo da lise da levedura Saccharomyces cerevisine K1.-88 pelas
preparacbes enzimditicas brutas de p-1,3 glucanase das linhagens Bl e 191, de

protease das linhagens B26 ¢ 191 e de quitinase da linhagem 191.

A atividade de lise das preparacbes enzimaticas brutas (sobrenadante do
meio de cultura) de B-1,3 glucanase das linhagens Bl e 191, de protease das
linhagens B26 e 191 e de quitinase da linhagem 191, foi testada como descrito no

item 3.2.8.1, utilizando-se a levedura Saccharomyces cerevisiae KI1.-88.

A Tabela 12 ilustra que somente as preparagdes brutas de p-1,3 glucanase

das linhagens B1 e 191 apresentaram atividade de lise da suspensdo celular de
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Saccharomyces cerevisiae KL-88.

Tabela 12: Atividade de lise da levedura das preparacdes enzimdticas brutas de B3

glucanase, protease e quitinase.

Unidades de atividade da Unidades de atividade

Tubo Linhagem de Bactéria Enzima enzima litica
na suspensio celular/mL
1 B1 B~1,3 glucanase 0.1 5,57
2 191 £-1,3 glucanase 0,15 5,95
3 151 Protease 48h 1,42 0
4 191 Quitinase 0,54 0
3 B26 Protease 24h 1,50 -0

4.5- Fracionamento das preparacées enzimiticas com sulfato de

amonio.

As preparagbes enzimdticas de B-1,3 glucanase, protease e quitinase
(sobrenadante do meio de cultura) foram fracionadas através de precipitagdo com

sulfato de aménio 40, 60, 80% de saturagiio, como descrito no item 3.2.7.

A Tabela 13 mostra que 60% de saturacio com sulfato de aménio foi
adequado para precipitar as proteases liticas, produzidas pelas linhagens B26 e 191,
do meio de cultura contendo 8% de levedura seca instantinea. As preparacdes
enzimiticas das linhagens B26 (fracdo 2) e 191 (fragio 5) apresentaram,
respectivamente, 10,54 U/ml de protease ¢ 11,94 U/ml de protease, sendo que estas
fragdes ndo apresentaram atividade de B-1,3 glucanase nem quitinase. A preparagio
de protease da linhagem 191 que apresentou maior atividade foi escolhida para os

estudos de lise da parede celular de levedura.

A Tabela 13 ilustra que a fracdo 8 obtida do sobrenadante do meio de
cultura Il contendo 1% de parede celular de levedura extraida por método mecénico
cultivada com a linhagem B1, através de saturagdo com 60% de sulfato de aménio,
apresentou 0,64 U/ml de protease e 2,5 U/ml de B-1,3 glucanase, porém ndo

apresentou atividade de quitinase.
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A PB-1,3 glucanase produzida pela linhagem 191 no meio de cultura 11
contendo 1% de parede celular de levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill,
foi obtida através da adicdo de sulfato de amdnio 60% de saturagfo. A preparacdo
enzimatica obtida (fragdo 11) apresentou 3,6 U/ml de B-1,3 glucanase e ndo mostrou
atividade de protease e quitinase.

A quitinase da linhagem 191 foi obtida do sobrenadante do meio de cultura
IV contendo 1,5% de quitina neutralizada, pela precipitagdo com sulfato de amonio
60% de saturacfio. A prepara¢do da quitinase obtida (fragdo 14) apresentou 8.2 U/ml
de quitinase; 0,37 U/ml de protease e 0,12 U/ml de B-1.3 glucanase.

Tabela 13: Unidades de atividade de protease, 3-1,3 glucanase e quitinase das fragbes obtidas

através de precipitagdo com sulfato de amobnio.

% de Saturacdoe

Linhagem Sobrenadante com Fracio Unidades de atividade/ml
de Bactéria sulfato de ambnio Protease B-1,3 glucanase Quitinase

40% 1 0,60 0,09 0,00
B26 Meio de cultura II contendo 8% 60% 2 10,45 0,00 0,00
de levedura seca instantinea 80% 3 2,49 0,00 0,00
40% 4 0,10 4,30 0,00
191 Meio de cultura I contendo 8% 60% ) 11,94 0,00 0,00
de levedura seca instantinea 80% 6 2,87 0,00 6,00

40% 7 - - -
B1 Meio de cultura IIi contende 1% de 60% 8 0,64 2,50 0,00
levedura extraida mecanicamente 80% 9 4,86 0,03 0,00

40% 11 - - -
191 Meio de cultura ITJ contenda 1% de 60% 11 0,00 3,60 0,00
levedura extraitla mecanicamente 80% 12 0,60 0,04 0,00

40% 13 - - -
191 Meio de cultura IV coatendo 1,5% 60% 14 6,37 0,12 8,20
de guitina neutralizada 30% 15 6,00 0,60 0,00

{-) nfio houve precipitacdo de proteinas



4.6- Estudo da lise da levedura Saccharomyces cerevisine K1.-88 pelas
preparagdes de B-1,3 glucanase, protease e quitinase obtidas por fracionamento
com sulfato de amdnio 60% de saturacio.

A susceptibilidade da linhagem Saccharomyces cerevisice KL-88 as
preparagbes enzimaticas de B-1,3 glucanase, protease e quitinase obtidas por
fracionamento com sulfato de aménio, foi testado como descrito no item 3.2.8.2.

Os dados foram analisados pelo programa MSTAT-C (1988) para a
determinacdo da andlise de varidncia, utilizando o delineamento experimental
inteiramente casualisado. A separagdio entre médias dos tratamentos foi realizada
usando-se o teste de Tukey com um nivel de confianca de 95% (p= 0,05).

A Tabela 14 ilustra que as preparagdes de protease das linhagens B26 ¢ 191
ndo foram capazes de lisar as células de levedura.

Utilizando-se 0,075 U/ml e 0,15 U/mi de B-1,3 glucanase da linhagem B1 na
suspensdo celular de levedura foi obtido, respectivamente, 3,66 e 2,69 unidades de
atividade litica (tubos 3 e 4). A adicfio de maior quantidade de B-1,3 glucanase da
linhagem B1, resultou na diminuicdo da atividade litica, isto pode ser devido a
presenca de proteases que atuaram agindo sobre a $-1,3 glucanase ou a presenca de
outros inibidores. A preparagdo de B-1,3 glucanase da linhagem B1 continha 2,5
U/ml de B-1,3 glucanase e 0,64 U/mi de protease.

A adi¢80o da preparagdo de quitinase da linhagem 191 a suspensdo de levedura
contendo B-1,3 glucanase resultou em aumento da atividade de lise (tubos 6 e 7). A
preparacdo de quitinase da linhagem 191 continha 8,2 U/ml de quitinase; 0,37 U/ml
de protease e 0.12 U/ml B-1,3 glucanase. A quitinase parece contribuir para a lise da
parede celular de levedura.

A preparacdo de B-1,3 glucanase da linhagem 191 apresentou atividade de
lise da levedura. O aumento da quantidade de B-1,3 glucanase da linhagem 191
(tubos 8 e 9), resultou em diminuigio na atividade litica. A preparacdo enzimatica de

B-1,3 glucanase da linhagem 191 continha 3,6 U/ml de B-1,3 glucanase e atividade
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ndo detectivel de protease e quitinase, determinadas de acordo com os metodos
descritos no item 3.2.5. A preparacdo de B-1,3 glucanase parece conter inibidores ou
atividade de protease que nio foi detectada pelo método de hidrélise de caseina e
medida da absorbéncia do hidrolisado filtrado a 280 nm.

A adi¢d@o da preparacdo de quitinase da linhagem 191 na suspenséo de c€lulas
de leveduras e P-1,3 glucanase da linhagem 191, resultou em aumento da atividade
litica (tubos 10, 11 e 12). O aumento da quantidade de B-1,3 glucanase no tubo de
reacdo e mantendo a mesma quantidade de quitinase (tubo 11 e 12), resultou em
diminuig¢io da atividade litica.

A preparagio de quitinase da linhagem 191 apresentou menor atividade litica
(1,71 U de atividade de lise) (tubo 13), comparada com a preparacdo de B-1,3
glucanase da linhagem B1 (3,66 U de atividade de lise) (tubo 3) e da linhagem 191
(3,84 U de atividade de lise) (tubo 8). Esta prepara¢io de quitinase apresentava 8,2
U/ml de quitinase; 0,12 U/ml de B-1,3 glucanase e 0,37 U/ml de protease.

A adicdo da preparagio de B-1,3 glucanase da linhagem B1 (0,075 U de B-1,3
glucanase por ml de suspensdo celular) e da preparagdo de B-1,3 glucanase da
linhagem 191 (0,11 U de B-1,3 glucanase por ml de suspenséo celular) (tubol4) néo
resultou em aumento da atividade de lise quando comparada com a adi¢do das
preparagdes individuais de -1,3 glucanase.

As preparacgdes de B-1,3 glucanase obtidas das linhagens das bacterias Bl e
191 mostraram atividade de lise da parede celular de levedura. Estas preparages
obtidas dos sobrenadantes dos meios de cultura fracionados com sulfato de amdnio
60% de saturagio parecem conter proteases que inativam a B-1,3 glucanase ou
outros inibidores, que em maior concentragdo diminuem a atividade de lise da $-1,3
glucanase. A purificagdo parcial das preparagdes de f-1,3 glucanase através de
cromatografia de troca idnica ou filtraco em gel seria interessante para eliminar

estes interferentes.
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Tabela 14: Atividade de lise de Saccharomyces cerevisiae KL-88 das preparacbes de 1,3

glucanase, protease e quitinase obtidas por fracionamento com sulfato de aménio 60% de

saturacdo.

Tubos

Enzimas liticas [linhagem] / Unidades

de atividade / ml de suspensio de levedurza

Unidades de atividade de Liticase

10

11

12

13

14

Protease {1911 0,75 U/ml
Protease [B26] 0,75 U/ml
8-1,3 glucanase [B1] 0,075 U/ml
B-1.3 glucanase [B1] 0,15 U/ml

B-1,3 glucanase {131] 0,075 U/ml +
Quitinase [1911 0,25 U/mi

$-1.3 glucanase [B1] 0,075 U/ml +
Quitinase [191]0,5 U/ml

B-1,3 glucanase [B110,15 U/ml +
Quitinase [191] 0,5 U/ml

B-1.3 glucanase [19170,11 U/ml
B-1.3 glucanase [191] 0,22 U/ml

B-1.3 glucanase [191] 0,11 U/ml +
Quitinase {191] 0,25 U/ml

B-1.3 glucanase [191] 0,11 U/ml +
Quitinase [191] 0,5 U/ml

B-1.3 glucanase [191] 0,22 Urml +
Quitinase [191} 0,5 Urm}

Quitinase [191] 0,5 U/ml

B-1,3 glucanase [B1] 0,075 Wml +
B-1.3 glucanase [19171 0,11 U/ml

0+

0
3.66 o

2.69 +gy

274

493 .,

4.51 4

3.84 .
2.58 44

3.09 .

391 ¢

3.21 ag

1.71 4

292 ¢

*Médias seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05),
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4.7- Estudo da lise de leveduras utilizando preparacdes enzimaticas de
B-1,3 glucamase da linhagem Bl e Cellulomonas carfae n°191 e protease e
quitinase da linhagem Cellulomonas cartae n°191.

A susceptibilidade das linhagens Kluyveromyces lodderi, Saccharomyces
cerevisiaze (levedura de panificagio Fleischmann), Saccharomyces cerevisiae
(levedura de panificacio Itaiquara), Saccharomyces cerevisiae KIL-88,
Saccharomyces diastaticus NCYC 713, Saccharomyces cerevisine NCYC 1001,
Candida glabrata NCYC 388, Kluyveromyces marxianus NCYC 587 e Hansenula
mrakii NCYC 500 as preparagbes enzimaticas de -1,3 glucanase das linhagens Bl
e Cellulomonas cartae n°191 e protease e quitinase da linhagem Cellulomonas
cartae n°191 obtidas por fracionamento com sulfato de aménio 60% de saturacdo,
foi testada como descrito no item 3.2.8.3.

Para estabelecer comparaciio entre os dados obtidos foi utilizado o
delincamento experimental inteiramente casualizado. Os dados foram analisados
pelo programa MSTAT-C (1988) para a determinagio da andlise de variancia. A
separagdo entre médias dos tratamentos foi realizada usando-se o teste de Tukey
com um nivel de confianca de 95% (p=< 0,05).

A Tabela 15 ilustra que a preparagio de B-1,3 glucanase da linhagem B1 foi
capaz de lisar as linhagens de Kliyveromyces lodderi, S. cerevisiae (levedura de
panificagdo Fleischmann), S. cerevisioe (levedura de panificacfio Itaiquara), S.
cerevisiae K1-88. S. diastaticus NCYC 713, S. cerevisiae NCYC 1001, Candida
glabrata NCYC 388, NCYC 587 ¢ NCYC 500, sendo que as linhagens
Kluyveromyces marxianus NCYC 587 e Hansenula mrakii NCYC 500 mostraram-se
mais sensiveis a B-1,3 glucanase quando comparada com a susceptibilidade da
linhagem de S. cerevisiae KL-88. As linhagens de leveduras S. cerevisiae (levedura
de panificacdo Itaiquara) e Candida glabrata NCYC 388 mostraram-se mais

resistentes a acfio das p-1,3 glucanases da linhagem de bactéria B1.
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Verificou-se que a adigdo de quitinase da linhagem 191 na concentragio
final 0,5 U/ml & suspensdo celular contendo 0,075 U/ml de B-1,3 glucanase da
linhagem B1 n#o causou aumento significativo na lise da parede celular de S
cerevisiae KL.-88 em comparagdio com o tratamento em que foi utilizado apenas
0,075 U/ml de B-1,3 glucanase da linhagem B1 na suspensdo de levedura.

A adig@o de quitinase da linhagem 191 na concentragdo final 0,5 U/ml a
suspensdo celular contendo 0,075 U de B-1,3 glucanase da linhagem B1 por ml de
suspensdo celular, causou diminuicfio estatisticamente significativa da atividade
litica das leveduras Klyveromyces lodderi, leveduras de panificacdo Fleischmann e
Itaiquara, e das leveduras Saccharomyces diastaticus NCYC 713 e Saccharomyces
cerevisine NCYC 1001,

A adig¢io de quitinase na concentraco final 0,5 U/ml da linhagem 191 a
suspensdo celular de Klwyveromyces marxianus NCYC 587 contendo 0,075 U de B-
1.3 glucanase da linhagem B1 por ml de suspenséo celular, nio alterou a atividade
de lise da parede celular desta levedura, em compara¢do com a atividade de lise
referente a utilizagio de somente 0,075 U de B-1,3 glucanase da linhagem B1 por ml
de suspensdo celular. A Tabela 15 mostra também, que a adicdo de quitinase na
concentra¢do final 0,5 U/m! da linhagem 191 a suspensdo celular de Hansenula
mrakii NCYC 500 e a suspensido celular de Candida glabrata NCYC 388, ambas
contendo 0,075 U de B-1.3 glucanase por ml de suspensdo celular, ndo tiveram
efeito na atividade de lise.

O tratamento prévio das células de Kluyveromyces marxianus NCYC 587,
Hansenula mrakii NCYC 500 e Candida glabrata NCYC 388 com protease na
concentragdo final 0,15 U/ml, seguido do tratamento com B-1,3 glucanase nio
resultou em alteragio na lise celular, de forma estatisticamente significativa,
segundo o teste de Tukey. O tratamento prévio das células de S, cerevisiae KL-88
com 0,15 U de protease da linhagem 191 por ml de suspensdo celular, seguido do

tratamento com 0,075 U de B-1,3 glucanase por ml de suspensdo celular, causou
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pequeno aumento na atividade litica. O pré-tratamento das suspensdes de leveduras
com protease da linhagem 191 na concentragdo final de 0,15 U/ml seguido do
tratamento com 0,075 U de B-1,3 glucanase da linhagem B1 por ml de suspensdo
celular, provocou diminuigdo na lise da parede celular das leveduras Kluyveromyces
lodderi, leveduras de panificacdo Itaiquara e Fleischmann, Saccharomyces
cerevisiae 1001, Saccharomyces diastaticus NCYC 713, em relagdo ao tratamento
individual da preparagfio enzimética de B-1,3 glucanase da linhagem B1, conforme o

teste estatistico de comparagdo de médias.

Tabela 15: Estudo da lise de Kluyveromyces lodderi, levedura de panificacio Fleischmann,
levedura de panificacfio Itaiquara, Saccharomyces cerevisiae KL-88, S. diastaticus NCYC
713, Saccharomyces cerevisiae NCYC 1001, Candida glabrata NCYC 388, Kluyveromyces
marcianus NCYC 587 e Hansenula mrakii NCYC 500 utilizando preparagoes enzimdticas
de 1,3 glucanase da linhagem Bl. protease e quitinase da linhagem Cellulomonas cariae

1’191,

Enzimas (linhagens) K Levodara | Levedura. | S.cerevisige | S.diastaticus | S.cerevisine [ K H
Unidades de lodderi | pavificacio | panificacio KI-88 NCYC NCYC | glabrata | marxianus | mrakii

Fieischwann | Yraiquara 713 1061 | NCYC | NCYC | NCYC

suspensio celular 388 587 500

atividade / ml de

B-1,3 glucanase (B1) 394,41 5.79., 1.734 4,19 2404 2164y 2.4y 7.36es |9.324n
0,075 U/ml

B-13 glucanase (B1) | 2.41en | 4.7sp 1.34-5 | 4.48.58 191 1.36¢c | 2.67es 7.17.4 18.88s4
0,075 Uimi

+ Quitinase (191) 0.5
Ufmi

Pré- 613 053] 438 | 096w | 483 | 064 | LT3 | Ldwn | 7060 905
tratamente | glacanase
Protease | (B1)

(191) 0,075
0,15 Uimit | Wmi
Pré- 81,3 0.26.p| 2.08+p 0.84+ 1.75¢ 6.23p 175 0.0+ | 426 |7.79%s

tratamento | gincanase
Protease {B1}
{151} 0,075
0,73 U/ml § U/imd

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

(ps 0,05).
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O pré- tratamento das leveduras com maior quantidade de protease da
linhagem 191 na concentracfo final 0,75 U/ml seguido da adi¢do de 0,075 U de
glucanase da linhagem Bl por ml de suspensfio celular, causou uma diminuiciio
mais acentuada da atividade litica, em comparagdo com as leveduras somente
tratadas com 0,075 U de B-1,3 glucanase da linhagem B1 por ml de suspensdo
celular (Tabela 15). A diminuicio da lise de levedura apds pré-tratamento da
suspensdo celular de levedura com protease na concentragdo final 0,75 U/ml pode
ser devido a hidrdlise da B-1,3 glucanase pela protease. A concentracio ou
propor¢iio de protease e B-1,3 glucanase utilizada na lise da parede celular de
leveduras parece ser importante, uma vez que o tratamento prévio com alta

concentracdo de protease resultou em grande diminuig#o da lise de levedura.

A Tabela 16 ilustra que a preparacdo de $-1,3 glucanase da linhagem
Cellulomonas cartae n°191, da mesma forma que a preparacio de B-1,3 glucanase
da linhagem B1, foi capaz de lisar as linhagens de Kluyveromyces lodderi, S.
cerevisiae (levedura de panificacio Fleischmann), S. cerevisicze (levedura de
panificacdo Itaiquara), S. cerevisiae KL-88, S. diastaticus NCYC 713, S. cerevisiae
NCYC 1001, Candida glabrata NCYC 388, NCYC 587 ¢ NCYC 500, sendo que as
linhagens Khwyveromyces marxianus NCYC 587 e Hansenula mrakii NCYC 500
mostraram-se mais sensiveis a P-1,3 glucanase quando comparada com a
susceptibilidade da linhagem de S. cerevisiae K1.-88. As linhagens de leveduras S.
cerevisiae (levedura de panificacdo [Itaiquara) ¢ Candida glabrata NCYC 388
mostraram-se mais resistentes a acdo das fp-1,3 glucanases da linhagem

Cellulomonas cartae n°191.

A Tabela 16 mostra que a adigio de quitinase da linhagem n°191 na
concentracdo final 0,5 U/ml & suspenséo celular de S. cerevisiae K1.-88 contendo B-
1,3 glucanase (0,11 U/ml) da linhagem 191 e o pré-tratamento da suspensfo celular
de S. cerevisine K1-88 com protease da linhagem 191 (0,15 U/ml de suspensio

80



celular de levedura), seguido da adigdo de B-1,3 glucanase da linhagem 191 (0,11
U/ml de suspensdo celular de levedura), aumentou a atividade de lise celular da
levedura em relacdo a atuacdo de somente B-1,3 glucanase da linhagem 191 (0,11
U/ml de suspensfio celular de levedura) sobre a linhagem de levedura. O pré-
tratamento da suspensao de levedura S. cerevisiae KI.-88 com alta concentracfo de
protease da linhagem 191 (0,75 U/ml de suspensdo celular de levedura), seguido da
adi¢do de 0,11 U de B-1,3 glucanase da linhagem 191 por ml de suspensdo de
levedura, ocasionou diminui¢io na atividade de lise da levedura (1,96 U de liticase)
comparada com o valor de lise utilizando somente B-1.3 glucanase (0,11 U/ml de

suspensdo de levedura), em que foi obtido 3,89 U de liticase.

A atividade de lise das células de S. cerevisiae (levedura de panificacdo
Fleischmann) e Klwyveromyces marxianus NCYC 587 aumentou com a adi¢do da
quitinase (0,5 U/ml de suspensdo de levedura) da linhagem n°191 & mistura de
suspensdo celular com B-1,3 glucanase (0,11 U/ml de suspensdo de levedura) da
linhagem n°191.

A adi¢dio de quitinase da linhagem n"191 (0,5 U/ml de suspensio de levedura)
a suspensdo de leveduras contendo 0,11 U de B-1,3 glucanase da linhagem n°191
por ml de suspensdo de levedura, causou diminuicio da lise das linhagens
Klwyveromyces lodderi, S. cerevisiae (levedura de panificagdo Itaiquara), S
diastaticus NCYC 713 e §. cerevisiae 1001, em compara¢do com o tratamento
individual de 0,11 U de B-1.3 glucanase da linhagem n°191 por mi de suspensdo de
levedura (Tabela 16).

A Tabela 16 ilustra também que a combinagdo de B-1,3 glucanase (0,11 U/ml
de suspensdo de levedura) e quitinase (0,5 U/mL de suspensdo de levedura) nido
alteraram a atividade de lise das células de Candida glabrata NCYC 388 e
Hansenula mrakii NCYC 500, em relagdo a agfio isolada da B-1,3 glucanase (0,11

U/ml de suspenséo de levedura ).
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O pré- tratamento das células de Kluyveromyces marxianus NCYC 587 ¢
Hanseunla mrakii NCYC 500 com 0,15 U de protease por ml de suspensdo de
levedura seguido da adi¢do de 0,11 U de B-1,3 glucanase por ml de suspensdio de
levedura, ndo causou alterac#io na lise das leveduras em compara¢do a acdo isolada

de 0,11 U de B-1,3 glucanase por ml de suspensio de levedura.

Tabela 16: Estudo da lise de Kluyveromyces lodderi, levedura de panificac8o Fleischmann,
levedura de panificagio Itaiquara, Saccharomyces cerevisiae KL-88, Saccharomyces
diastaticus NCYC 713, Saccharomyces. cerevisiae NCYC 1001 , Candida glabrata NCYC
388, Kluyveromyces marxianus NCYC 587 e¢ Hansenula, mrakii NCYC 300 utilizando

preparagoes enzimdticas de [f-1,3 glucanase, protease e quitinase  da linhagem
Cellulomonas cartae n° 19].

Enzimas (linhagens) K lodderi | Levedera Levedura Y S h C K H.mrakii
Unidades de atividade / de de cerevisine | diastaticus | cerevisive | glabrata | marxianus NCYC

mi de suspensio panificaciio | panificacsio KL-88 NCYC NCYC NCYC NCYC 560

cefular Fleischmar | Iaignara 713 1001 388 587
t

B-1.3 glucanase (191) 4.5.4 4. 78 3544 3.89.p 4.33.4 3.88:4 | 2.84y | 7.094 0.58.5
0,11 U/mi

B-13 glucanase (191)] 4.3G.4 5.64., 2.7 4.84., 3.09. 1.81sg | 2.844, | 7.66., 8.65+,
0,11 Uiml

+ Quitinase (191} 0.5

Umd

Pré- B-1,3 0.68.¢ 3.09x 0.0 5.07., 0.764¢ 0.0 | 1.98sy | 6.7645 9.00.,
tratamento | glucanase '

Protease (191 4,11

(19D Ulal

0,15 U/ml

Pré- 1.3 0.48.p 3.19.¢ 0.0s¢ 1.964¢ 0.65. 0.0 0.0+ 4,46+ 8.344,
tratamento | glucanase

Protease | (191) 0,11

(191 Urmi

0,75 Ul

* Médias seguidas da mesma letra ,na mesma coluna, nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

(p< 6,05).
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As leveduras K. lodderi, levedura de panificagio Fleischmann, S. cerevisiae
KL-88, S. diastaticus NCYC 713 e C. glabrata NCYC 388 apresentaram menor lise
quando pré-tratadas com 0,15 U de protease por ml de suspensdo de levedura
seguido do tratamento com 0,11 U de B-1,3 glucanase por ml de suspenséo de
levedura, em comparagdo com o tratamento somente com esta ultima enzima. O
aumento da quantidade de protease (0,75 U/ml de suspensdo de levedura) no pré-
tratamento causou uma diminuicdo mais acentuada da lise dessas leveduras.

A levedura de panificagio Itaiquara e a levedura S. cerevisiae NCYC 1001
apresentaram atividade litica igual a zero quando pré-tratadas com protease na
concentracdo final 0,15 U/ml ou 0,75 U/ml seguido do tratamento com 0,11 U/ml de
B-1,3 glucanase.

Diversos pesquisadores relataram que para a lise da parede celular, a
protease deve atuar primeiro (FUNATSU et al.,1978;, KITAMURA, 1982a;
OBATA,1977), ou que as enzimas liticas (proteases ¢ B-1,3 glucanases) devem agir
sinergicamente na lise da parede celular, sendo que as proteases degradam a camada
externa de mananaproteina € as P-1,3 glucanases degradam a camada interna de
glucana (SCOTT & SCHEKMAN, 1980; ZLOTNIK ef al.,1984; ¢ ASENJO et
al ,1985 e SHIMOI et al.,1991b)

FERRO (2002) em estudo recente, verificou que a B-1,3 glucanase
purificada de Cellulomonas cellulans YLM-B191-1 lisou a parede celular de S

cerevisiae ATCC 26602 sem a necessidade de protease litica.
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4.8- Estudo da relacio entre tempo de fermentacio, alteraciio do pH do
meio de cultura, crescimento do microrganismo ¢ producio das enzimas B-1,3
glucanases, proteases liticas e quitinases pela linhagem C. cartae n°191 em
frascos agitados a 30°C e 35°C.

O estudo da relagdo entre tempo de fermentacdo, alteragcdo do pH do meio de
cultura, producdio das enzimas B-1,3 glucanase, protease ¢ quitinase € crescimento
do microrganismo da linhagem de C. cartae n°191 em meio de cultivo III, composto
de parede celular de levedura extraida mecanicamente e sais descrito por SOARES
(2002), em frascos agitados a 200 rpm e nas temperaturas de 30°C e 35°C foram
realizados como descrito no item 3.2.9.1.

A Figura 6 e Tabela 17 ilustram que na fermentacfio da linhagem C. cartae
n°191, em meio de cultura IIl em frascos agitados a 30°C, a B-1,3 glucanase foi
produzida na fase exponencial de crescimento atingindo atividade mdxima de 0,65
U/mL ap6s 24 horas de fermentacdo. Observou-se que a atividade de f-1,3
glucanase no meio de cultura diminuiu lentamente, sendo obtido 0,61 U/mL apés 72
horas de fermentagfio. O sobrenadante do meio de cultura obtido apds 24 horas de
fermentacéio apresentou 0,65 U/ml de $-1,3 glucanase e 0,14 U/mL de protease,
sendo que ndo foi detectado atividade de quitinase (Tabela 17). O pH do meio de

cultura ndo apresentou variacdo significativa durante a fermentagio.
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Figura 6: Estudo da produgdo de p-1,3 glucanase pela linhagem Cellulomonas cartae

#’191 em meio de cultura Il em frascos agitados a 30°C .

Tabela 17: Estudo da producdo de 31,3 glucanase, protease e quitinase pela linhagem

Cellulomonas cartae n’191em meio de creltura IIl em frascos agitados a 30°C.

Tempo (h) pH Massa Celular  U/mide B-1,3 U/ml de U/mi de
{abs 660 nm) glucanase protease quitinase

0 7.35 0.00 0.00 0.15 0.00

7.19 0.04 0.04 0.29 0.00

10 7.17 0.45 0.21 0.17 0.00

24 7.31 0.61 0.65 0.14 0.00

30 7.23 0.59 0.63 0.21 0.00

48 7.25 0.67 0.62 0.29 0.00

72 7.38 0.52 0.61 0.04 0.60
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A Figura 7 ¢ Tabela 18 ilustram que na fermentagfio da linhagem C. cartae
n°191, em meio de cultura I, em frascos agitados a 35°C foi observado maior
produciio da B-1,3 glucanase (0,68U/mL) apos 48 horas de fermentagdo. Nao foi
detectado atividade de protease e quitinase no sobrenadante do meio de cultura no
periodo de 5 a 72 horas de fermentagdo (Tabela 18). O pH do meio de cultura

manteve-se relativamente estdvel durante a fermentacdo.

—a— pH
—g-— Atividade de B-1,3 glucanase (U/mi)

o 81 & Massa Celular (abs 660G nm) - B
— A e ® 7
g i &
2 E 0,6- 48
Fi) =
s 3 | o]
5 © 0,5 T 45
[+ /7]
- ] :
o £

< 0,4 - -4

" & !
5 3 | | pH
e & 0.3 13
T o
L 1
T3 0,2- 2
T = ! b
2 I .
< 0.1+ /f 41

0,0 44— T ’ 1 g ¥ T T d T T - 0

0 12 24 36 48 80 72
Tempo (h}

Figura 7: Estudo da produgdo de (31,3 glucanase pela linhagem Cellulomonas cartae

n°191 em meio de cultura Il em frascos agitados a 35°C.
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Tabela 18: Estudo da produgdo de 31,3 glucanase, protease e quitinase pela linhagem

Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura Ill em frascos agitados a 35°C.

Tempo (h) pH Massa Celular  U/ml de B-1,3 U/l de Ul de
{abs 660 nm) glucanase protease quitinase

0 7.26 0.00 0.00 0.32 0.00

7.14 0.00 0.00 0.00 0.00

10 7.12 0.19 0.42 0.00 0.00

24 724 0.53 0.55 0.00 0.00

30 7.31 0.47 0.54 (.00 0.00

48 7.33 0.55 (.68 0.00 0.00

72 7.25 0.52 0.67 0.00 0.00

O estudo da relacio entre tempo de fermentagio, alteragdo do pH do meio de
cultura, producdo das enzimas B-1,3 glucanase, protease e quitinase e crescimento
da linhagem de C. cartae n°191 em meio de cultura II, composto de levedura seca
instantdnea e sais, descrito por SANTOS (2002), em frascos agitados a 150 rpm €
nas temperaturas de 30% 35°C foram realizados como descrito no item 3.2.9.1.

A Figura 8 e Tabela 19 ilustram que na fermentago da linhagem C. cartae
n°191, em meio de cultura II, em frascos agitados a 150 rpm a 30°C, a maior
produgiio de protease litica ocorreu, apos 30 horas de fermentacdo, na fase
estaciondria. O sobrenadante do meio de cultura obtido apés 30 horas de
fermentagdo apresentou 4,25 U/mL de protease ¢ 0,02 U/mL de B-1,3 glucanase,
sendo que ndo apresentou atividade detectavel de quitinase (Tabela 19). Ndo foi
detectado atividade de quitinase na fermentagdo da linhagem C. carfae n°191 no
meio de cultura II, em frascos agitados a 150 rpm a 30°C apés 72 horas de
fermentacdo. Durante a fermentagdo o pH inicial do meio de cultura diminuiu de

6,63 para 5,8 ap6s 30 horas de fermentacéo.
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Figura 8: Estudo da produgdo de protease pela linhagem Cellulomonas cartae n°191em

meio de cultura IT em frascos agitados a 30°C.

Tabela 19: Estudo da produgdo de protease, -1,3 glucanase e quitinase pela linhagem

Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura Il em frascos agitados a 30°C.

Tempo (h) pH Massa Celular  U/ml de B-1,3 Uimt de Liml de
{abs 660 nm) glucanase protease quitinase

0 6.63 0.00 0.00 0.00 0.00

5 6.55 .85 0.00 0.09 0.00

10 6.27 0.88 0.01 2.45 0.00

24 5.90 8.91 0.01 3.33 .00

30 5.80 0.56 0.02 4.25 0.00

48 5.84 0.36 0.09 2.11 0.00

72 6.11 0.15 0.15 1.56 0.00
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A Figura 9 e Tabela 20 ilustram que na fermenta¢fio da linhagem C. cartae
n°191, em meio de cultura II, em frascos agitados a 150 rpm a 35°C, a maior
produciio de protease litica ocorreu, apds 30 horas de fermentaglo, apos a fase
estacionaria. O sobrenadante do meio de cultura obtido apds 30 horas de
fermentacfo apresentou 6,34 U/mL de protease e 0,04 U/mL de pP-1,3 glucanase,
sendo que ndo apresentou atividade detectavel de quitinase (Tabela 20). Nio foi
detectado atividade de quitinase na fermentagfo da linhagem C. carfae n°191 em
meio de cultura II, em frascos agitados a 150 rpm a 35°C ap6s 72 horas de

fermentagdio. O pH do meio de cultura variou de 7,06 para 5,78 apds 30 horas de

fermentacfo.
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Figura 9: Estudo da produgdo de protease pela linhagem Cellulomonas cartae n°191 em

meio de cultura Il em frascos agitados a 35°C .

93



Tabela 20: Estudo da producdo de protease, 1,3 glucanase e quitinase pela linhagem

Cellulomonas cartae n°191em meio de cultura Il em frascos agitados a 35°C.

Tempo (h) pH Massa Celular  U/mi de §-1,3 Uiml de U/ml de
{abs 660 nm) glucanase protease quitinase

0 7.06 0.00 0.00 0.00 0.00

5 6.75 0.81 0.00 0.00 0.00

10 5.9 0.82 0.01 2.65 0.00

24 5.78 0.89 0.04 3.64 0.00

30 5.78 0.15 0.04 6.34 ¢.00

48 5.86 0.10 0.04 2.14 0.00

72 6.07 0.10 0.27 1.20 0.00

Na fermentacdo da linhagem C. carfae n°191 em meio de cuitura I contendo
Jevedura seca instantanea e sais descrito por SANTOS (2002), foi obtido maior
producio de protease litica (6,34 U/mL) na temperatura de 35°C (Figura 9), do que
na fermentacdo a 30°C (Figura 8) em que foi obtido 4,25 U/mL.

O estudo da relacdo entre tempo de fermentagio, alteragdo do pH do meio de
cultura, produgfo das enzimas quitinase, B-1,3 glucanase e protease e crescimento
da linhagem de C. cartae n°191 em meio de cultura IV, composto de quitina
neutralizada, extrato de levedura, triptona e sais, descrito por YAMAGUCHI (2002),
em frascos agitados a 150 rpm e nas temperaturas de 30°¢ 35°C foram realizados
como descrito no item 3.2.9.1.

A Figura 10 e Tabela 21 ilustram que na fermentagfo da linhagem de C.
cartae 1°191 em meio de cultivo IV a 30°C a maior produgsio de quitinase ocorreu
apds 72 horas de fermentagdo. O sobrenadante do meio de cultura obtido apos 72
horas de fermentacio apresentou 0,85 U/mL de quitinase; 0,05 U/mL de p-1,3
glucanase ¢ 0,08 U/mL de protease (Tabela 21).
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Figura 10: Estudo da producdo de quitinase pela linhagem Cellulomonas cartae n’191 em

meio de cultura IV em frascos agitados a 30°C.

Tabela 21: Estudo da producio de quitinase, p-1,3 glucanase e protease pela linhagem

Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura IV em frascos agitados a 30°C.

Tempo (h) pH Massa Celular  U/mi de $-1,3 U/ml de Urmi de
{abs 660 nm) glucanase protease quitinase

0 6.67 .00 0.060 0.00 0.00

24 7.68 0.35 0.02 0.00 0.00

48 7.16 0.36 0.03 0.00 0.00

33 7.08 0.70 0.03 0.00 0.13

58 7.08 1.00 0.05 0.00 0.28

72 7.02 0.99 0.05 0.08 0.85

78 7.32 1.25 0.08 6.10 0.60

A Figura 11 e Tabela 22 ilustram que a produgdo maxima de quitinase pela

linhagem de C. carfae n°191 em meio de cultura [V ocorreu apés 72 horas de
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fermentagdo a 35°C. O sobrenadante do meio de cultura obtido apds 72 horas de
fermentagdio apresentou 1,0 U/mL de quitinase; 0,05 U/mL de B-1,3 glucanase ¢
0,08 U/ml de protease (Tabela 22). Comparando-se a produciio de quitinase no
meio de cultivo IV nas temperaturas de 30°C (Figura 10 e Tabela 21) e 35°C
(Figurall e Tabela 22), foi obtido maior produgdo de enzima a 35°C.
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Figura 11: Estudo da producdo de quitinase pela linhagem Cellulomonas cartae n’191 em

meio de cultura IV em frascos agitados a 35°C.
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Tabela 22: Estudo da produgdo de quitinase, [ -1,3 glucanase e protease pela linhagem

Cellulomonas cartae n°191 em meio de cultura IV em frascos agitados a 35°C.

Tempo (h) pH Massa Celular  Ufml de B-1,3 Uml de U/mi de
{abs 660 mum) glucanase protease quitinase

h 6.61 0.00 0.00 0.02 0.00

24 7.09 0.55 0.0t 0.09 6.00

48 7.47 0.76 0.01 0.10 0.00

53 7.39 1.02 0.05 0.24 0.00

58 7.55 1.04 0.05 0.16 .10

72 7.79 1.04 0.05 0.08 1.00

78 7.95 1.03 0.05 0.10 1.00

4.9- Obtencido da preparacio enzimatica de fp-1,3 glucanase da
linhagem C. cartae n°191 para a lise de leveduras.

A preparagio enzimdtica de B-1,3 glucanase da linhagem Cellulomonas
cartae n°191 para a lise de leveduras foi preparada como descrito no item 3.2.9.2. A
prepara¢do enzimdtica de B-1,3 glucanase foi fracionada com sulfato de amdnio
60% de saturacdo ¢ apresentou 0,75 U/ml de B-1,3 glucanase e atividade ndo

detectavel de protease e quitinase.

4.10- Aplicacio da p-1,3 glucanase da linhagem C. cartae n°191
fracionada com sulfato de amdnio 60% de saturacéo na lise de leveduras.
4.10.1- Planejamento experimental para a andlise dos efeitos de
diferentes variaveis na lise de levedura.
O planejamento fatorial completo para a andlise da influéncia das varidveis
independentes (tempo de crescimento da levedura, condi¢des de agitagiio para
cultivo da levedura, pH para a lise e temperatura para a lise) na lise da levedura

Saccharomyces cerevisiae KL-88 foi realizado como descrito no item 3.2.10.1.

101



A Tabela 23 ilustra os valores reais das varidveis utilizadas no planejamento

fatorial completo.

Tabela 23: Valores reais ou decodificados utilizados no planejamento fatorial completo.

Niveis
Varidveis - 0 1
independentes
Temperatura (°C) 25 30 35
pH 6.5 7.5 8.5
Tempo (h) 10 20 30
Agitacio (rpm) 0 160 200

Como mostra a Tabela 24 foram realizados 16 ensaios com diferentes
combinagGes entre as varidveis estudadas e 3 repetigdes no ponto central, totalizando

19 experimentos.

Tabela 24: Planejamento experimental completo codificado do estudo da lise da levedura

S. cerevisiae KL-88 utilizando a 1,3 glucanase da linhagem C. cartae n°l91.

Ensaios Temperatura pH Tempo de Condigdes de Atividade
Q) Fermentacdo  agitagfio para  Jifica (U/ml)
dalevedura crescimento da
levedura
1 -1 -1 -1 -1 4.54
2 1 -1 -1 -1 7.08
3 -1 1 -1 -1 294
4 1 1 -1 -1 426
5 -1 -1 1 -1 0.83
6 1 -1 1 -1 2.12
7 -1 i i -1 111
8 1 1 1 -1 3.06
9 -1 -1 -1 1 2.75
10 1 -1 -1 1 4.08
11 -1 1 -1 1 2.13
12 1 1 -1 1 3.49
13 -1 -1 i 1 1.16
14 1 -1 1 2.21
15 -1 1 1 1 2.01
16 1 1 i 1 2.12
17 0 0 0 0 3.42
18 0 0 0 0 312
19 0 0 0 0 3.39
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A Tabela 24 ilustra que quando a levedura S. cerevisiae KI1.-88 foi submetida
4 agdo da enzima litica B-1,3 glucanase nas condi¢bes do ensaio 2 (10 horas de
crescimento estatico da levedura e pH 6,5 e 35°C na determinacfo da atividade

litica), foi obtida a maior atividade litica (7,08 U/ml), dentre as condig¢des relatadas

no planejamento experimental.

A Tabela 25 apresenta os efeitos das varidveis (temperatura para a lise da
levedura, pH para a lise da levedura, tempo de fermentagio para a obtencio da
massa celular de levedura para a lise, condigdes de agitagfio para obtencio da massa
celular de levedura para a lise) sobre a atividade litica.

A temperatura apresentou efeito positivo significativo na lise da levedura S.
cerevisine K1.-88, desta forma verificou-se maior atividade litica quando a

temperatura foi aumentada de 25°C para 35°C.

As variaveis pH para a lise da levedura, tempo de fermentacdo para a
obtencdo da massa celular de levedura para a lise, condi¢Oes de agitacio para
obtencdo da massa celular de levedura para a lise apresentaram efeito significativo
na lise da levedura, no entanto, o efeito foi negativo. Desta forma verificou-se que as
condi¢Ges para maior atividade de lise de levedura dentre os valores estudados
foram os niveis inferiores das varidveis pH para a lise da levedura, tempo de
fermentacdo para a obtencfio da massa celular de levedura para a lise, condigdes de
agitacdo para obtencdo da massa celular de levedura para a lise, ou seja, pH 6,5;
10 horas para cultivo da levedura e obtencfio da massa celular sem agitagio dos

frascos.

A interacfo das variaveis temperatura para a lise da levedura e agitacdo dos
frascos para obtengdo de massa celular de levedura provocaram um efeito negativo
significativo; enquanto que a combinacfio das varidveis pH para a lise de levedura e
tempo de fermentacio para a obtengfio da massa celular de levedura para a lise ¢

também a combinacio das variaveis tempo de fermentagdo para a obtenciio da massa
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celular de levedura para a lise e condicdes de agitagdio para obtencdo da massa
celular de levedura, resultaram em um efeito positivo estatisticamente na lise da

levedura S. cerevisiae K1.-88 pela preparacio enzimética de B-1,3 glucanase.

Tabela 23: Estimativa dos efeitos para a atividade litica.

Efeito  Desvio t(2) P Lim. Lim

U/ml  Padriae Conf.- Conf.+
95% 95%
Média 2.93 0.03 78.04 0.000 2.77 3.09
1 Temperatura (L)* 1.36 0.08 16.68 0.003 1.01 172
2 pH (L)* -0.45 0.08 -5.52  0.031 -0.80 -0.10
3 Tempo (L)* -2.08 0.08  -2537  0.001 -2.43 172
4 Agitacdo (L)* -0.74 0.08 -9.11 0.011 -1.10 -(0.39
ILx2L -0.18 0.08 -2.29 0.148 -0.54 0.16
1L x 3L -0.27 0.08 -3.29 0.081 -0.62 0.08
1L x4L* -0.40 0.08 -4.96 0.038 -0.76 -0.05
2L x3L=* 0.94 0.08 11.57 0.0067 .59 1.30
2L x 4L 0.34 0.08 4.19 0.052 -0.00 0.69
3L x 4L* 0.84 0.08 10.28 0.009 0.49 1.19

*Fatores estatisticamente significativos (95% de confianga).

A Tabela 26 e 27 apresentam, respectivamente, o coeficiente de regressio, o
desvio padrdo e os limites de confianca para a atividade litica, e a analise de
variancia (ANOVA).

A Tabela 27 mostra que foi obtido coeficiente de correlagdio de 0,92, ¢ o teste
F foi 7,05 vezes maior que o valor tabelado, para 95% de confianga. Os pardmetros
temperatura X pH, temperatura x tempo de crescimento e pH x agitacdo, ndo foram
estatisticamente significativos, assim sendo, foram eliminados do modelo e

adicionados a falta de ajuste.
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Tabela 26: Resultados do coeficiente de regressdo, desvio padrdo e limites de confianga,

provenientes do planejamento fatorial completo, para a atividade litica .

Coef. de  Desvio Lim. Lim
Regressio Padrido Cenf.- Conf+
95% 95%

Média 2.93 0.03 277 3.09

i Temperatura (L)*  0.68 0.04 0.50 0.86
2 pH (L)* 0.22 0.04 -0.40 -0.05

3 Tempo (L)* -1.04 0.04 -1.21 -0.86
4 Agitagiio (L)* 0.37 0.04 -0.55 -0.19
1L x2L -0.09 0.04 -0.27 0.08

1L x3L -0.13 0.04 -0.31 0.04

1L x 4L* -0.20 0.04 -0.38 -0.02

2L x 3L* 0.47 0.04 0.29 0.65

2L x 4L 0.17 0.04 -0.00 034

3L x 4L* 0.42 0.04 0.24 0.59

*Fatores estatisticamente significativos (95% de confianga).

Tabela 27: Andlise de varidncia para a atividade de liticase.

Fonte de Soma Graus de Média F calculado
Variaciio Quadritica Liberdade  Quadratica
Regressao 35.60 3 11.66
61.36
Residuos 2.92 15 0.19
Falta de 2.86 13 0.22
Ajuste
Erro Pure 0.05 2 0.02 11
Total 37.93 18

Coeficiente de correlacio: R* = 0,92
Fealculado 0,95;3;15=8,7
Fcalculado/Ftabelado = 7,05
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As superficies de resposta e as curvas de contornos da resposta de atividade
litica sobre a levedura S. cerevisiaze K1.-88, foram obtidas de acordo com o modelo

estatisticamente significativo a 95% de confianga, apresentado pela equagio abaixo:

Egquacdo 1.

Atividade litica = 2,93 + 0,68 . temperatura — 0,22 . pH — 1,04 . tempo — 0,37
- agitacdo — 0,20 temperatura . agitacdo + 0,47 . pH . tempeo + 0,42 . tempo .

agitacio.
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Figuras 12a ¢ 12b: Superficies de resposta e curvas de contorno do efeito do tempo

de fermentagdo para a obtencdo de massa celular de levedura e da temperatura da
mistura de reacdo na lise da levedura

As TFiguras 12a e 12b ilustram que foi obtido maior atividade de lise da

levedura S. cerevisice K1-88 pela B-1,3 glucanase, na temperatura de 35°C e

utilizando-se células de levedura na fase exponencial de crescimento com 10 horas
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de fermentagdo. A Tabela 25 ilustra que a varidvel, tempo de fermentagio para a
obtencdo da massa celular de levedura foi o pardmetro que exerceu maior influéneia

na lise de leveduras (-2,08), seguido da temperatura de lise das leveduras (1,36).

KANEKO et al. (1973) estudaram a susceptibilidade de células de leveduras
como as linhagens de Saccharomyces e Candida, a lise enzimatica. Os autores
verificaram que as células de leveduras sdo mais facilmente lisadas apoOs tratamento
térmico e que as leveduras na fase exponencial de crescimento sdo mais facilmente
lisadas do que aquelas obtidas na fase estacionaria .

Em 2002, GUILLOUX-BENATIER et al. estudaram a atividade de lise da B-
1,3 glucanase produzida pela bactéria Oenococcus oeni sobre células de
Saccharomyces cerevisine em diferentes fases de crescimento. Os autores
verificaram que a B-1,3 glucanase foi capaz de lisar células vidveis e mortas de S.
cerevisiae, sendo que as células nas fases de crescimento exponencial ¢ na fase

estacionaria, foram lisadas mais facilmente.
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Figuras 12¢ e 12d: Superficies de resposta e curvas de contorno do efeito do pH e

da temperatura de mistura de reagdo na lise da levedura,

As Figuras 12¢ e 12d ilustram que a levedura S. cerevisiae KL-88 foi mais
susceptivel a lise pela B-1,3 glucanase na faixa de pH em tomo de 6,5 ¢ na
temperatura ao redor de 35°C. A varidvel independente pH apresentou um pequeno

efeito na lise da levedura estudada (-045), enquanto que a temperatura teve maior

efeito na lise da parede celular do microrganismo.
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Figuras 12¢ e 12f: Superficies de resposta e curvas de contorno do efeito das condigdes de

agitacdo para obtengdo de massa celular de levedura e da temperatura de mistura de

reagdo na lise da levedura.

As Figuras 12e e 12f ilustram que a levedura S. cerevisiae KL-88 obtida de
meio de cultivo sem agitagio foi mais susceptivel a lise pela B-1,3 glucanase e que a
temperatura mais adequada para a lise foi a 35°C. A Tabela 25 ilustra que o

parimetro agitagiio dos frascos para obtengdo de massa celular de levedura

apresentou um efeito de ~0,74.
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Figuras 12g e 12h: Superficies de resposta e curvas de contorno do efeito do tempo de

fermentagdo para a obten¢do da massa celular de levedura e pH da mistura de reacdo na
lise da levedura.

As Figuras 12g e 12h ilustram que as células de levedura obtidas na fase

exponencial de crescimento sdo mais susceptiveis a lise pela B-1,3 glucanase ¢ que a

lise da levedura ¢ mais eficiente em pH 6,5.
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Figuras 12i e 12j: Superficies de resposta e curvas de contorno do efeito das condi¢es de

agitacdo para obtencdo de massa celular de levedura e do pH da mistura de reagdo na lise

da levedura.

As Figuras 121 e 12j mostram que os niveis inferiores das varidveis agitagio
dos frascos para obtengfio de massa celular de levedura e pH para a lise, dentre os

valores estudados, apresentaram maior efeito na lise da parede celular da levedura S.

cerevisiae K1.-88 pela preparagfo enzimaética de B-1,3 glucanase de C. carfae n°191.
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Figuras 12k e 121: Superficies de resposta e curvas de contorno do efeito do tempo

de fermentacdo para a obtengdo de massa celular de levedura e das condigdes de

agitacdo para a obtengdo da massa celular de levedura para a lise da levedura.

As Figuras 12k ¢ 121 ilustram que as c€lulas de leveduras obtidas apés 10 h
de fermentagiio e sem agitagdio dos frascos mostraram-se mais susceptiveis a lise

enzimatica pela preparacdo enzimatica de B-1,3 glucanase de C. cartae n°191.
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4.10.2- Estudo do efeito da cisteina e P-mercaptoetanol na lise da

levedura .S. cerevisiae K1.-88.

Os efeitos dos compostos cisteina e B-mercaptoetanol, nas concentragdes 1,
10 e 100 mM, na lise enzimatica da levedura S. cerevisiage KL-88 pela PB-1,3

glucanase da linhagem C. cartae n°191, foi testado como descrito no item 3.2.10.2.

A analise dos dados foram realizados pelo programa MSTAT-C (1988)

usando o teste de Tukey a 95% de confianca.

Como mostra a Tabela 28 a maior atividade de lise (19,54 U/ml) ocorreu na
mistura de reacdo contendo 1mM de cisteina e 0,11 U de B-1,3 glucanase por ml de
suspensio de levedura. A aplicag@io de 10 mM de cisteina juntamente com 0,11 U de
B-1,3 glucanase por ml de suspensdio de levedura, resultou em pequeno aumento da
atividade de lise da levedura em comparagiio com a aco individual de 0,11 U de B-
1,3 glucanase por ml de suspens@o de levedura. A atividade litica da levedura pela
preparagdo de 0,11 U de B-1,3 glucanase por ml de suspensdo de levedura e 100
mM de cisteina foi nula. Altas concentragdes de cisteina parecem inibir a atividade

da enzima litica B-1,3 glucanase.

A adi¢fio de 1 mM de B-mercaptoetanol na suspensio celular contendo 0,11
U/ml de B-1,3 glucanase aumentou a atividade de lise de S. cerevisiae KL-88, em
comparag@o a aclo isolada da enzima litica. Concentragdes maiores do reagente,

como 10 e 100 mM, provocaram um acréscimo estatisticamente igual na atividade

litica do microrganismo (Tabela 28).

Segundo DOI et al (1973), a B-1,3-glucanase 1 produzida por
microrganismos do género Arthrobacter causa lise em células jovens de leveduras
na presenca de B-mercaptoetanol e 0,6 M de KCl.

Segundo KANEKO et al. (1973), as células de leveduras sdo mais

susceptiveis & lise enzimatica quando tratadas com 2-mercaptoetanol ou cisteina.

A fragdo A da preparagdo comercial Zymolyase, composta por uma $-1,3

121



glucanase, € capaz de causar lise da parede celular de leveduras somente na presenca
de 2-mercaptoetanol. Segundo KITAMURA (1982a) o 2-mercaptoetanol exerce o
papel de uma protease litica, destruindo a camada externa de mananaproteina da
parede celular e permitindo o acesso da B-1,3 glucanase a camada de glucana.

No presente estudo, verificou-se que a $-1,3 glucanase da linhagem C. cartae
n°191 foi capaz de lisar células viaveis de leveduras sem a necessidade de cisteina e
B-mercaptoetanol, no entanto, a lise da levedura S. cerevisige KIL-88 foi aumentada
em aproximadamente 10 U/ml de atividade litica quando tratada com B-1,3

glucanase e 1 mM de cisteina.

Tabela 28: Estudo do efeito da cisteina e [B-mercaptoetanol nas concentracies de 1, 10 e

100 mM, utilizando B-1,3 glucanase da linhagem C. cartae n°l9] sobre a levedura S.

cerevisiae KL-88.

Testes Atividade litica Testes Atividade litica
(U/mb) (Ufml)
B-1,3 glucanase 9.81 «¢ B-1,3 glucanase 7644
(0,11 Urmi de suspensdo de levedura) (6,11 U/ml de suspensfio de levedura)
I mM de cisteina + B-1,3 glucanase 19.54 <5 1 mM de B-mercaptoetanot + B-1,3 glucanase 8.63 »5

0,11 U/t de suspensio de leved
(0.11 U/ml de saspensdo de levedura) ( s 0 de levedura)

10 mM de cistefna + B-1,3 glucanase 10.06 «5 10 mM de B-mercaptoetanol + B-1,3 glucanase 9.08 .
(0,11 U/ml de suspensdo de levedura) (0,11 U/mt de suspensiio de levedura)

100 mM de cisteina + B-1,3 glucanase 0xp 100 mM de B-mercaptoetanol + B-1,3 glucanase 9.2
(0,11 U/mi de suspenso de levedura) (0,11 U/mi de suspensio de fevedura)

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

A Figura 13 mostra suspensdes de células da levedura S, cerevisiae K1.-88
tratadas com B-1,3 glucanase e com a acdo conjunta da B-1,3 glucanase e cisteina 1

mM, apos 1 hora de reagiio com agitacio em intervalos de tempo regulares.
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Verificou-se que a turbidez das suspensdes de células tratadas com 0,11 U de B-1,3
glucanase por ml de suspensio de levedurae 0,11 U/ml de suspenséo de levedura
de B-1,3 glucanase acrescida de cisteina imM, é menor em relagdo aos scus

respectivos controles, os quais ndo apresentam a enzima na mistura de reagdo.

i

* siroie

e anage

A B C D

Figura 13: Lise das suspensdes de células de S. cerevisiae KL-88 utilizando-se a enzima -

1,3 glucanase de C. cartae n°191 e cisteina | mM.

>

Controle: Suspensdo de leveduras em tampdo.

¥

Teste: Suspensdo de leveduras em tamplo + B-1,3 glucanase de

Cellulomonas cartae n°191.

G

Controle: Suspensfo de leveduras em tampéo contendo cisteina 1mM.

v

Teste: Suspensio de leveduras em tampéo contendo cisteina ImM + $-1,3

glucanase de Cellulomonas cartae n°191.



4.10.3- Extraciio de B-frutofuranosidase ou invertase de Saccharomyces

cerevisiae K1.-88 e Kluyveromyces marxianus NCYC 587.

A extracdo de enzimas intracelulares ou ligadas a célula através de lise

enzimética de leveduras utilizando a B-1,3 glucanase de Cellulomonas cartae n°191

foi testada como descrito no item 3.2.10.3.

Verificou-se que a invertase ou B-frutofuranosidase de Saccharomyces
cerevisine K1L-88 e Kluyveromyces marxianus NCYC 587 podem ser extraidas com

o tratamento de massa celular com p-1,3 glucanase de C. cartae n°191.

Foi obtido 429.01 U de atividade de invertase/mg de massa celular seca de S.
cerevisiae K1L-88 ¢ 872.64 U de atividade de invertase/mg de massa celular seca de
K. marxianus NCYC 587, apés tratamento das leveduras com a B-1,3 glucanase

durante 60 minutos a 35°C.

4.10.4- Efeito do tratamento enzimatico com a j-1,3 glucanase da

linhagem C. cartae n°191 na lise de leveduras com ultra-som.

O efeito do pré-tratamento das leveduras Saccharomyces cerevisiae KL-88 ¢
Kluyveromyces marxianus NCYC 587 com a B-1,3 glucanase, na lise da parede

celular, com ultra-som, foi testado como descrito no item 3.2.10.4.

As Tabelas 29 e 30 ilustram que o pré-tratamento das leveduras S. cerevisiae
KL-88 ¢ K. marxianus NCYC 587 aumentou a susceptibilidade das leveduras ao
tratamento com ultra-som. Foi obtido aumento da extracdo de invertase e proteinas

com o tratamento prévio das leveduras.

Apés tratamento ultrasdnico da suspenséo de S. cerevisiae KL-88 durante 10
e 20 segundos a 180 W foram obtidos, respectivamente 115.82 ¢ 171.68 U de

atividade de invertase/mg de massa celular seca. ApoOs pré-tratamento com 0,11

U/ml de B-1,3 glucanase e tratamento posterior durante 10 e 20 segundos a 180 W
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foram obtidos, respectivamente, 458.43 e 448.07 U de atividade de invertase/mg de
massa celular seca, que correspondem a um aumento de 395.8% e 261%,

respectivamente, em relagfio ao tratamento somente com ultra-som.

O tratamento prévio das células de K marxianus NCYC 587 com a

preparagdo enzimdtica de B-1,3 glucanase da linhagem C. cartge n°191 também

aumentou a exftracio de invertase e proteinas das células da levedura.

Tabela 29: Aplicacdo da 1,3 glucanase da linhagem C. cartae n°I91 na extracdo de

invertase de S. cerevisice KL-88 ¢ no tratamento das células de levedura com

ultrasonicador.
Tratamentos Ude Proteinas totais (ug/ml)
Invertase

B-1,3 glucanase (0.11 Uml de suspensio de levedura) 429.01 -

107/180W 115.82 178.48
B-1,3 glucanase (0,11 Usml de suspensio de levedura) + 107/180W 458.43 404.96
207/180W 171.68 188.4
B-1,3 glucanase (0,11 Umi de suspensio de levedura) + 207/ 180W 448.07 397.24

Tabela 30: Aplicacdo da 1,3 glucanase da linhagem C. cartae n°191 na extracdo de

invertase de K. marxianus NCYC 587 e no tratamento das células de levedura com

ultrasonicador.
Tratamentos Ude Proteinas Ttotais

Invertase (ug/ml)

B-1,3 glucanase (0,11 U/ml de suspensio de levedura) 872.64 -

107/180W 258.45 57.92

B-1,3 glucanase (0,11 U/ml de suspensio de leveduray+ 107°/180W 930.73 377.64

20™/180W 322.91 58.72

B-1,3 glucanase (0,11 U/mi de suspensiio de leveduray+ 20°/1 80W 1088.07 379.56
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5- CONCLUSOES

As linhagens de bactérias B26 e Cellulomonas cartae n°191 apresentaram
maior produc¢fio de protease em meio de cultura II otimizado composto de 8% de
levedura seca instantinea, descrito por SANTOS (2002), entre as linhagens testadas.

As linhagens Bl e Cellulomonas cartae n° 191 apresentaram maior
produgio de P-1,3 glucanase em meio de cultura Il otimizado contendo 1% de
indutor parede celular de levedura obtida por rompimento mecénico, descrito por
SOARES (2002), entre as linhagens testadas.

A linhagem Cellulomonas cartae n°191 apresentou maior produgio de
quitinase em meio de cultivo IV otimizado contendo 1,5% de quitina neutralizada,
descrito por YAMAGUCHI (2002), entre as linhagens testadas.

Os sobrenadantes dos meios de cultura obtidos da fermentagdo das
linhagens B1 e Cellulomonas cartae n°191 fermentadas em meio de cultivo HI
contendo 1% de levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill, que apresentaram
alta atividade de B-1,3 glucanase, mostraram maior atividade de lise de levedura,
respectivamente, 5,57 e 5,95 unidades de liticase, comparado com os sobrenadantes
do meio de cultura contendo alta atividade de protease e aqueles contendo alta
atividade de quitinase.

No estudo do fracionamento das enzimas liticas, a saturagdo do
sobrenadante do meio de cultura com 60% de sulfato de amonio, foi adequada para a
precipitacio e obtengdo de protease, -1,3 glucanase e quitinase. A preparagéo de
protease obtida, do sobrenadante de meio de cultura I através do fracionamento
com sulfato de aménio 60% de saturagdo, da linhagem B26 apresentou 10,45 U/ml
de protease € da linhagem 191, 11,94 U/ml de protease. A preparagdo de B-1.3
glucanase, obtida do sobrenadante de meio de cultura III através do fracionamento

com sulfato de aménio 60% de saturagio, da linhagem B1 apresentou 2,5 U/ml de B-
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1,3 glucanase e 0,64 U/ml de protease e a preparacdo da linhagem 191 apresentou
3,6 U/ml de B-1,3 glucanase. A preparacio de quitinase, obtida do sobrenadante de
meio de cultura IV através do fracionamento com sulfato de aménio 60% de
saturacdo da linhagem 191 apresentou 8,2 U/ml de quitinase, 0,12 U/ml de B-1,3
glucanase e 0,37 U/ml de protease.

As preparagles de B-1,3 glucanase das linhagens B1 e Cellulomonas cartae
n°191 obtidas do sobrenadante do meio de cultura I1I através de fracionamento com
sulfato de amonio, apresentaram atividade de lise das leveduras Kluyveromyces
lodderi, Saccharomyces cerevisiae (levedura de panificacdo Fleischmann),
Saccharomyces cerevisiae (levedura de panifica¢fio Itaiquara) e sobre as linhagens
“killer” Saccharomyces cerevisiae KI.-88, Saccharomyces diastaticus NCYC 713,
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1001, Candida glabrata NCYC 388,
Kluyveromyces marxianus NCYC 587 e Hansenula mrakii NCYC 500. As linhagens
Kluyveromyces marxianus NCYC 587 e Hansenula mrakii NCYC 500 mostraram
mais sensiveis a acdo das B-1,3 glucanases e as linhagens de levedura Itaiquara e
Candida glabrata NCYC 388 mostraram-se mais resistentes a acdo das B-1,3
glucanases, quando comparada com a susceptibilidade das células da linhagem de §.
cerevisiae K1.-88 a preparacdo enzimatica.

A adiglo da preparagfio de quitinase, obtida do sobrenadante do meio de
cultura IV através de fracionamento com sulfato de aménio, da linhagem
Cellulomonas cartae n°191, em alguns casos aumentou a susceptibilidade das
leveduras a lise celular.

O pré-tratamento das suspensdes das leveduras com a preparacio de protease
obtida do sobrenadante do meio de cultura II através de fracionamento com sulfato
de amdnio, da linhagem Cellulomonas cartae n°191, diminuiu a lise das leveduras
principalmente quando utilizada em altas concentrages.

A maior produgdo de B-1,3 glucanase da linhagem Cellulomonas cartae

n°191 em meio de cultura III (SOARES, 2002) ocorreu a 35°C ap6s 48 horas de
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fermentacdo a 200 rpm, apresentando 0,68 U/ml de -1,3 glucanase no sobrenadante
do meio de cultura. Entretanto, atividade de B-1,3 glucanase muito préxima (0,65
U/ml) foi obtida na fermentagio do microrganismo a 30°C durante 24 horas.

A maior producdo de protease da linhagem Cellulomonas cartae n°191 em
meio de cultura II (SANTOS, 2002) ocorreu a 35°C ap6s 30 horas de fermentacio a
150 rpm, apresentando 6,34 U/ml de protease no sobrenadante do meio de cultura.

A maior produgdo de quitinase da linhagem Cellulomonas cartae n°191 em
meio de cultura IV (YAMAGUCHI, 2002) ocorreu a 35°C apés 72 horas de
fermentagdo a 150 rpm, apresentando 1,00 U/ml de quitinase no sobrenadante do
meio de cultura.

No estudo das superficies de respostas e das curvas de contorno referentes ao
planejamento fatorial completo, foi obtido maior atividade de lise da levedura
Saccharomyces cerevisiage KL-88 utilizando-se a preparacio enzimatica de B-1,3
glucanase em pH 6,5 e a 35°C. As células de Jeveduras obtidas ap6s 10 horas de
fermentagdo em frascos sem agitagio mostraram-se mais susceptiveis a lise pela B-
1,3 glucanase de C. cartae n°191.

Foi obtido maior lise da levedura S. cerevisiae KL-88 quando a suspensZo de
células da levedura foi submetida ao tratamento com $-1,3 glucanase (0,11 U/ml de
suspensio de levedura) e cisteina ImM. Concentragdes mais elevadas de cisteina ¢
concentracdes de 1, 10 e 100 mM de B-mercaptoetanol, contribuiram pouco ou ndo
contribuiram para a lise da parede celular da levedura.

A enzima invertase intracelular ou ligada 4 célula de S. cerevisiae KL-88 e K.
marcianus NCYC 587 foi extraida apds tratamento da massa celular de levedura
com B-1,3 glucanase da linhagem C. cartae n°191 (0,11 U/ml de suspensd@o de
levedura), obtida por fracionamento com sulfato de amonio 60% de saturacdo.

O tratamento prévio das células de S. cerevisiae K1-88 ¢ K marxianus
NCYC 587 com a enzima B-1,3 glucanase da linhagem C. cartae n°191, aumentou a

susceptibilidade das células de levedura a lise com ultra-som.
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