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RESUMO

Com o objetivo de obter leveduras produtoras de inulinases com propriedades biotecnolégicas
interessantes fez-se o isolamento de leveduras a partir de suco da planta Agave ¢ residuos da
industria de sisal (substratos ricos em inulina). Para a sele¢@o de linhagens tolerantes a pH
baixo e altas temperaturas, utilizou-se o sistema “Microtiter Reader” automatizado para
reduzir tempo, custo e méio-de-obra. A caracterizaglio taxondmica incloiu técnicas
convencionais, quimictaxondmica e taxonomia numérica. Foram isoladas 79 leveduras a partir
de 4 locais de coleta em condigio seletiva (meio de cultura contendo inulina em diferentes
temperaturas). A caracterizacfo morfolégica e bioquimica, junto com a determinaco do tipo
de coenzima-Q (quinona) foram utilizadas na identificacBo de 73 leveduras ascomicéticas
compreendendo os estados anamorficos: 42 linhagens de Candida kefir (estado teleomérfico
Kluyveromyces marxionusy, 11 linhagens de Candida lusitanice (estado teleomorfico
Clavispora lusitaniae) e 6 linhagens de Candida guilhermondii (estado teleomérfice Pichia
guithermondiiy, 14 isolados semelhantes & espécie Pichio strasburgensis, gque ndo
apresentaram reproduclio sexuada; e 6 leveduras deuteromicéticas identificadas como
pertencentes a espécie Rhodotorula yubra. Na analise por taxonomia numerica, utilizou-se 58
caracteristicas fenotipicas para o célculo da similaridade entre as leveduras (coeficientes
“simple matching” e Jaccard) ¢ foram construidos dendogramas através dos programas
computacionais X e NTSYS. As leveduras foram agrupadas em sete “clusters”. Trés “clusters™
Qs Oy e Qyq apresentaram boa defimi¢Bio ¢ incluiram 18 linhagens de Candida kefyr, 10
linhagens de Pichia strasburgensis e os 6 representantes da espécie Rhodotorula rubra,
respectivamente. Um “cluster”, denominade Major, apresentou-se heterogéneo reunindo
linhagens das espécies C. kefir (24), C. lusitaniae (8), C. guilhermondii (3} e Pichia
strashurgensis (2) confirmando a semelhanca em relaco as caracteristicas morfoldgicas e
bioguimicas observada na taxonomia convencional, na auséncia das caracteristicas
relacionadas & reprodugio sexuada. A estratégia de seleclio utilizada comprendeu o teste do
crescimento dos isolados em meios minimo (YNB) e complexo (YEP) acrescidos de inulina
emn diferentes condicdes de pH e temperatura. Os dados de cinética de crescimento foram
comparados e foram selecionadas 20 lichagens de Candida kefyr com constante especifica de
erescimento {0 = 0,50 em meio minime (YNB) pH 4,0 € a temperatura de 30°C. Onze
linhagens apresentaram atividade enzimética superior & obtida para a cultura referéncia
Kiuyveromyces marxiognus CBS 6556 no menor tempo testado (12 horas). A linhagem
Candida kefyr AS4a mostrou atividade inulolitica de 2,31 U a 12 horas de produglo
comparavel & linhagem referéncia (2,64 U) em 18 horas de produgdo.
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SUMMARY

Aiming to obtain inulinase-producing yeasts with interesting biotechnological properties the
isolation of yeasts from Agave juice and from sisal industry residues (substrates rich in inulin}
was carried on. For the screening of low pH and high temperature tolerant strains an
sutomated microtiter reader system was utilized 1o reduce time, cost and work. The taxonomic
characterization was performed using conventional and chemotaxonomic and numerical
approaches. Were isolated 79 yeast strains from four sampling places on selective condition
(culture medium with inulin at high temperatures). The morphological and biochemical
characterization together with the coenzyme-Q type determination were utilized for the
identification of 73 ascomycetous yeasts in anamorph state that include: 42 strains of Candida
kefyr (sexual state Khgyveromyces marxianus); 11 strains of Candida Iusitaniae (sexual state
Clavispora lusitaniag); 6 strains of Candida guilhermondii (sexual state Pichia guilhermondii)
and 14 isolates analogous to Pichia strasburgensis that did not show sexual reproduction and 6
deuteromycetous yeasts identified as Rhodotorula rubra. In the numerical analysis 58
phenotypic characters were utilized to calculated the similarity between isolates (simple
matching and Jaccard coefficients) and clustering using X and NTSYS softwares. The veasts
were clustered on seven groups. The clusters Qg Q; € Qp presented a good definition and
grouped 18 strains of C. kefyr, 10 strains of P. strasburgensis-like and 6 strains of
Rhodotorula rubra, respectively. One cluster, defined Major, formed an heterogeneocus group,
clustering strains of C. kefyr (24), C. lusitaniae (8), C. guilhermondii (3) e P. strashurgensis
(2) that confirms the similarity of these species based on the morphological and biochemical
characteristics as shown by conventional taxonomy on absence of sexual reproduction. The
screening strategy used included growth test at minimal medivm YNB and complex medium
YEP with inulin 1% at different pH and temperature conditions, Kinetics data were compared
and twenty strains were selected that presented specific growth constant {{,,,) values 2 0,50
Yt YNB pH 4,0 50°C condition. Of these, eleven strains of Candida kefyr showed inulolitic
activity greater than reference culture (K. marxianus CBS 6336) with 12 hours of production.
The strain C. kefyr AS4a showed AE = 231 U ( umoles of fructose per minute) at 12 hours of
production, this value was comparable to strain K. marxianus CBS 6556 at 18 hours (2,64 U).
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1. INTRODUCAO

A utilizacfo de frutose como adogante natural apresenta inlimeras vantagens sobre a
sacarose, em relaglo a aspectos de salde humana, }& que nio € carlogénica £ pode ser
consumida por diabéticos; e também do ponto de vista de processo, uma vez que € um agticar

mais soluvel ¢ de mator poder adogante,

Xaropes com altos teores de frutose, utilizados pela indistria de alimentos, t#8m sido
obtidos tradicionalmente a partir de amido de mitho num processo envolvendo wés etapas
enzimaticas e uma onerosa etapa de separagfio da frutose. Uma forma alternativa, bem mais
interessante, seria a obten¢o de xaropes puros de frutose a partir da hidrélise enzimética de
polifrutanas (inulinas) encontradas na natureza, em uma Unica etapa realizada pela inulinase. A
hidrélise quimica da inulina apresenta desvantagens come a formac¢lo de subprodutos que
conferem gosto amargo e colora¢Bio escura, além de problemas relacionados 4 etapa de

neutralizacio.

A enzima inulinase pode ser encontrada em plantas, bactérias, fungos ¢ leveduras. As
leveduras tém sido indicadas como as mails promissoras para a producic de inulinase,
particularmente, Kluyveromyces marxianus. As enzimas de origem microbiana apresentam
potencial de aplicagdo em escala industrial e as leveduras possuem caracteristicas que as
tornam de maior aceitacBo pelos consumidores que fungos e bactérias. Neste sentido, toma-se
relevante a pesquisa de novas leveduras produtoras de inulinases apresentando propriedades

tecnologicas diversificadas.

A seleclo (“screening”) de linhagens produtoras de inulinases tem sido feito em
amostras de solo da rizosfera e material vegetal em decomposicdo de plantas pertencentes as
familias Compositae ¢ Gramineae, ricas em inulina {(polimeros de frutose), como carboidrato

de reserva ou em linhagens de colegSes de culturas.



A pesquisa de leveduras produtoras de inulinases em plantas do género Agave justifica-
se nfo 8¢ por ser rica em inuling, bem como pelo potencial de produgfo desta cultura ja

explorada no Brasil para a producio de sisal (fibras naturais).

Q estudo de enzirnas microbianas e suas aplicacbes ¢ essencial para o desenvolvimento
da biotecnologia. A procura de novas £nzimas € NOVOS MICTOIganismos tem por objetivo nio
apenas a obiengdo de elevadas atividades ou de linhagens com alta produtividade, mas também
a busca de caracteristicas qualitativas, tais como, 2 relagio atividade/crescimento, tolerfncia ou
estabilidade em condiges definidas (pH, temperatura, pressfio osmdtica, concentracdo de
etanol, etc.). Tals caracteristicas sfo importantes, visio que ndo podem ser facilmente

modificadas via genética cldssica ou engenharia genética.

Neste trabalho, pretendeu-se o isolamento, a taxonomia ¢ a selecio de leveduras
inulolfticas & partir de agave ¢ residuos da producdo de sisal com caracteristicas de tolerncia a
valores de pH baixo e a elevadas temperaturas, ufilizando uma nova metodologia de
“screening” de microvolumes, que permite avaliar um grande numero de amostras

simultaneamente, visando reduzir custo, tempo e mio-de-obra.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Frutose: Use ¢ Producio

A obtencio de xaropes com alta concentragdo de frutose a partir de inulina tem despertado
bastante interesse para ser utilizado como adogante na industria de alimentos (FLEMING &

GROOTWASSINK, 1979).

Os adogantes s@o importantes na nutrigdo humana pelo paladar e pelo suprimento de
energia. Os agucares {principalmente a sacarose) sfo os adocantes mais comumente utilizados,
enquanto adogantes de natureza ndc-carboidrato (aspartame, sacarina, ciclamato, etc.) ainda sfio
utilizados em quantidades limitadas, devido a problemas do gostec amargo residual e
principalmente pelos motivos bastante polémicos de riscos da satde humana (HALLFRISCH,
1990}, Outro aspecto interessante ¢ que estes adogantes nio-carboidrato apesar de conferir sabor
doce a0 produto, ndo substituern o aglcar em outras caracteristicas como cor , aroma, textura e

vida de prateleira,

A procura de adogantes naturais vém sendo intemsificada nos uGltimos anos para a
substituicio da sacarose proveniente da cana de aclicar e beterraba, gque apresenta inumeras
caracteristicas indesejaveis como: propriedade cariogénrica, contribuigBo para aterosclerose e

obesidade devido ao seu alto valor calérico, quando consumida em excesso.

A utilizagho de frutose apresenta as vantagens de ndo ser cariogénica ¢ de sua maior
toleréncia pelos diabéticos quando comparada com glicose e sacarose, Iste ¢ devido a sua
absorcfio em concentragBes limitadas, sem requerer insulina (HALLFRISCH, 1990; GERRIT &
TSALIKIAN, 19933 Por causa de sua malor solubilidade ¢ menor tendéncia a cristalizacfo,
solugdes de valor Brix elevado podem ser preparadas e utilizadas na preservacio de alimentos

doces (PAWAN, 1973).

4%}
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A utilizacio de frutose tem se intensificado nas indistrias de bebidas carbonatadas (“soft
drinks”), de produtos agucarados (geléias e sorvetes), de condimentos e picles (“catchup”,
molhos, cergjas marasquino) e na indistria de pamificagio (FRUIN & SCALLET, 1975;
BARKER, 1975; HANOVER & WHITE, 1993),

O emprego de frutose como adogante tem despertado interesse notdvel devido,
principalmente, s suas propriedades organolépticas. Na inddstria alimenticia, 0s xaropes de
frutose conferem melhor qualidade aos alimentos, menor tendéncia a cristalizaglo, maior

estabilidade microbiolégica, menor higroscopicidade e menor custo de produgic,

A frutose ¢ um agticar encontrado naturalmente nas frutas e no mel de abelhas, porém em
guantidades pequenas, o que dificulta sua extraciio. Este agucar tem um poder adogante 2 a 3

vezes superior ao da glicose ¢ 1.5 a 2 vezes maior que o da sacarose.

Frutose pode ser obtida diretamente de frutas ou por oxidagSio de manitol ou sorbitol
(PILNIK, 1973) e pode também ser preparada pela inversdo de sacarose ou isomenzagho da

glicose. Nos dois (ltimos casos, uma mistura de glicose e frutose € obtida.

A produgfio de xaropes com altas concentragles de frutose tem sido feita tradicionalmente
a partir do amido de milho, o chamado "High Fructose Corn Syrups”- HFCS, envolvendo pelo
menos trés etapas enzimaticas: a hidrélise com a-amilase e amiloglicosidase para a obtenglio de
glicose ¢ mﬁa isomeriza¢ho da glicose através da glicose isomerase (FRUIN & SCALLET, 1975).
Os rendimentos deste processo s3o de no méximo 45% de frutose, decomente do equilibrio
termodindmico entre glicose e frutose (KIM & RHEE, 1989). Muitos esforgos tém sido realizados
para o aumento do rendimento como a separagic da frutose por cromatografia de troca 16nica,

porém isto eleva em demasiado os custos do processo.

(s Estados Unidos da América ¢ ¢ maior produtor ¢ consumidor de xaropes de frutose
(HFS) (PARK & YETLEY. 1993). A maior parte do HFS ¢ fabricado como HFS-42, 0 qual
contém 42% de frutose pu como HFS-55 com 55% de frutose. Em 1990, 0s EUA produziram

70.8% do total de HFS mundial . Em 1989, os xaropes de frutose representaram somente 6,6% do
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consumo total de aghcar do mundo, o que correspondeu a 6,4 bilhdes de Kg em peso seco. Ja em

1963, foram produzidos 8,2 bilhdes de quilogramas (VUILLEUMIER, 1993)

O Brasil importou cerca de 90 toneladas de xarope de frutose em 1985 ¢ em 1989 foram

consumidos o equivalente a 200 toneladas de agucar (ALVES, 1989)

A utilizacBo da fermentacfo de residuos agricolas de plantas ricas em inulina para a
produgdio de frutose tem se apresentado como alternativa ac processo convencional a partir do
amido de mitho (FLEMING & GROOTWASSINK,1979; ZITTAN, 1981; HANSSENS &
KQERTS, 1988; GUIRAUD & GALZY, 1990; TANIS, 1990).

2.2. Inulina: Alternativa para a Produg¢io de Frutose

A inulina e seus andlogos so polifrutanas constituidas de miltiplas unidades de frutose e
uma unidade de glicose terminal formando cadelas lineares através de ligagdes do tipo B-2.1,

sendo 0 esquema da molécula apresentado na figura 1 (VANDAMME & DERYCKE, 1983;
PONTIS, 1990).

As inulinas ou polifrutanas sBo polimeros de frutose que ocorrem como material de
reserva em diversas plantas dicotiledOneas, particularmente, em plantas das familias Compositae

¢ Campanulaceae (BECK & PRAZNIK,1986; PONTIS, 1990).

Algumas plantas da familia Compositae como Helianthus tuberosus, Cichorium intybus,
Dahlia pinnara, dentre outras, apresentam como principal carboidrato de reserva a inulina, gque
representa de 10 & 20% do peso total do vegetal (FLEMING & GROOTWASSINK, 1979;
VANDAMME & DERYCKE, 1983; GUPTA er alil, 1988).

GUIRAUD & GALZY (1981) mdicam tambeém a inulina como material de reserva nas

familias de monocotileddéneas Gramineae, Lilliaceae ¢ Amarillideae.
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Figura 1: Estrutura da molécula de inulina

O nome inulina parece ser derivado do género Inula, uma planta pertencente 3 familia das
compostas. Helianthus tuberosus ou “Jerusalem artichoke® ou. ainda “topinambur” tem sido
amplamente reportada na literatura como fonte de inulina (BYUN & NAHM, 1978; HEILSCHER
& FIEDLER, 1996). Trata-se de uma planta perene que produz rizomas na forma de tubérculos
que contém inulina e apresentam uwm rendimento de até 12 toneladas’hectare. Tupinambur
{Helianthus tuberosus) € uma planta nativa da América, sendo este nome de origem tupi-guarani.
Porém £ pouco conhecida no Brasil, sendo cultivada somente no Rio Grande do Sul como planta
forrageira. Recebe outras denominagles comuns como girassol-de-batata, batata-tupinamba,

topinambur ou alcachofra-de-Jerusalém.

Délia (Dahlia pinnatd), dentre as compostas, mostra rendimentos imeressamtes de 40
toneladas de tubéreulo/hectare, no entanto, esta planta € sensivel a condig8es climéticas adversas

e os tubéreulos sio dificeis de colher,
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KIM & BYUN (1982) e KIM & RHEE (1989) utilizaram extrato dos tubéreulos de
alcachofra-de-jerusalém como substrato para a produgfio de frutose, empregando enzima inulinase

imobilizada de Kluyveromyces fragilis e Aspergillus ficuum, respectivamente.

Outros autores utilizaram alcachofra-de-jerusalém como substrato para a produgio de
proteina unicelular (“single cell protein”) e etanol, além da producio de frutose (BAJPAI &
BAIPAL 19%1)

BHATIA & NANDRA (1979) estudando a enzima mulinase isolada a partir de Agave
americang, destacaram que as plantas pertencentes ao género Adgave apresentam varias

potifrutanas.

De acordo com TANIS (1990), o aclear predominante no extrato obtido a partir de Agave
tequilana ¢ uma polifrutana com grau de polimerizagfo superior a 15. Esta espécie ¢ cultivada no
México para a produgio de tequila, bebida destilada obtida a partir do caldo de agave fermentado
(CEDERNQ, 1995). O uso de agave para produzir bebidas {“mezcal”, “pulque”e outras) no México
data de um longo tempo atrds quando certas tnbos indigenas usavam-na em cerimdnias religiosas.
A fabricacfio de tequila envolve quatro etapas: 1) cozimento da cabega da Agave lequilona para a
hidrolise dos polimeros, principalmente , de inulina com obtengfio de frutose; 2) esmagamento
para a extraclio do suco rico em agtcares fermentesciveis; 3) fermentacfio por linhagens de
Saccharomyees cerevisioe, 4) destilago do mosto fermentado. Segundo TANIS {1990) o extrato
de agave chega a conter entre 240-260 gramas de inulina/litro, assim, uma vez que a planta agave
temn uma produtividade em média de 3 toneladas de maténia seca’hectiare/ano, pode-se estimar um

rendimento de 3 toneladas de inulina/heciarefano.

As agaves sdo plantas monocotiledéneas da familia das amarilidaceas {GUIRAUD &
GALZY, 1990). Estas plantas formam um importante grupo de plantas tropicais agriculfurdveis
(NOBEL, 1988). Seun desenvolvimento em dreas aridas e semi-dridas, aliado ao sen alio
rendimento, tornam-na uma cultura agricola de interesse sOcio-econdmico em regides semi-
aridas, como o sertdo nordestino brasileiro, onde alids, sdo exploradas para a produgio de fibras

naturais (sisal).
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O sisal se apresenta como uma cultura com amplas vantagens para o semi-&rido, por ser
um vegetal que se adequa ao clima, Sendo uma cultura permanente, cuja renovagio do plantio é
feita com um minimo de 5 anos, nfo exige cuidados especiais, além de possibilitar nos primeiros

anos a associagio com outras culturas de curto ciclo vegetative como o mitho e o feijio.

O Brasil € um dos mailores produtores de sisal no mundo e sua producfio representa em
alguns estados do nordeste brasileiro (Paraiba ¢ Bahia) uma importante fonte de geracho de
divisas ¢ alternativa de emprego. Quantoe 4 fibra, ¢ utilizada ainda hoje para a fabricagio de
cordas, cabos marftimos e de “wrapping twines” (corddes para embalagem no comércio} dentre
outros usos secundarios como sacos, tapetes, estofamento e artesanatos em geral (FALCAQ,
1983; NOBEL, 1988). Outros usos como preducio de papel (MACEDO, 1983), alimentacio de
animais e uso ornamental (NOBEL, 1988} ¢ uso na indastria farmacéutica, airavés da obtencio de
sapogeninas, para a fabricac@o de esterdides sio também citados na literatura. (BLUNDEN ef alii,

1975; CHEN ez afii, 1985; INDRAYANTO er alii, 1993).

MONFORTE er alii (1987) relatam o uso de suco de Agove fourcroides {espécie também
utilizada para a producio de fibras, conhecida como “henequen”) para a obtencio de proteases,
come subproduto da inddstria de fibras, ja que, para cada quilograma de fibra produzido, sio

produzidos 17 quilogramas de suco de agave.

As polifrutanas provenientes de diferentes plantas em fases distintas de desenvolvimento
apresentam variados graus de polimerizagio (DP - "degree of polymerization™), FLEMING &
GROOTWASSINK (1985) classificam as polifrutanas com DP>30 como inulinas e os polimeros
com DP inferiores como oligofrutanas. A inulina tem um peso molecular estimado de
aproximadamente 5400 kDa, ¢ insolivel em agua a temperatura ambiente € comercialmente esté

disponivel a partir de tubéreulo de dalia.

HEWITT (1993) avaliando a introdugdio de adocantes alternatives nos mercados dos
Estados Unidos e da Eurepa, indica a utilizagio de inulina e oligofrutose comeo fibras dietéticas,
uma vez gque ndo sio absorvidas pelo organismo, promovendo uma reducfio do colesterol ¢ de

lipide na corrente sanguinea. ROBERFROID (1993) relata as vantagens do uso de mulina ¢
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oligofrutose em relagio a outros carboidratos como fibras dietéticas por ter efeito bifidogénico,
isto &, permite o desenvolvimento das bifidobactérias que produzem substancias gue ajudam a
estimular o sistema imunolégico. O efeito de oligofrutose e inulina na flora intestinal com
destaque para o favorecimento do género Bifidobacterium tem sido relatado por outros autores

(WANG & GIBSON, 1993).

A inulina ¢ a oligofrutose apresentam a vantagem de ter valor caldrico 25% menor que o
acticar, possuir um sabor doce suave sem gosto residual e propriedades tecnoldgicas que

permitem a substituicio do aglicar em vérios produtos alimenticios (HEWITT, 1993).

As oligofrutanas podem ser produzidas a partir de sacarose, através de uma reagao
enzimatica de transfrutosilaciio ou a partir da inulina, através da hidrolise enzimatica pelas endo~
inulinases. No primeiro caso, ¢ processo de produgio dos oligbmeros (GF. GF;, etc) foi
desenvolvido no Japio (HIDAKA ez alii, 1988) e o produto j& € comercializado no Japdo desde
19972, Trata-se de um acticar liguido, ndo purificado, contendo residuos de glicose ¢ sacarose, o
que limita a aplicagio do produto, uma vez que tem calorias. Isto ocorre porque a taxa de
conversio maxima de sacarose a fruto-oligossacarideos é de 55-60% e a obtengéio de um produtc

isento destes residuos, exigiria o emprego de processos adicionais de purificagio.

Na produgiio de oligofrutanas a partir da hidrélise enzimatica de inulina, pode-se obter
agﬁca& '(F3_‘ F,, etc) com maior grau de pureza, uma vez que a molécula de inulina apresenta

apenas uma unidade de glicose terminal.

A inulina pode ser hidrolisada quimica ¢ enzimaticamente. A hidrélise quimica pode ser
feita utilizando 4cido cloridrico ou sulfirico sob condigio de temperatura elevada. As
desvantagens da hidrélise quimica sdo a formagdo de subprodutos indesejdveis {produtos de
degradaciio) que alteram o sabor ¢ a cor dos xaropes de frutose ¢ 08 altos custos do processo de
'neutralizac;éo e eliminac3c de sais apos a hidrélise, dé{fi_do a utilizaciio de resinas de troca idmica
(FLEMING & GROOTWASSINK, 1%79). Estes autores encontraram que apos 8 horas de

hidrolise 4cida, 83% do toial de acicares redutores consiste de 58% de monossacarideos e 25%
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de dissacarideos, enquanto apds 6 horas de hidrolise enzimatica de um total de 82%, 79% eram

monossacarideos e somente 3% dissacarideos.

2.3, Microrganismos Capazes de Degradar Inulina

A hidrélise enzimética nfc apresenta os problemas da hidrolise 4cida e pode ser feita pela
enzima inulinase (2,1-B-D-fruto-frutanchidrolase, E.C 3.2.1.7.} que pode ser encontrada em

plantas, fungos, bactérias e leveduras.

A enzima de origem vegetal atua sobre inulina, mas nfo sobre sacarose. As inulinases de
origem microbiana, geralmente, possuem também atividade de inversdo, agindo sobre a sacarose

e a rafinose (VANDAMME & DERYCKE, 1983; GUIRAUD & GALZY, 1590}

Muitas enzimas microbianas sfo capazes de degradar frutanas. De acorde com o
mecanismo catalitico podem ser classificadas como transferases (EC. 2.4.1.) com produgio de
difrutoseanidride por transfrutosilacio e como hidrolases (EC.3.2.1.) capazes de endo ou
exodegradaciio de polifrutanas. Estas Ultimas sfo capazes de clivar as ligagGes p-2-»1-D-
frutofuranosidicas da inulina e diferem amplamente quanto ao modo de aciio (AZHARI et alii,

19893,

As exo-inulinases sio enzimas capazes de hidrolisar a inulina a partir da extremidade néo
redutora do polimero, retirande unidades de frutose e produzindo um Xarope com elevada
concentragio de frutose (95%) (VANDAMME & DERYCKE, 1983). As exo-inulinases s&0

produzidas tanto por leveduras, como por bactérias e fungos filamentosos.

As endo-inulinases sdo enzimas capazes de quebrar a cadela de inuiina, hidrolisando
ligagbes B-2,1 em diferentes pontos da molécula, liberando, assim, oligbmeros chamados fruto-
oligossacarideos ou oligofrutanas ¢ podem ser produzidas por bactérias (YOKUOTA er afii, 1995)

e fungos filamentosos, que também produzem exo-inulinases.
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As enzimas inulinases podem ser encontradas em fungos filamentosos como Aspergillus
niger (DERYCKE & VANDAMME, 1984; UHM er olii, 1987, HIDAKA er alii, 1988;
NAKAMURA et alii, 1994; NAKAMURA er olii, 1995; ONGEN-BAYSAL, 1994; POORNA &
KULKARNI, 1995}; A. ficuwm (ETTALIBI & BARATTI, 1987; ETTALIBI & BARATTI, 1990,
CARNITI er alii, 1991}, espécies de Penicillium (VANDAMME & DERYCKE, 1983;
ONODERA & SHIOMI, 1988; ONODERA & SHIOMI, 1992); Fusarium oxisporium (GUPTA
et alii, 1988); Panaeolus papillonacens (MUKHERJIEE & SENGUPTA, 1988); Chrysosporium
pannorum (XIAQ et alii, 1988); Scystalidium acidophilum (KIM et alii, 1994).

Uma linhagem mutante de Aspergillus niger hiperprodutora de inulinase (377 U/ml) fo1
recentermente indicada como promissora para a produgdo de HFS (VISWANATHAN &
KULKARNI, 1993)

OHTA et alii (1993} e NAKAMURA ef alii {1996) relataram a producio de etanol a
partir de alcachofra-de-jerusalém utilizando uma combinagfo de microrgamsmos, isto €,
Aspergillus niger para a hidrolise de inulina e Saccharomyces cerevisiae para a fermentacio dos

monossacarideos.

A presenga de mulinases tem sido estudada em algumas espécies de bactérias como
Arthrobacter globiformis (HARAGUCHI er «fif, 1988; SEK! er alii, 1988; SEKI et alii, 1989),
Arthrobacter sp. (ELYACHIOUL et alii, 1992; KIM er olii, 1996); Lactobacillus plantarum
v ANDAMME & DERYCKE, 1983); e Flavobacterium multivorum (ALLAIS er alii, 1986),

mas as quantidades produzidas sfo relativamente pequenas.

Ha trabathos que citam a producfo de inulinases termoestavels por bactérias terméfilas
como Bacillus sp. (ALLAIS er alii, 1987). B subrilis (NULLO er alii, 1991); Clostridium
acetobutylicum (EFSTATHIOU et afii, 1986; LOOTEN er alii, 1987); e C. thermoautotrophicum
{DRENT & GOTTSCHAL, 1991}

No entanto, os avancos mais significativos sobre ¢ estudo e aplicaglio de inulinases

microbianas apontam espécies de leveduras como gs mats promissoras para a sua producdo, wma

i1
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vez gue, a quantidade produzida por leveduras € 200 vezes malor gue a gquantidade obtida a partir

de bactérias (VANDAMME & DERYCKE, 1983).

2.4, Leveduras Inuloliticas

Das 469 espécies de leveduras descritas por BARNETT er afif (1983), somente 10
espécies divididas em 7 géneros Debaryomyces, Candida, Hansenula, Kluyveromyces, FPichia,

Schwanniomyces e Schizosaccharomyces sflo capazes de metabolizar inulina.

GUIRAUD & GALZY (1990) relacionam também oufros géneros de leveduras capazes de

degradar inulina como Brettanomyces, Lipomyces, Rhodosporidium e Zygosaccharomyces.

A espécie mais estudada para a producfc de inulinase ¢ Kluyveromyces marxianus
(FUCHS et alii, 1985, ROUWENHORST er alii, 1988; ROUWENHORST er afii, 1990a;
ROUWENHORST ef alii, 1990h; MANZONI & CAVAZZONI, 1992; CRUZ-GURRERO e alii,
1995; HENSING er alii, 1994; HENBING et afii, 1995) e seu sinbmimo K fragilis (WORKMAN
& DAY, 1983; TSANG & GROOTWASSINK, 1988a; TSANG & GROOTWASSINK, 1988b)
ou estado anamérfico C. kefir (MANZONI & CAVAZZONI, 1988).

Dentre outras espécies de leveduras relatadas na literatura como produtoras de inulinase,
podemos citar Candida salmenticensis (GUIRAUD er alii, 1980); Debaryomyces cantarellii
(GUIRAUD et alii, 1982); Candida pseudotropicalis, C. macedoniensis, Hansenula beijerinckii,
Pichia guilhermondii e Schwanniomyees castellii (GUIRAUD et alii, 1981a); Pichia polymorpha,
P. fermentan, Hansenula polymorpha e Debaryomyces castellii (GUPTA et alii, 1994).

ROUWENHORST er alii (19%0a), estudando a localizacBo de inulinase em espécies do
‘género Kluyveromyces, concluiram que a capacidade de utilizaglio de inulina por algumas
linhagens depende das condigBes de crescimento tais como pH e temperatura as quais diferem das

condigdes utilizadas nos estudos de caracterizaclio sistemdtica de leveduras, assim o numero de



REVISAQ

leveduras capazes de degradar inulina com certeza ¢ maior, variando-se as condigdes de cultivo

nos géneros ja citados e mesmo em outras espécies como Saccharomyces kluyveri.

A inulinase de Khpveromyces marxiarus variedade marxianus ¢ a mals amplamente
estudada e os varios autores descrevem a acfo da enzima sobre inulina, sacarose e tambem
rafinose e levana. Sua biossintese ¢ aurmnentada na presenga de inulina, indicande seu cardter
indutive, mas é produzida também, constitutivamente, quando utiliza-se outros aglicares. A
enzima tem sua produgio controlada por repressiio catabdlica, especialmente, por frutose. As
inulinases de diferentes linhagens de Kluyveromyces marxianus apresentam atividade \otima na
faixa de pH de 4,5 e 5.5 e temperatura de 45 a 55°C (ROUWENHORST er alii, 1988;
GUIRAUD & GALZY,1990).

A atividade enzimatica inulolitica em leveduras pode ser detectada no meic de cultura € na
preparacio apds ruptura da célula (atividade extra e intracehular). Durante o crescimento celular, a
excrecio ¢ limitada, sendo mais significativa durante a fase estacionaria (GUIRAUD &
GALZY,1981). Uma porgfic considerdve] da enzima extracelular fica retida na parede celular pela

barreira de permeabilidade, que é mantida por pontes dissulfeto (WORKMAN & DAY, 1984)

LAM & GROOTWASSINK (1985) estudaram um método de extragiio da exo-inulinase
produzida por Kluyveromyces fragilis, localizada externamente a membrana celular na parede
celular {espago periplasmitico) e no sobrenadante da cultura. O método de extragio envolve
basicamente pH, alta concentragiio de fons fosfato e cisteina capazes de promover um efeito
ibnico e redutor, respectivamente, que possivelmente, expande a parede celular, aumentando sua
porosidade e permitindo que as moléculas de inulinase sejam capturadas na matriz da parede ou

no espaco periplasmatico para entio difundir para fora.

As inulinases de leveduras mostram uma alta atividade também sobre sacarose e sdo
muito semelhantes & classica enzima invertase. Entretanto, as invertases mostram wna fraca ou
nenhuma atividade sobre polimeros de frutose. Para distinguir entre invertase e inulinase, utiliza-
se a chamada relacio S/ (atividade sobre sacarose/atividade sobre inulina). Uma relago 5/

inferior a 30 é indicativo de inulinase.
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Independentemente de sua localizacHo, a inulinase de Kluyveromyces marxianuy linhagem
BS 6556 tem uma relagio S/ de 15 + 3 (ROUWENHORST e afii, 198R).

Ao contrario da invertase de Saccharomyces cerevisie, a maior concentragio de inulinase
pode ser secretada para o melo de cultura em Khgywveromyces marxianus. Na fase estacionédnia de
sistemas do tipo batelada (“batch™) mals gue 75% de inulinase podem ser encontrados no

sobrenadante (ROUWENHORST ef alii, 1988).

A inulinase foi caracterizada como uma glicoproteina (ROUWENHORST er afif, 1990) e,
de maneira semelhante a outras glicoproteinas extracelulares em leveduras, pode ser encontrada
na parede celular ¢ no sobrenadante da cultura. A distribuiglo da gheoproteina nestes locais

depende da espécie de levedura ou da linhagem ¢ das condiges de cultivo.

A distribuicio de inulinase entre sobrenadante, parede celular e frag8o ligada a célula
depende da fonte de carbono, da taxa de dijuig@io (em culturas continuas) e da temperatura de
crescimento. Durante crescimento em condigbes ndo repressoras aproximadamente 50% da
enzima estd presente no sobrenadante e 30% na parede celular. Em condigdes de repressée, maior

guantidade da enzima encontra-se no sobrenadante (GUIRAUD & GALZY, 1990}

A temperatura de crescimento influencia a produgdo e distribuigio de inulinase. A malor
produglio coincide com a temperatura étima de crescimento de K marxianus que encontra-se
entre 37 e 42°C e a maior quantidade de enzima excretada (68%) ocorre a 35°C

{ROUWENHORST ef alif, 1988}

As inulinases do sobrenadante e da parede celular foram purificadas e analisadas por
eletroforese (ROUWENHORST ef offi, 1990b) e ambas apresentaram subunidades similares,
consistindo de polipeptideos de 64 kDa com varidvel concentragiio de carboidrato (26 -37% da
massa molecular). Segundo os mesmos autores, a diferenca de tamanho observada entre as duas
fracdes refere-se & agregagfio das subunidades, isto €, enquanto a enzima do sobrenadante € um
dimero (165 kD), a enzima ligada & parede celular ¢ um tetrAmero (350 kDa) e a retenglio da

enzima no espago periplasmatico pode ser causada por esta oligomerizagio.

14
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Comparativamente, a quase totalidade da invertase produzida per S. cerevisiae permanece
retida na parede em complexos octaméricos de 4 dimeros de invertase (800 kDa) que podem ser
liberados para o sobrenadante pelo uso de agentes redutores sempre na forma de dimeroes, uma
glicoproteina de 270 kDa que contém aproximadamente 50% de carboidratos {ESMON et
alii 1987). No caso de Kluyveromyces marxianus, a parede celular parece menos resistente a
tratamentos com agentes redutores, como cisteina, e ocorre 2 liberagdo do tetrémero que também

é una forma estavel (ROUWHENHORST er alii, 1990b).

Segundo ROUWENHORST et afii (1991), nfo h& mudancas significativas na produgio e
localizagio de inulinase de Khoweromyces marxionus CBS 6556 em cultura continua
relacionadas ao ciclo de reprodugdo assexuada, ao contrario de S cerevisice gue apresenta

oscilacBes na producio de invertase dependendo da fase do brotamento.

Estas oscilacdes na producdo de proteinas heterélogas glicosiladas em leveduras sio
decorrentes do chamado efeito Crabtree. Assim, Kluyveromyces marxianus oferece a vantagem de
ser uma levedura Crabtree negativa, proporcionando niveis constantes de produgfio de proteinas

(GUIRAUD & GALZY, 1990).

Dentre as leveduras produtoras de inulinases, destaca-se a espécie Khgwveromyces
marxianus que além da atividade enzimatica, possue outras caracteristicas que a ¢legem como
orgahisrﬁé idéai para fins industriais tais como, s capacidade de crescimento em elevadas
temperaturas (40-45°C), especificidade para o substrato ¢ alta produtividade de mulinase. Além
disso, K marxianus possui um eficiente sistema de expressio e secrecdo de proteinas que podem
ser explorados para a produgfio de proteinas heterdlogas (VAN DER BERG er alli, 1990, KANG
ef alii, 1996; CHUNG et alii, 1996a; CHUNG er alii, 1996b).

A tabela 1 sumariza as vantagens na utilizago de Kluyveromyces marxianus em relaco a
Saccharomyces cerevisiae para processos biotecnoldgicos e como microrganismo velor para

engenharia genética.
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Tabela 1: Comparagiio de caracteristicas fistolégicas de interesse biotecnolégico entre

Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus

caracteristicas S. cerevisine K. marxionus
[T 0,5h" (0,89 h"
temperatura tima de crescimento 30°C 40°C
fontes de carbono utilizéve:s poucas muitas
soro (lactose} - +
hemicelulose (xilose) - +
melaco (sacarose, rafinose) + +
fontes de nitrogénio utilizéveis poucas muitas
afinidade por agucares baixa alta
efeito Crabtree + -
fioculacio + -
produgfo protéinas glicosiladas extracelulares poucas muitas
acessibilidade genética + -

Fonte: GUIRAUD & GALZY, 1990

Alguns autores t8m realizados estudos genéticos para aumentar a producio de inulinase
em leveduras, especialmente relacionados com a obtengfo de mutantes insensiveis a repressdo
catabolica ou clones hiperprodutores da enzima (GROOTWASSINK & HEWITT, 1983; BAJON
et alii, 1984; BOURG! er alii, 1986; GUIRAUD er alii, 1988; TSANG & GROOTWASSINK,
1988a; TSANG & GROOTWASSINK, 1988b; CRUZ-GURRERQO, er alii, 1995},

A clonagem e sequenciamento do gene da inulinase em Khyveromyces marxianus var.
marxianus ATCC 12424 foi realizada por LALOUX e alii (1991) que constataram 67% de

simitandade com invertase.
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Sabe-se que etanol pode ser produzido pela fermentacio de diferentes culturas agricolas.
Assim, tem sido objeto de estudos a utilizacio de substratos ricos em inulina, principalmente
extratos de alcachofra-de-Jerusalem, empregando espécies de Khayveromyces marxionus capazes
de hidrolisar diretamente inulina e produzir etanol (GUIRAUD ef afii, 1981a ; GUIRAUD er olii
1981b; MARGARITIS & BAJPAI 1982a; ROSA, er ofif, 1987, PEJIN, er alii, 1993).

As espécies Khaweromyces marxianus, K. fragilis, Candida  pseudotropicalis e
Torulopsis coelliculosa foram pesquisadas por ECHEVERRIGARAY & TAVARES (1983) para

a fermentacio de Helianthus tuberosus também para a produgfo de etanol.

APPAIRE ef alii(citado por GUIRAUD & GALZY, 1990} ¢ BAIPAL & BAJPAI (1991)
tém investigado a produgic de proteinas unicelulares (“single cell protein™ SCP) a partir de
inulina utiizando com maior sucesso Klwyveromyvees murxionus, Condida salmanticensis e

Lipomyces starkeyi.

Viérios autores tém realizados experimentos de mobilizagio da enzima inulinase ou das
células de leveduras, visando a aplicac8o industrial da atividade mulolitica para a produgfio de
frutose (KIM & BYUN, 1982; WORKMAN & DAY, 1984; KIM & RHEE, 1989 ¢ GUPTA &
alii, 1994).

2.5, Izolamento, Ecologia e Taxonomia de Leveduras

QO termo levedura vem do latim "levere” e significa levantar, referindo-se a evolugio de
didxido de carbono durante a fermentaglo. Levedura e fermentaclio sempre estiveram
intimamente associados através da histdria devido ao uso dos processos fermentativos, mas

ignorava-se 4 natureza destes microrganismos.

Sempre associou-se a presenga de leveduras na natureza a sua capacidade fermentativa.

Assim, acreditava-se gue estes microrganismos so pudessem ser encontrados em habitats ricos em
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agiicares fermentesciveis. No entanto, hoje ja se sabe que 0 nimero de compostos de carbono
fermentesciveis & relativamente limitado e que a maioria das leveduras consegue energia airavés
do metabolismo oxidativo, utilizando uma grande variedade de substratos orglnicos como fonte

de carbono que ndo sio fermentesciveis.

Este potencial metabolico expande a capacidade destas leveduras de ocupar michos
ecolégicos onde estio presentes compostos como: pentoses, reoses, alcodis primarios, polidis,
aminoagticares, acidos organicos, acidos urdnicos, hidrocarbonetos, acidos graxos ¢ compostos
aroméaticos. As hexoses, dissacarideos e trissacarideos sBo comumente utilizados pelas leveduras,
entretanio polissacarideos como amido e inulina sfo wtilizados por poucas espécies {(PHAFF,

1984).

A utilizagiio destes compostos pelas leveduras ¢ altamente seletiva e esta frequentemente
relacionada & especificidade do nicho, ja4 que a maioria deles sdo produtos metabolicos de
espécies particulares de plantas, ou ainda, compostos resultantes da degradaciio destas plantas por

bactérias e fungos filamentosos.

Inicialmente, os estudos sobre substratos foram direcionados para produtos alimenticios
submetidos 4 deterioracio e ao estudo das chamadas “leveduras selvagens” que algumas vezes
invadiam os processos industriais, tais como a fermentagdio do vinho e saqué, € a produgio de

cerveia, onde estas leveduras causavam alteragles indesejaveis.

Recentemente, imtmeros estudos sobre outros substratos capazes de manter o creseimento
de leveduras tém revelado que na natureza, as leveduras ou grupos de espécies 1ém habitats
altamente especializados, 0 que torna possivel o isolamento de leveduras especificas provenientes
de substratos apropriados e em 4reas geograficas onde estes substratos se encontram (PHAFF,

19863.

As leveduras geralmente vivem como saprofitas e sfo amplamente isoladas de folhas,
flores, frutos, grios de cereais, alimentos e exsudatos acucarados. S&o encontradas no solo,

podendo também ser isoladas do ar, de 4gua doce ou salgada, da superficie externa ou do
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intestino de animais, incluindo insetos. Estes, juntamente com ¢ vento e correntes de agua,

encarregam-se da disseminacio do grupo (PHAFF, 1990).

Nio é surpreendente que plantas, com sua habilidade fotossintética de produzir nfo
somente agticares simples e polissacarideos, mas numerosos compostos de carbono, oferecam
uma grande variedade de substratos para o crescimento de leveduras. As plantas também

oferecem os sals minerals necessérios obtidos do solo bem como micronutrientes e vitaminas,

A superficie de folhas constitui um importante nicho para as leveduras pois € af que ocorre
a sintese de carboidratos através da fotossintese. Leveduras nfio fermentativas sio bastante
comuns neste habitat como Aureohasidium, Sporobolomyces, Rhodotorula, Cryptococcus ¢
espécies de Candida nio fermentativas. Espécies fermentativas, algumas vezes ¢stio associadas a
exsudatos acucarados de folhas senescentes como por exemplo, Torulaspora delbrueckii e
Kheyveromyces thermotolerans. Neste caso, 0 solo pode ser fonte de outras espécies de leveduras
que irfio colonizar folhas e também frutos caidos no solo (senescentes) (PHAFF & STARMER,
1687).

Algumas espécies de drvores tém a tendéncia de exsudar resinas a partir de lesdes onde
ocorremy varios microrganismos, incluindo leveduras. Algumas leveduras foram isoladas
exclusivamente destes exsudatos como Nadsonia elongata, Phaffia rhodozyma, Pichia pasioris,
P. chambardii, P. rhodanensis, P. strasburgensis dentre outras espécies (LACHANCE et afii,
1982). Outro habitat rico em leveduras altamente especializado € o tecido necrético de cactus
onde sfo encontradas Pichia cactophila, P. kluyveri dentre outras (STARMER er alii, 1932;
STARMER & PHAFF, 1983; LACHANCE e¢r alii, 1988).

Leveduras naoc representam wuma entidade taxondmica natral. S3c  fungos
predominantemente unicelulares que possuem reproduclo vegetativa por brotamento ou fisséo e
se encontram distribuidas nas classes Ascomvcotina, Basidiomycotina e Deuteromycotina do

reino Eumyvcota (Fungi), conforme apresentado na figura 2.

As leveduras ascomicéticas e basidiomicéticas. ditas perfeitas ou teleomorficas, produzem

esporos e apresentam ciclo sexual ja descrito, enquanto as leveduras deuteromicéticas, também
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conhecidas como imperfeitas ou anamérficas, ndo possuem ciclo sexual conhecido (KREGER-
VAN R1J, 1984; KURTZMAN, 1988; PHAFF, 1990). Atualmente, existem cerca de 350 espécies
de leveduras descritas (BARNETT, ef alii, 1990).

Ascomycotina
Hemiascomycetes
Endomycetales Spermophthoraceae
Saccharomycetaceae
Basidiomycotina
Ustilaginales Filpbasidiaceae
leveduras com teliosporo
Tremellales Sirobasidiaceae
Tremellaceae
Deuteromycotina
BRlastomycetes Cryptococcaceae
Sporobolomycetaceae

Fonte: KREGER VAN R1J (1984).

Figura 2: Classificagio das leveduras no reino Eumycota

O primeiro esquema de classificaclio completo e acessivel de leveduras esporulantes foi
preparado por STELLING-DEKKER em 1931. Subsequentemente, LODDER em 1934 e
DIDDENS & LODDER em 1941 publicaram estudos a respeito de leveduras nao esporuladas.
Em 1952, LODDER & KREGER-VAN RIJ escreveram a mais extensa publicagdo sobre
taxonomia de leveduras, revisada por LODDER (1970) ¢ KREGER-VAN RIJ (1984) e uma nova
edicio estd sendo preparada por KURTZMAN & FELL {comunicaciio pessoal). O estudo sobre
taxonomia de leveduras publicado por BARNETT ef alii em 1983 e revisado em 1990, traz a
descricdio sistemética das espécies acompanhada de fotomicrografias. Em 1987, foi editado um
programa de identificagio de leveduras, para computadores, baseado nas publicacbes de

BARNETT e alii (1983),
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Muitas leveduras, embora nfo todas, sfo caracterizadas pela reprodugfio sexual
envolvendo uma alternaciio de geragbes com a fonmacfo de células caracteristicas nas guals
ocorre a meiose (divisio reducional). Nas leveduras ascosporogénicas, a meiose oCOITe no asco
dando origem a uma geragio hapléide designada ascoOsporo.s, enquanto nas leveduras

basidiosporogénicas, a meiose ocorre no basidio com formacao dos chamados basidiosporos.

As leveduras ascomicéticas podem ser homotdlicas ou heterotdlicas, isto €, apresentarem
um genoma igual em todas as células ou nfio, respectivamente. E as leveduras podem apresentar-
se na forma vegetativa como hapldide possuindo metade dos cromossomas caracteristicos da

espécie (n) ou como diplbide (Zn).

Em linhagens hapldides ocorre fusfio de duas células vegetativas para a formagiio do
zigoto, enquanto nas linhagens dipldides, ocorre meiose seguida da conjugaglo entre ascosporo.s
num mesmo asco {célula diferenciada). Nas linhagens homotélicas, a formagdo do zigoto ocorre
pela conjugacdio de ascésporo.s do mesmo individuo, enquanto em linhagens heterotalicas s¢

ocorre formacfo de zigoto apds o pareamento de duas linhagens “mating type” compativeis.

A classificacio das leveduras ascomicéticas € apresentada na figura 3, as guais

compreendem a maioria dos géneros j& descritos.

Leveduras sfo tradicionalmente caracterizadas, identificadas e classificadas afravés de
caracteristicas morfologicas e fisiolégicas. Para a identificagfio especifica, estudos bioguimicos e
de exigéneias nutricionais s30 mais relevantes que tragos morfologicos e sexuais, 0s quais sfo

importantes na determinagfio genérica.

Dentre as caracteristicas morfologicas utilizadas podemos citar: morfologia das células
vegetativas; tipo de reproducfo vegetativa; morfologia da colénia em meio séhdo: cor, textura,
britho, etc; caracteristica de crescimento em meio liquido: formagfio de pelicula, anel efou
sedimento; esporulacfio: presenca de asco ou basidio, forma destas estruturas, forma e ntmero de
gsporos; presenca ou auséncia de conjugagio; formagho de pseudomicélic efou micelio

verdadeiro; ¢ formagfo de balistosporos.
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Spermophthoraceae Coccidiascus
Metschnikowia
Nematospora

Saccharomycetaceae Schizosaccharomycetoideae Schizosaccharomyces

Nadsonioldeae Hanseniaspora
Nadsonia
Saccharomycodes
Wickerhamia

Lipomycetoideae Lipomyces

Saccharomycetoideae Ambrosiozyma
Arthroascus
Citeromyces
Clavispora
Cyniclomyces
Debaryomyces
Dekkera
Guilhermondella
Hansenula
Issatchenkia
Kluyveromyces
Lodderomyces
Pachysolen
Pachvtichospora
Pichia
Saccharomyces
Schnwanniomyces
Sporopachydermia
Stephanoascus
Torulaspora
Wickernamietla
Wingea
Zygosaccharonyces

Fonte: KREGER VAN RIJ (1984).

Figura 3: Classificagio de leveduras ascosporogénicas
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Na realidade, a identificacio de leveduras difere enormemente dos pardmetros utilizados
para fungos filamentosos, devido & escassez de critérios morfologicos. As leveduras slo
diferenciadas em grande parte por suas caracteristicas fisioldgicas de maneira semelhante &

taxonomia de bactérias.

Segundo KREGER VAN RIJ (1984), a descriglio padréio de uma espécie de levedura
fornece as caracteristicas pelas quais ela é identificada. Esias caracteristicas sio em geral
similares para todas as espécies. O valor taxondmico dos caracteres descritivos depende (1) de

sua capacidade de diferenciar e (2) de sua consténcia.

As propriedades fisiolégicas utilizadas na identificacdo séo: a ufilizagho de fontes de
carbono e nitrogénio; requerimento de vitaminas; crescimento a elevadas temperaturas ¢ em
meios com alta concentracio de agticares ou cloreto de sodio; a formagio de metabélitos tipicos e

a susceptibilidade a certas drogas como cicloheximida.

A habilidade para fermentar acilicares varia entre as espécies de leveduras. Por exemplo, os
géneros Kluyveromyces, Saccharomyces, Torulospora ¢ Zyvgosaccharomyces sao caracterizados
pela fermentagdo vigorosa da glicose, enquante outros géneros como: Lipomyces, Rhodotorula,
Cryptococcus e Sterigmatomyces sio estritamente ndo fermentativos. Encontramos ainda, dentro

de um mesmo género, como Candida, espécies fermentativas e néo fermentativas.

As leveduras podem ainda assimilar, através do metabolismo oxidativo, um grande
nfimerc de fontes de carbono orgénico. Alguns aglcares simples como glicose, frutose e manose
sio assimilados por todas as espécies estudadas, enquanto que alguns oligossacarideos,
polissacarideos, 4lcoois primérios, polidis, acidos organicos, pentoses, tetroses, hidrocarbonetos ¢

lipideos sdo utilizados seletivamente por algumas espécies (PHAFT, 1990).

As leveduras siio capazes de utilizar diversas fontes orgénicas e inorginicas de nitrogénio
como amdnia, nitrato, nitrito, aminas ou alguns aminoacidos. Muitos géneros s&0 caracterizados
pela incapacidade ‘de uwtilizar nitrato como Saccharomyces, Khpveromyces. Pichia e
Debaryomyces, enquanto gue nos géneros Hansenula, Pachysolen, Cireromyces e Wickerhamiella

todas as espécies utilizam o nitrato. Entre as leveduras imperfeitas podem ocorrer linhagens
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nitrato-positivo e nitrato-negativo como nos géneros Candida e Trichosporon (VAN DER WALT
& YARROW, 1984},

Além dos testes de assimilagfio e fermentacfio, a descrigio-padriio das espécies inclui
outros critérios de importdncia geral e outros que sio Gleis somente para certos grupos ou
géneros. A descricio-padriio de todas as espécies inclui: crescimento em melo sem vitaminas
{VFB), crescimento a 37°C, crescimento em 50% de glicose ou em 10% de Na(Cl. O teste de
coloragiio de Diazonium blue B (DBB) ¢ o teste de urease sio utilizados também na descrigio-
padrio e sio importantes para a distingdo entre leveduras ascomicéticas e basidiomicéticas.
Leveduras que hidrolisam uréia e t€m um resultado positivo para o teste de DBB so leveduras

hasidiomicéticas ou seus anamorfos.

Outros critérios encontrados na descrigio-padrio de importincia secundaria sio: produgdo
de compostos amildides extracelulares, producio de 4cido a partir de glicose e resisténcia a

cicloheximida.

A sistematica e caracterizacio das leveduras estdio em constante alteracdo, através da
descoberta de novos géneros e espécies e também através da descoberta das formas sexuadas de

alguns fungos imperfeitos.

Hoje, técnicas modernas de quimiotaxonomia, como analises quimicas dos componentes
celulares, hibridizagio de DNA, rbotipagem, entre outros, auxiliam na busca de uma

classificacio mais natural, baseada na filogenia.

Ao invés de observarmos apenas caracteres morfoldgicos, fisiolégicos e comportamento
em cultura, ¢ possivel estudar a origem molecular dos fendmenos observados ¢ determinar as
relactes filogenéticas dos organismos utilizando caracteres realtivamente conservados { proteinas,
RNA ribossdmico). Os microrganismos sio identificados na pratica pelas diferengas entre seus

fendtipos que sio expresses do genouipo.

Diversos métodos atualmente podem ser utilizados para a investigagho direta da

informaciio taxondmica a nivel genotipico como, por exemplo, através da analise de sequéncias



REVISA

génicas do DNA e polimorfismos (RFLP). Algumas destas técpicas possibilitam diferenciar
linhagens a nivel de género ou espécies, outras discriminam organismos a nivel subespecifico ou
mesmo supragenérico. O grau de especificidade da andlise depende da metodologia empregada ¢

do grau de conservago da regifio gendmica analisada.

Segundo MEYER (1991), a taxonomia molecular de leveduras fornecera as informacdes
necessdrias para a descoberta e avaliagio de parentescos e para a determinago de agrupamentos
naturais. O conhecimento do parentesco gengtico entre linhagens e espécies, obtido por écnicas
de reassociaco de DNA e eletroforese de proteinas resultard numa maior compreensio da

evolugio das leveduras e propiciard uma taxonomia geneticamente relacionada.

Algumas técnicas de taxonomia molecular de leveduras utilizadas atualmente, sio
contendo de guanina e citosina do DNA nuclear (% G + C) (NAKASE & KOMAGATA, 1970,
NAKASE & KOMAGATA, 1971), homologia de DNA (PRICE er afii, 1978; SMITH er 4lii,
1990); analise do RNA ribossomal (YAMADA et alii, 1989; LACHANCE, 1989 YAMADA et
alii, 1989, YAMADA et alii, 1990a; YAMADA er alii, 1990b; FELL & KURTZMAN, 1990;
KURTZMAN & ROBNETT, 1991; KURTZMAN, 1993), determinagdio da sequéncia de
aminoécidos de enzimas (SMITH er alii, 1990), eletroforese de proteinas (VANCANNEYT ef
alii, 1991; GUILLAMON er alii, 1993), andlises de acidos graxos da parede celular (COTTRELL
et alif, 1985 KOCK er alii, 1985; KOCK et alii, 1986; BRONDZ er alii, 1989, AUGUSTYN er
atii, 1990; BENDOVA er alil, 1991; BOTHA et alii, 1993) e determinagio do tipo de coenzima-
0 (YAMADA er alif, 1973a; YAMADA er alii, 1973b; YAMADA et alii, 1976).

KURTZMAN & PHAFF (1987) em uma revisfio da composigio de DNA de leveduras,
mencionaram que leveduras ascomicéticas apresentam uma percentagem de G + C abaixo de 50%
(entre 27 - 50%), enquanto as basidiomicéticas acima deste valor (entre 50 e 70%). A
determinagdo da composicio das bases do DNA ¢ valiosa na descrigdo de novas espécies de
leveduras. O contetido de G + C entre espécies de um mesmo género geralmente apresenta uma

variagfo de 10%.
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Os estudos de homologia TRNA-DNA tém-se mostrados fundamentais para demonstrar
distancias intergenéricas ¢ relagdes mais distantes entre espécies de leveduras devido ao alto grau
de conservacio das sequéncias de DNA que codificam o rRNA. (éneros, familias e,
possivelmente, ordens de leveduras tém sido definidas pela homologia da subunidade 258 rRNA

e caracteristicas fenotipicas correlacionadas (OLSEN, 1990)

Algumas metodologias de “DNA figerprinting” (identificaciio de sequéncias gendmicas)
envolvem o uso de sondas para a detecglio de polimorfismos genéticos ou sequéneias que
ocorrem em multiplas cépias no genoma (sequéncias repetidas, sequéneias de insercdo ou

sequéncias palindrémicas).

As técnicas moleculares mais modemas de caracterizagfio de microrganismos envolvem o
uso de PCR. reagio em cadeia da polimerase. PCR consiste em uma reaglio enzimatica de
polimerizacio do DNA, a qual ¢ conduzida durante virios ciclos, duplicando sequéncias alvo de
DNA. A reagfio utiliza “primers” (oligonucleotideos sintéticos) complementares a regides das
extremidades da sequéncia de DNA alvo. O ciclo padrio de PCR consiste de: 1) desnaturagio
térmica do DNA alvo; 2) anelamento dos “primers” as sequéncias de flanco sob temperatura
controlada (especificidade); 3) polimerizagio de novas fitas de DNA complementares pela
enzima Tag DNA polimerase; e 4) desnaturagio dos duplexos recém-formados, retornando a
primeira etapa do ciclo. As sequéncias de DNA alvo sfio duplicadas a cada ciclo, resultando na

sintese exponencial de novas copias apos cada ciclo (amplificagio).

A metodologia de RAPD (DNA polimoérfico amplificado com “primers” aleatorios) ¢ uma
variagio da metodologia classica de PCR que oferece grande potencial para a caracterizagao
molecular de linhagens de microrganismos. As reacdes de RAPD so bastante rdpidas ¢ faceis de
serem preparadas, eliminando a necessidade de purificaglo extensiva de DNA, o gual € extraldo
de coldnias através do método de lise rapida. Apenas um “primer” ¢ utilizado para as reagfes de
PCR, e os fragmentos amplificados sdo de baixo peso molecular, correspondendo a seguéncias

cujas extremidades apresentam maior homologia com o “primer”.
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Os produtos de amplificagio de RAPD sdo visualizados por eletroforese em gel de
agarose corados com brometo de etidio. A presenga de perfis semelhantes de bandas de
amplificagio reflete similaridades gendmicas e, consequentemente, fortes indicios de identidade
entre linhagens-espécies, o que deve ser comprovado repetindo-se a reagfio com outros “primers”,
comparando outras regies do genoma, (LEHMANN ef affi, 1992). A andlise de perfis de RAPD
permite 2 tipicagio de linhagens dentro de uma mesma espécie com precisdo e rapidez maior que

em outras técnicas de homologia de DNA.

A determinaciio do tipo de Coenzima-Q permite a separacfo entre géneros de leveduras.
Geralmente, espécies de um mesmo género de leveduras tém o mesmo sisterna Q, mas existem
excecio no género Pichia (OLSEN, 1990). A coenzima-Q varia de acordo com o tamanho da
cadeia (nimero de unidades isopreno) de Qg a Qyq, ¢ sdo conhecidas como ubiquinonas, devido a
sua presenga nas células de animais e microrganismos. A coenzima-( funciona como aceptor de

elétrons na cadeia respiratdria recuperando o poder redutor das flavoproteinas.

PHAFF (1984) indica que os estndos do sistema de Coenzima-Q de leveduras
asporogénicas sfo Uteis na correlagdo de leveduras imperfeitas com certos grupos de géneros de
leveduras perfeitas. A apresentaglo de variagBes quanto ao tipo de coenzima-Q presente no
género Pichia pode significar que espéeies atipicas deste génere tém uma afinidade préxima a

espécies de outros géneros.

O alto poder de resolugdo da técmica de eletroforese combinada com andlises
computacionais de perfis de proteinas tém sido usados com sucesso na identificacho de bacténas.
E uma ferramenta pratica e Uil para a selecio de mitiplos isolados para identificagBo ¢ para
verificar a awtenticidade de linhagens quando padrdes de referéncia sdo disponivels (PRIEST &

AUSTIN, 1993).

VAN VUUREN & VAN DER MEER (1987) e GUILLAMON et alii {1993) realizaram
estudos de identificacio de linhagens de Saccharomyces utilizadas na mdistria vinicola
empregando a técnica de eletroforese de proteinas totals. VANCANNEYT er olif (1991)

realizaram SDS-PAGE para a tipificagiio de espécies ¢ linhagens de Candida. As leveduras
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intimamente relacionadas podem ser distinguidas (“fingerprinting”) de acorde com seus perfis de

bandas e agrupadas em “clusters” por anélise numérica computacional dos eletroforogramas.

Segundo OLSEN (1990) deve-se intensificar o uso de métodos quimiotaxondmicos na
classificagio e identificagio de leveduras, uma vez que eles proporcionam critérios precisos,

reprodutiveis e objetivos para a sistematica de leveduras.

Microbiologistas estudaram a taxonomia de leveduras por todo um séeulo, mas apesar do
consideravel progresso, a tarefa de desenvolvimento de um sistema de classificagdo ideal estd
longe de ser completada. IdentificagGes fidedignas sfio necessarias para propiciar tratamentos
adequados de infecedes, para entender as interagSes de espécies na natureza e para a selegdio de
orgamismos adequados para a produglio de alimentos e fermentagfo industrial. Se um esquema de
classificacio fidedigno pudesse ser desenvolvido tendo sua base na filogenia, entdo a
classificagio assumiria uma importancia adicional, porque permitiria predizer similaridades
genéticas, incluindo vias metabolicas e mecanismos de controle destas vias. Tal sistema
filogenético seria de particular interesse para biotecnologistas, que tém 2 necessidade de
combinar diversas capacidades metabdlicas e, se estas habilidades estivessem estreitamente
relacionadas as espécies, sua chance de integraglo ¢ expressdo em um Unico organismo seria

muito maior (KURTZMAN, 1988).

As caracteristicas obtidas partir de metodologias tradicionais ou moleculares resultam na
identificagio através do emprego de chaves dicotdmicas descritas nos manuais de classificag@io
(KREGER VANRIJ, 1984 ¢ BARNETT er alii, 1983} ou através da taxonomia nuwmnérica que

apresenta a vantagem de conferir grau de importéncia igual para todas as caracteristicas.

A taxonomia mumérica ou a classificaciio com o auxilio do computador € a classificaglio
por métodos numéricos das unidades taxondmicas (linhagens) em taxa baseada em caracteres
compartilhados (SNEATH & SOKAL citado por GOODFELLOW, 1985). O objetivo primario ¢
agrupar as linhagens individuais em grupos homogéneos usando um grande numero de dados

fenotipicos que vio desde caracteristicas morfolégicas até propriedades bioquimicas ¢
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fisiologicas. Muitos métodos, compreendendo técnicas hierdrquicas e ndo-hierdrquicas podem ser

utilizadas para analisar os dados derivados dos estudos de taxonomia numérica.

Os métodos hierdrquicos sdo geralmente mais utilizados devido 2 sua simplicidade e a
facilidade com que os dados sdo manipulados por programas computacionais simplificados. A
primeira etapa nestes métodos é o céleulo das similaridades e diferengas entre as linhagens, as
unidades operacionais taxondmicas (“operational taxonomic units” - OTUSs), usando coeficientes
de similaridade. Varios coeficientes podem ser calculados como Jaccard (8;), “simple matching”™
(8gp0), “Euclidean distance” (d), “Gower” (Sg) e “pattern difference” (Dp) (SACKIN & JONES,
1993; GOODFELLOW, 1995). Os grupamentos resultantes da taxonomia numérica, ou
taxospécies, sdo definidos por agrupamento em fungio dos valores de similaridade pela andlise de

“clusters” e sd0 representados em dendogramas.

Os “clusters” taxondmicos sio representacdes imparciais de relagBes naturais entre as
linhagens, embora a composi¢io do grupo possa ser influenciada pela escotha das linhagens e
testes, procedimentos experimentais, a taxa de erro inerente de cada teste € 0 método estatistico
utilizado (GOODFELLOW, 1995). Por isso, a taxonomia numeérica precisa ser complementada
por informagdes obtidas a partir de outros métodos taxonlmicos como  técnicas

quimiotaxondmicas e moleculares.

Og dados fenéticos numéricos sio frequentemente armazenados e manipulados por
sistemnas computacionais através de softwares especializados (CLUSTAN, MVEP, NTSYS,
TAXON, X; CANHOS et alii, 1993; SACKIN & JONES, 1993; CHUN, 1995} e precisam ser

haseados em um elevado ntimero de OTUs e caracteres.
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2.6, Leveduras Associadas as Agaves

LACHANCE (1995), estudando as comunidades de leveduras associadas a fermentag8o
natural de tequila (4gave fequilana) no México, identificou 7 espécies de Candida dentre elas, C.
guilhermondii, 5 biotipos de Kluyveromyces marxianus, baseado na presenca ¢ forma dos
ascosporo.s e utilizagdo de B-glicosideos; 4 biotipes de Torulaspora delbrueckii; 3 biotipos de
Pichia membranefaciens e vérias outras espécies de leveduras, dentre as quais descreveu uma

nova espécie, Metschnikowia agaveae (LACHANCE, 1993b).

Num tipo peculiar de “podridio™ que se desenvolve na base das folhas de agave as
espécies dominantes foram Clavispora lusitaniae e Metschnikowia agavege, além de Candida
guithermondii, K. marxianus, Rhodotorula spp. e Pichia membranacfaciens (LACHANCE,
1993b}.

As espécies de leveduras do suco de agave fresco, aquelas associadas ao equipamento de
“crushing” (esmagamento) e as linhagens isoladas do mosto cozido compreenderam uma biota
bastante similar sendo dominada por Schizesaccharomyces pombe € em menor numero por K
marxianus no mosto cozido, enquanto nas etapas anteriores havia uma maior diversificagio com a
presenca de algumas espécies como 7. delbrueckii, Hanseniaspora sp. ¢ Iinhagens de

Saccharomyces cerevisiae (LACHANCE, 1995).

Na fermentagBo, propriamente dita, encontrou-se um predominio de Saccharomyces
cerevisiae, porém espécies de T. delbrueckii, Hanseniaspora e Brettanomyces também estavam

presentes. (LACHANCE, 1995).

Dias espécies de leveduras encontradas por LACHANCE (1995) associadas a fermentagio
natural de tequila, isto ¢, associada a planta agave, somenie Candida guilhermondii e

Khuyveromyces marxianus sBo capazes de hidrolisar inulina.

Segundé os estudos de LACHANCE (1993 e 1995), a espécie Kluyveramyces marxianus

estd presenie nos varios pontos da fabricacdo de tequila e as leveduras da podridio do agave s&o
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claramente distintas das que estio presenies em outras etapas de fabricagio da tequila. Os maiores
componentes desta comunidade Clovispora lusitaniae. Metschnikowia agaveae ¢  Candida
guilhermondii compartilham caracteristicas comuns de serem moderadamente fermentativas e de
utilizarem um relativamente grande namero de compostos como fonte de carbono. Em particular,
todas as trés espécies crescern bem em hexadecanos, sugerindo a possibilidade que as ceras de
agave e outros lipideos possam ser importantes fatores na definicio da composigio desta

microflora.

TANIS (1990) estudou a utilizagBo de agave para a produgéo de xarope de frutose ¢
sugeriu a ocorréncia natural de Kluyveromyces marxianus como o agente da fermentagio de suco
de agave para a producdio de tequila. A autora comparou 2 hidrélise 4cida e enzimatica do extrato
de agave e propds a utilizagio de agave como fonte de inulina ¢ da levedura imobilizada para a

produciio de xaropes com alto teor de frutose como atividade econémica viavel para o Mexico.

GUEGUEN et alii (1994) estudaram uma linhagem de Candida entomophilg isolada a
partir de suco de agave fermentado com atividade de PB-glicosidase. Esta levedura apresenta
potencial para a produgfio de compostos aromatizantes que tém aplicaghio principalmente nas
indtstrias de vinhos e sucos de frutas. Mais recentemente, outra levedura Zygosaccharomyces
hailii também isolada de suco de agave fermentado fol investigada para a produgfo de B-

glicosidase pelo mesmo grupo de pesquisadores (GUEGUEN ez alii, 1995)

2.7. Isolamento e Seleciio de Microrganismos Inuloliticos

O isolamento de microrganismos produtores de inulinases tem sido felie comumente em
amosiras de solo coletado ao redor das raizes {rizosfera) e do material em decomposicio de
plantas da familia Compositae ricas em inulina (VANDAMME & DERYCKE, 1983).  VULLO
et alii (1991) procederam o isolamento de bactérias produtoras de inulinases a partir de amostras

do solo da rizosfera e material em decomposicio de plantas da familia Compositae: dalia e dente-
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de-lefio (“dandelion”) em diferentes regides da Argentina e de Vernonia herbacea no Brasil, na

qual a inulina representa 50% do pese seco da planta.

Além do isolamento de microrganismos da natureza, varios trabalhos selecionam
leveduras com atividade inulolitica a partir de linhagens de colegfes de culturas
(ROUWENHORST, er alif, 1988; MANZONI & CAVAZZONI, 1988; HERMAN & GUIRAUD,
1990; GUPTA, et alii, 1994 ¢ PASSADOR-GURGEL et alii, 1996). FUCHS er alii(1985) faz

uma revisio de varias bactérias e leveduras produtoras de inulinases citados na literatura (Anexo

D

Os procedimentos de “screening” sfio baseados na utilizag@o de inulina como unica fonte
de carbono. ALLAIS er afii (1988) utilizaram técnicas de enriquecimento das amostras de solo

através de tratamento com solucdo de inulina por um periodo de duas semanas.

Existem poucos estudos sisteméaticos sobre as condigBes de cultive de organmismos
produtores de inulinases, com excegio de investigagles sobre assimilagdo de fontes de carbono.
VANDAMME & DERYCKE (1983} esclarecem alguns pontos sobre o requerimento de
nitrogénio e ions metalicos, condigbes de pH, temperatura e outros fatores importantes na
producfio destas enzimas. ROUWENHORST et alii (1990) sugerem a importéncia das condicdes
de cultivo na selegiio de linhagens de Kluyveromyces marxianus como pH, temperatura ¢ aeragio.
Em vérios estudos, tem-se procurado microrganismos capazes de produzir enzimas termoestavels

(ROUWENHORST er alii, 1988; VULLO er aiii, 1991; DRENT & GOTTSCHAL, 1991).

2.8. Metodologias de Microvolumes em Microbiologia

Os procedimentos convencionais para a triagem microrganismos exigem uma grande
demanda de trabalho, tempo e material o que dificuita a manipulagio de grande nimero de

isclados.
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Nas tiltimas décadas, vem-se aperfeicoando téenicas simples, rapidas e automatizadas para
a rotina microbiolégica tais como “kits” para a identificagdio de microrganismos ¢ determinaco

de resisténcia a antibisticos, dentre ouiros.

A utilizagio de microplacas para testes de identificag@o bacteriana vem sendo
intensificada nos Gltimos anos através do sistema “Biolog” (BOCHNER, 1989). Os autores
CARNAHAN er alii (1989) utilizaram o sistema Biolog para a identificacdo de linhagens de

Aeromonas através da determinacio do perfil de oxidagfo de diferentes fontes de carbono.

QUEROL et alii (1992) compara diferentes métodos para 2 identificacdo de leveduras.
LIN & FUNG (1987) fazem uma revisio dos métodos convencionais € rdpidos para a

identificacio de leveduras.

HEARD & FLEET (1990} empregaram microplacas para simplificar e reduzir os custos
na identificacdo de leveduras, através de testes de assimilagiio de fontes de carbono, nitrogénio,

de resisténeia a cicloheximida, de crescimento em meio sem vitaminas, ete.

PICK (1986) e KUENG er alii (1989) utilizaram microplacas para monpitorar a atividade

de macréfagos e quantificar culturas de células, respectivamente.

O estudo de enzimas microbianas € suas aplicagdes biocataliticas € essencial para o
desenvolvimento da biotecnologia (CHEETHAM, 1987), e, para tanto, ¢ fundamental o

“sereening” de novos agentes biocataliticos aproveitando a biodiversidade natural.

A procura de novas enzimas e noves microrganismos tem por obietivo, ndo apenas a
obtencdo de elevadas atividades ou de linhagens com alta produtividade, mas também a busca de
caracteristicas qualitativas, tais como, a relagiio atividade/crescimento, tolerancia ou estabilidade
em condicdes definidas (pH, temperatura, pressdo osmdtica, concentragiio de etanol, ete). Tats
caracteristicas sio importantes, visto que ndio podem ser facilmente modificadas via genética
classica ou engenharia genética por, geralmente, envolverem véarios genes. Para selecionar
microrganismos e enzimas com diferentes propriedades, métodos rapidos e com custo e tempo

reduzidos sfo fundamentais.
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Leitores automaticos de microplacas {“microtiter readers”) acoplados ou ndo a
microprocessadores podem ser utilizados na caracterizagdo e “screening” de microTganismos para
diferentes finalidades. A utilizaco destes equipamentos destaca-se pela praticidade e velocidade
com gue produz um enorme volume de resultados. O “microtiter reader” é um espectrofotdmetro
capaz de realizar 96 medidas de absorbéncia simultaneamente em volumes de aproximadamente

200 i, utilizando um ternpo de aproximadamente 30 segundos.

Estes equipamentos, originalmente desenvolvidos para {estes imunolégicos através da
éenica de ELISA, tém sido adaptados para outras medidas espectrofotométricas. Reagdes
colorimétricas decorrentes de ensaios enziméticos tém sido realizadas em “MT-Readers {FRYER

et alii, 1986; CRIBB er ali1,1989; FLORINI, 1939}

A técnica de microvolumes em leitores de microplacas para “screening” tem sido
recentemente  utilizada na triagem de microrganismos para biorremediagio {(STRONG-
GUNDERSON & PALUMBO, 1994; GORDEN er alii, 1993) ¢ microrganismos produtores de
enzimas (ASHOUR et alii,1987; BUTLER et alii, 1988; PASSADOR-GURGEL er alii, 1996).
s varios autores atestam as vantagens do sistema “MT-Reader”, especialmente, no que refere-se

4 reducio do tempo e custos requeridos para a realizagio de um ntmero elevado de testes.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencio das Leveduras Inuloliticas a partir de Agave

3,1.1. Coleta de Amostras

Foram feitas 4 coletas de amostras de extrato (suco) de Agave sisalana a partir de
folhas verdes, maduras (em decomposi¢io) e residuos da produgiio de sisal em locais
diferentes conforme descricdo na tabela 2. As folhas foram esmagadas (manualmente
“hatendo”em pedras), passando em moenda ou nas maguinas de desfibramento. Os residuos de
sisal (folhas de agave tritwradas) sfo acumuladas no campo préximo & maquina de

desfibramento e permanecem com grandes guantidades de suco que € facilmente liberado pela

compress#o deste material.

Tabela 2: Descricio das coletas de material para o isolamento de leveduras

Coleta Local Material Meio {agar) Temperatura
Ageve sisalana *C)
i Cachoeiro do Brumado MG - folhas verdes e ¥M Inulina 30
Produgdio artesanal de sisal maduras 2%
32 Campinas SP folhas verdes e YM Inulina 30, 37
Fazenda 1AC maduras 2%
3 Sete Lagoas -MG- Cerrado folhas verdes e YNB Inulina 30, 37,42
meaduras 1%
Monteire -PB folhas verdes 17 Y'NB Inuling 37,4248
Fazenda EMBRAPA variedades 1%
Monteiro -PB residaos des- YNB Inuling 37,4248
2 fazendas fibramento 1%%
4 Cuité - PB residuos des- YNB Inulinag 3742 48
3 fazendas fibramento 1%
Barra de Santa Rosa fazenda residuos des- YNB inulina 374248
Sta Celina fibramento %%
Barra de Santa Rosa secagem das fibras | YNB Inglina 374248
1%
Remigio secagem das fibras | YNB Inulina 374248

1%
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Uma coleta foi feita no estado da Paraiba em trés regifes produtoras de sisal. Ao sul do
estado na cidade de Monteiro foram obtidas amostras na fazenda experimental da Empresa
Brasileira de Agricultura e Pecudria -EMBRAPA - a partir de variedades de Azave ¢ em duas
outras fazendas particulares durante a etapa de desfibramento (processo manual). Foi feita
coleta de amostras na regifio central do estado em duas cidades: Barra de Santa Rosa e
Remigio durante a etapa de secagem das fibras, e em Barra de Santa Rosa também em uma
fazenda (Santa Celing), um dos poucos exemplos de desfibramento automatico. Na cidade de
Cuité, ao norte do estado tambeém foram obtidas amostras de trés fazendas durante a etapa de
desfibramento que utilizavam o processe mamual. A figura 4 mostra os locais de coleta na

Paraiba,

Uma putra coleta foi realizada no estado de S&o Paulo a partir de algumas variedades

de Agave plantadas na fazenda experimental do Institute Agrondmico de Campinas -IAC.

Duas outras coletas foram feitas no estado de Minas Gerals: uma em regifio de
producio artesanal de sisal {Cachoeiro do Brumado) préximo a cidade de Ouro Preto e uma
em regifio de cerrado onde algumas plantas de agave com finalidade omamental foram

encontradas, proximo & cidade de Sete Lagoas.

As amostras foram acondicionadas em frascos estéreis e armazenadas em gelo durante

- o transporte até o laboratério (até 72 horas).

3.1.2. isolamento, Purificacio e Preservaciio

O isolamento fol feito pelo plagueamento em superficie, tomando aliquotas de 1 mL de
amosira nos meios YM agar (0,3% de extrato de levedura - DIFCO, 0,3% de extrato de malte -
DIFCQO, 0,5% de peptona - DIFCO e 2,0% de agar - DIFCO) ¢ YNB (Yeast Nitrogen Base -
DIFCO - 0,67%, 2,0% de dgar) acrescidos de 1,0% de inulina e incubados em diferentes

temperaturas (30, 37, 42 e 48°C) conforme indicado na tabela 2.
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(a)

(b)

(d

Figura 4: Plantas de Agave sisalana e residuos da industria de sisal. (a) Plantagdo de
variedades de Agave sisalana - Fazenda Experimental da EMBRAPA; (b) Processo manual de
desfibramento das folha de agave (la. etapa na produgdo das fibras de sisal); (c) Maquina de

desfibramento semi-automatica; (d) Acimulo de residuos do desfibramento.
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Apds incubacBio por até 72 horas, colbnias morfologicamente distintas foram
assepticamente transferidas para o meio de GYP “Sabouraud” dgar (2,0% de glicose - DIFCO,
0,5% de extrato de levedura, 1,0% de peptona e 2,0% de agar) em tubo inclinado para

manutencio.

Foi feita a purificacfio das culturas em placas de GYP agar pelo método de estrias de
esgotamento, contendo tetracicling 1% guando necessario. A pureza das culturas foi constatada
através do exame microscopico em preparacio de ldmina & fresco apds crescimento em caldo
GYP por 24 horas a 27°C. As culturas puras foram codificadas ¢ encaminhadas para
Hofilizagdo (métedo de KIRSOP & SNELL, 1984) e depositadas na Colegio de Culturas
Tropical (CCT) da Fundagio Tropical de Pesquisas ¢ Tecnologia André Tosello.

Estas culturas também foram mantidas por repique e armazenamento a 4°C, em tubos
inclinados contendo GYP “Sabouraud” agar. Estas culturas foram reativadas periodicamente

para realizacio dos testes de identificagio e de seleglo.

3.2. Caracterizacio Taxondmica

O estudo taxondmico tradicional das leveduras foi feito utilizando-se a metodologia
recomendada por KREGER-VAN RIJ (1984); BARNETT et alli. (1983) e BARNETT e/ alli.

{1990) que baseia-se em caracteristicas morfolégicas, culturais, fisiologicas e biogquimicas.

As leveduras foram caracterizadas também através de iécnica guimiotaxondmica de
determinagio de quinonas, segundo métoedo modificado de YAMADA er alli. (1973a)

tomando-ze todos os cuidados analiticos.

As caracteristicas fenotipicas foram analisadas utilizando-se 0s programas
computacionais X (CHUN, 1993) para geraglo da base de dados ¢ NTSYS (ROHLF, 1992}
para analise de similaridade (UPGMA - “unweighed pair group method with artmetic

averages™ utilizando os coeficientes de similaridade “simple matching” e Jaccard e foram
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construidos dendogramas para estabelecer as relagbes de similaridade entre as linhagens

estudadas (GOODFELLOW, 1985; PRIEST & AUSTIN, 1993; GOODFELLOW, 1995).

3.2.1. Caracterizagio Morfologica e Cultural

Os testes de caracterizagio morfolégica e cultural compreenderam as seguintes
observagdes: morfologia das células vegetativas; tipo de reprodugiio vegetativa; morfologia da
colonia em meio solido: cor, textura, britho, viscosidade, forma, efc; caracteristica de
crescimento em meio Hguido: formagio de pelicula, anel e/on sedimento; esporulacio:
presenca de asco ou basidio, forma destas estruturas, forma ¢ numero de ascoOSpOIos ¢
basididsporos; presenca ou auséncia de conjugacdo; formagio de pseudomicélio ou micelio

verdadeiro; formacio de balistosporos.

As culturas foram crescidas em GYP caldo a 27°C por 24 horas e o aranjo, forma das
células e o tipo da divisdo celular foram observados através de analise microscopica em
preparagdes a fresco. Caracteristicas do crescimento em meio liguido como formagdio de anel,

pelicula e sedimento também foram observados apos incubagdio por 7, 14 e 21 dias.

As caracteristicas da coldnia; coloragio, britho, forma, superficie, margem e elevacio
foram observadas apds crescimento em placas contendo meio GYP agar a 30°C por 48-72

horas, através de microscépio estereoscopico.

A capacidade de formar pseundomicélios, micélios verdadeiros € artrésporos foi
observada através de microscopia Optica, apds o crescimento das culturas utilizando a técnica
de microcultivo. Esta técnica consiste no indeulo das culturas em placas contendo meio CMA
(Com Meal Agar - DIFCO) na forma de um risco e cobertas com laminulas previamente

esterilizadas. As placas foram incubadas a 27°C por 7 dias.

A formacio de balistosporos foi verificada utilizando-se a técnica de dois fundos de
placas de Petri unidas com fita adesiva, uma contendo meio pobre (CMA) € outra contendo

meio rico (GYP agar). As culturas foram inoculadas no meio CMA € incubadas a 27°C por 3 a
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4 semanas, com o meio CMA voltado para a baixo, para que, na presenga de balistosporos,
estes sejam descarregados no meio GYP é4gar e entfio possam ser observados através do

crescimento nas culturas neste Gltimo meio.

Para a ohservagéo das estruturas de reproducfio sexnada, as culturas foram inoculadas
nos meios de Acetato agar {(0,5% de acetato de sodie trihidratado - SINTH, 2,0% de agar, pH=
6,5~7.0), YM agar e CMA em placas de Petri. Apés incubagBo a 27°C por 5 a 7 dias, foi
verificada a produgfio de esporos, nimero ¢ forma ao microscdpio Optico em preparacdo a

fresco.

3.2.2. Caracterizaciio Fisiologica ¢ Bioquimica

Foi utilizada a técnica de "replica plaie” (replicagio multipla) para os testes de
assimilacBo de compostos de carbono e nitrogénio, resisténcia a cicloheximida, crescimento
em meio sem vitaminas, osmotolerdncia a 50% de glicose e 10% de cloreto de sédio, produgéo
de 4cido a partir de glicose, crescimento a temperatura de 37°C, teste de urease ¢ reagfo de

“Diazonium Blue” B (DBB).

A téenica de "replica plate” consiste na replicagdo simulténea de 25 linhagens
diferentes contidas em uma placa matriz com o auxilio de um multinoculador. Este sistema foi
desenvolvido no Laboratério de Taxonomia e Ecologia Microbiana do Institute de

Microbiologia da Universidade Federal do Rio de faneiro -UFRJ (HAGLER, 19781

O indculo utilizado para estes testes foi preparado a partir de culturas crescidas em
GYP 4gar por 48 horas, que foram transferidas para tubos com YNB (DIFCO) contendo 0,1%
de glicose incubados a 27°C por 5 dias para deplecfo de suas reservas endbgenas.
Posteriormente, aliquotas de cerca de 0,3 ml desta suspensdo celular foram transfenidas

assepticamente para os orificios da placa matriz do multinoculador.
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A partir desta placa matriz, as culturas foram repicadas em outras placas contendo
diferentes meios de cultura estéreis de acordo com o teste realizado. Estas placas foram entfio
incubadas por 21 dias a 27°C em estufa BOD, Foi feita a observacio de crescimento com 7, 15

e 21 dias de incubacio.

Para o teste de assimila¢iio de compostos de carbono os seguintes compostos foram
utilizados: (1) hexoses: glicose, frutose, galactose, L-ramnose; pentoses: D-xilose, L-arabinose
e D-ribose; (2} dissacarideos: sacarose, lactose, maltose, celobiose, trealose e melibiose; (3)
trissacarideos: rafinose e melezitose; (4) polissacarideos: amido soliivel e muling; (5) dlcodis:

eritritol, ribitol, D-manitol e inositol; (6) acidos orgdnices: acido ciinico.

Os carboidratos (DIFCO e SIGMA) foram preparadoes em solugdes estoque a 6%, com
excecfo da rafinose a 12% e esterilizados por filtrag8io em membranas de celulose de 0,22 pym

de porosidade (MILLIPORE).

As leveduras foram testadas quanto a capacidade de fermentar diferentes carboidratos.
As culturas que demonstraram capacidade em fermentar glicose foram em seguida testadas

quanto a capacidade em fermentar: galactose, sacarose, maltose, lactose, rafinose ¢ inulina.

Os testes de fermentacdo foram feitos em tubos de ensaio 13 X100 mm com tubos de
Duhram invertidos, contendo 2,0 mL de Meio Basal (0,45% de extrato de levedura, (,75% de
peptona ¢ solucgho de azul de bromotimol - VETEC até a coloragiio verde-garrafa) acrescido de
1,0 mi do carboidrato a ser testado. Os tubos foram inoculados com 0,1 mlb de wma suspensio
celular densa de culturas de 24 horas a 27°C crescidas em GYP égar preparadas em agua
estéril. As leituras foram feitas diariamente observando-se a produclo de acide atraves da
mudanca de coloragfo do meio para amarelo ¢ a formacfio de gas capturado ne tubo de

Durham. As observagdes foram feitas por um periodo méaximo de 21 duas,
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3.2.3. Caracterizaciio Quimiotaxondmica ~ Determinacio de Quinonas

As culturas de leveduras foram cultivadas em 100 ml de YM caldo em frascos
erlenmeyer de 250 mlL em duplicata sob agitagio em incubador rotatério (NEW
BRUNSWICK SCIENTIFIC) a 100 rpm a 30°C por 48 horas, utilizando como méeulo 1% de

uma cultura de 24 horas cultivada em tubo contendo 5 mL de YM caldo a 30°C.

As celulas foram centrifugadas e lavadas 3 vezes com 4gua destilada a 8000g por 10
minutos em centrifuga Himac CR21 (HITACHI). Determinou-se o peso Gimido ¢ a biomassa

obtida fol estocada em freezer.

A figura 5 mostra resumidamente as etapas realizadas para a determinacio das
guinonas. Os reagentes utilizados (MERCK) possufam pureza analitica (p.a). ou
cromatografica (“lichrosolv”™). Cuidados foram observados quanto a exposicdo a luz do

material durante 2 execucdo da analise devido & fotossensibilidade das ubiquinonas.

Para a extracio de ubiguinonas, a biomassa obtida (2 a 3 g de peso (mido) foi
ressuSpen.sa em 5 ml. de dgua destilada e transferida para um balfio para refluxc. Adicionou-se
30 mL de dlcool metilico, 3 g de hidréxido de sodio (SINTH) e 1 g de 4cido pirogélico
{(VETEQ). Refluxou-se por 60 minutos em banho de dgua (EYELA SB-11)a 85°C,

A mistura reacional apos resfriar 4 temperatura ambiente foi transferida para um fumi
de separacdio, onde procedeu-se a extragdo das ubiquinonas por meio da adiglio de 10 mL de
dgua destilada e 40 mL de hexano, Este procedimento foi repetido por 3 vezes, separando-se,
apos cada adicio, a parte agquosa em outro funil de separagfio, no qual ao término desta etapa
adicionou-se¢ 10 mL de agua destilada e 40 mL de hexano. Felto isso, desprezou-se a fase
aquosa € 2 fase orgénica foi transferida para o primeiro funil, onde procedeu-se a lavagem por

3 ou 4 vezes com 10 ml, de dgua destilada, desprezando-se sempre a fase aquosa.



biomassa (2 a 3 g peso umido) + 5 mL de dgua

adicdo 30 mL édlcool metilico, 3 g hidrdxido de sédio, 1 g 4cido pirogélico

U

refluxo 60 min. 85°C

\

extragio (10 mL dgua + 40 ml hexano) (3X)

fase orgénica

!

adigio 3 g sulfito de sddio anidro
filtracdo

gvaporacio a 35°C

adic8o 30 mL acetona

v

evaporacdo a 35°C

dissolucio em acetona

cromatografia de camada delgada (Kiesel-gel 60 F,.,, solvente benzeno)

Leitura em UV

4

remocio banda (rf entre 0,40 ¢ 0.50)
dissoluclo em acetona

filtragdo em Millex- FH13

\

redugao do volume

E

w
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Figura 5: Esquema utilizado na determinacio de quinonas em leveduras
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A fase organica obtida foram adicionados 3 g de sulfito de sédio anidro (RIEDEL-DE
HAEN), o qual foi posteriormente removido por filtragio em papel qualitativo Whatman n.1
{MERCK). O extrato orgénico obtido foi evaporado em evaporador rotativo (EYELAYa  35°
C . O material obtido foi dissolvido em 30 mL de acetona e evaporado novamente. Procedeu-

se a filtrac8o do extrato para remogo de particulas insoliiveis em acetona.

Posteriormente, o material obtido foi dissolvido em acetona e aplicado em placa para
cromatografia de camada delgada Kiesel-gel 60 Fog4 » espessura de 0,25 mm, dimensfes de

10 X 10 em (MERCK). A cromatografia foi desenvolvida utilizando-se benzeno como
solvente. A placa foi seca e as ubiguinonas (rf entre 0,40 e 0,50) foram visualizadas sob luz

(SR

Removeu-se¢ a banda identificada e o material foi dissolvido em acetona e
posteriormente, filtrado em Millex - FH 13 (MILLIPORE). O volume da amostra foi reduzido
com fluxo de nitrogénio e esta foi estocada em geladeira para subsequente andlise por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Fol utilizado o cromatdgrafo a h’quido SL-6A System (SHIMADZU) e seguidas as
seguintes condi¢bes cromatograficas: fase movel - alcool metilico-dleool isopropilico (3:1
v/v}, vazio - 1 mL/min; volume injetado - 1nL; coluna - ZORBAX ODS, 25 cm X 4,6 mm;
detector - U.V. 270 nm. A mistura de padrSes utilizada consistiv de ubiquinonas Qs , Qy, Qg e
Qup {SIGMA), foram utilizadas linhagens de leveduras sabidamente produtoras de um tipo
especifico de ubiquinona também como referénceia como Kluyveromyces marxianus para Qg .
Pichia strasburgensis para Q 1 Pachysolen tavnophilus para Qg; e Candida guilhermondii
para Q. No sistema integrador através do software CHROMATOPAC C-R4A foram

processados e armazenados os dados obtidos.



3.2.4. Taxonomia Numérica

Os procedimentos utilizados para analisar os dados fenotipicos sfic apresentados na
figura 6. Os dados foram armazenados e analisados utilizando o software X descrito por
CHUN (1995). Cinco “testsets” foram definidos para 58 caracteres fenotipicos em
morfolégicos, culturais, assimilagio, fermentagfo e outras propriedades que incluem testes de
resistencia a antibidtico, teste de resistdncia a pressfo osmotica, crescimento a 37°C,

crescimento em melo sem vitaminas, reagiio DBB e urease (Anexo 1).

Dados fenotipicos brutos { # caracteres)

Delimitacfo dos “clusters”™ - fungfio <TAG> (programa X}
de acordo com os dados de guinonas

"

Tabela de porcentagem de positivos - fungfo <%+ table> (programa X)

Tungdo <Diagnostic> - andlise DIACHAR
funglo <charsep> - analise CHARSEP
- tabela de caracteres diagnésticos

- tabela de separacio de caracteres
Anélise de “Cluster” - % similaridade entre OTUs
- coeficientes Sgy e §;
\L (programa NTSY S-pc)
Dendograma ~ algoritmo UPGMA
{programa NTSY S-pc}

Figura 6: Esquema de procedimentos utilizados na andlise de dados fenotipicos bindrios.

Fonte: MANFIO {1995)
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Basicamente, os dados foram arranjados em wma matriz de testes “t” por linhagens “n”,
os resultados dos testes ("unit characters™) foram codificados em rés digitos e listados em
colunas, € as OTUs codificadas em cinco digitos e listados em fileiras. A tabela contendo os
dados binarios brutos usados na analise dos caracteres fenotipicos pode ser encontrada no
Anexo 2. As unidades taxondmicas (OTUs) e os caracteres foram classificados em “clusters” e

“estsets” utilizando as fungdes de agropamento do software X.

A analise dos dados fenotipicos foram realizados empregando-se as rotinas de
manipulagio de dados no software X. O programa permite a selegfio (“tagging™) de

organismos, “clusters”, testes ¢ “testsets” para anélise como & apresentado na figara 7.

A ansghse de “clusters” foi realizada utilizando o software NTSYS-pc (ROHLF, 1992),
empregando os coeficientes “simple matching” e Jaccard. Os dendogramas foram construidos

utilizando o algoritmo (UPGMA).

3.3. S¢leciio de Leveduras Inuloliticas

As leveduras isoladas foram testadas no sistema “Microtiter Reader™ guanio &
capacidade de crescer em inulina em diferentes condigdes. Foi utilizado o equipamento
“Microtiter Reader” 340 ATTC (SLT) acoplado 2 um microprocessador, utilizando-se o

software EASYKIN para ammazenamento e manipulagio de dados cinéticos.

Foi verificado o crescimento das leveduras em meio basal YNB e em meio complexo
YEP {0.2% de peptona, 1,0% de extrato de levedura) acrescidos de 1,0% de inulina (FLUKA)
e frutose (REAGEN), ajustados para valores de pH 4.0, 5,0 e 6,0 e incubados em temperaturas
de 37, 42 € 45°C.
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- Function modules:

= VIEW NEW TAG RESULT  ANALYSIS NTSYS
About Matrix Matrix Organism  Keyboard %+ table Run
Editor Organism Cluster Test Plus Table Export
DOS Shell Test Testset Cluster Test Error Batch
Cnit Cluster Test Memo  Testset Centrotype
Testset Charsep
Test Memé Phiagnostic
Overmat
HMO
Identification
Clustan
Intracluster
Strain Activity
~ Functions
-info, DOS -viewing of -addition of  -tagging/ raw data -numerical -NTSYS-pe
commands,  data mamix new OTUs,  definiien  imput from analyses chuster
ASCH OTUs, clusters of OTUs,  keyboard functions analysis
editor and clusters, unit ugit clusters, functions
exit characters, characters, unit
testsets and testsets and  characters
fest names test names and
festsetn

Fonte: MANFIO (199353,

Figura 7: Menus de fungbes do software X (CHUN, 1995) usado na analise dos dados

fenotipicos

Os meios de cultura foram distribuidos em microplaca estéril (NUNC), 200 ul. por

"well" (po¢o), em camara de fluxo laminar através de pipetador sutomdtico multicanal

{COSTAR e SLT} apropriado de acordo com a figura 8 apresentada a seguir.
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Culturas em YNB com 1% de frutose como fonte de carbouo, incubadas por
aproximadamente 18 horas a 37°C | foram utilizadas como inéculo. Foram transferidos 20 pl
por "well" na microplaca. As microplacas foram incubadas em agitador Vibrax MT4 (IKA)

ajustado para velocidade 800 em estufa incubadora (FANEM) em temperatura previamente

determinada.
cultura i i 3 4 5 6 7 ] 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
FRUI D INU | FRU | INU | FRU | INU | FRU | INU | FRU | INU | FRU | TNU
YNB YEP YNB YEP YHNB YEP
pH 40 pH 390 pH 6.0

Figura 8: Diagrama esquematico de distribuicdo das leveduras em meios YNE ¢ YEP nas

microplacas,

Foram feitas leituras de turbidez (A= 550 nm) a intervalos de 1 hora pelo MT-Reader.
Foram calculadas as velocidades maxima especifica de crescimento {u,) nos diferentes

meios como pardmetro para a selecfo de linhagens promissoras.

As cuituras, selecionadas na primeira efapa (Mg, >0.50 em YNB Inulina pH 40 a
37°Ch. foram novamente avaliadas quanto ao crescimento, exclusivamente em YNB Inulina
1%, em duplicatas em diferentes pHs (pH 4,0; 5,0 ¢ 6,0) e temperaturas (37, 42, 45, 47 ¢

50, alterando-se as condi¢des de obtenco do pré-indeulo.
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Primeiramente, as culturas foram crescidas em YNB Glicose 0,5% por 24 horas a
37°C, em seguida, as culturas foram transferidas em YNB Inulina 0,5% por 18 horas a 37°C.

Este cultivo foi utilizado como inéculo na microplaca.

O esquema de distribuiclio das culturas na microplaca € apresentado na figura 9.
Foram seguidas as mesmas condi¢fes do procedimento descrito previamente, com excecio do

intervalo de leitura que foi de 30 minutos.

cultura § 1 2 3 4 S 6 | colra | 7 8 9 ] 10 ] 111 12
A A ] A | A 1A AL A I i i ] 1 ] I
B i
C T
D M
E N
F Q
G REFF
H BRA
pH 4,0 | pH 50 | pH 60 pH 40 | pH 50 | pH 6.0

* cultura de referéncia Kluyveromyces marxignus CBS 6356
** brance controle do experimento
Figura 9: Diagrama esquemdtico de distribuicio das leveduras em meio YNB Inulina 1% nas

micropiacas.

3.4. Determinaciio da Atividade Enzimatica

As leveduras selecionadas foram cultivadas em meic YNB inulina 1% a 37°C em
incubador rotatéric (150 rpm) por 12, 18 e 24 horas. Apds a incubagfio as culturas foram
centrifugadas para a separagio das células (8000g por 10 minutos). O sobrenadante foi

coletado e utilizado como amostra no teste enzimatico.

As células das culturas centrifugadas foram tratadas com uma solugho de cisteina
MERCK) 16 mM preparada em tamp&o fosfato 0,1M pH 7,0, por uma hora & temperatura

ambiente para extrac8o da enzima ligada a parede.
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Utilizou-se o teste da Hexoquinase/Glicose-6-fosfodesidrogenase (BEUTLER, 1984)
para quantificar a atividade inulolitica das leveduras selecionadas. Os testes enziméticos foram

realizados em duas etapas descritas a seguir:
1a. ETAPA: Reacio enzimética

Preparou-se uma solugfio a 10g/L de inulina em tampfo acetato (SINTH) 0,1 M, pH
5.0. Distributu-se 800 pL desta solugio em tubos 13 X 120 mm ¢ colocou-se em banho de
agua {EYELA SB-11 ou SB-650) ajustado a 50°C, juntando-se apds 2-3 minutos 200 ul do

caldo enzimético. Deixou-se reagir por 30 minutos.

Para cada amostra, preparou-se um branco, fervendo-se o calde enzimdtico por 5
mimutos. Apos este periodo, procedeu-se a reagdio com o caldo enzimaético inativado, como

descrito acima.
2a. ETAPA: Determinacdo da Glicose/Frutose

Preparou-se uma solugfio denominada MIX (estoque} constituida por tampéc imidazol
(MERCK) 200mM, pH 7.6, acrescido de cloreto de magnésio 0,1 g/L., nicotinamida adenina
dingcleotideo - NAD (BOEHRINGER MANNHEIM GmbH) 0,48 g/L e adenosina trifosfato -
ATP (BOEHRINGER MANNHEIM GmbH) 2,4 g/L. Esta solugio foi vtilizada durante o teste
diluida 1:3.

Em tubos 13 X 120 mm, foram colocados 2,9 ml de MIX (diluide 1:3) ¢ 0,1 mL de
amostra (resultante da la. etapa). Fez-se uma primeira leitura em espectrofotbmetro

(BAUSCH & LOMB SPECTRONIC) a 340 nm. a qual chamamios E,,.

Os tubos foram colocados em banho de dgua ajustados a 37°C e acrescidos de 20uL de
uma solugdo de Hexoquinase - HK 280 U/mL (BOEHRINGER MANNHEIM GmbH) e
Glicose-6-fosfodesidrogenase -~ G6P-DH a 180 U/mL (BOEHRINGER MANNHEIM GmbH)
preparada em tampdo imidazol 200 mM. Procedev-se a segunda lettura (E,), apds quinze

minutos de reaclio, A seguir, adicionou-se : 20ul. de uma soluglio de Fosfoghcoseisomerase -
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PGL a 700 U/mL (BOEHRINGER MANNHEIM GmbH). Apods quinze minutos de reacio,

procedeu-se a terceira leitura denominada (E,).

A partir dos valores de absorbancia, foram calculadas as concentragBes de glicose e

frutose, segundo as formulas (1) e (2), respectivamente:

(1) [G]=amostra(E, - Ey) - branco (B, - Ep)

(2) [F]=amostra(k, - E;) - branco (&, - E})

Uma unidade (U) de atividade enzimdtica de inulinase foi definida como a quantidade
de enzima capaz de hidrolisar um pmol de frutose por minuto pas condiges do teste ja

descritas.

3.5, Determinaciio do Modo de Acfio da Enzima Inulinase

Foi verificado 0 modo de acfic da enzima, isto €, aclo exoinulolitica ou endo-inulolitica
através da determinac@io do tipo de produto obtide {frutose - mondmerc e oligofrutanas -
oligbmeros) apés acdo da enzima através de cromatografia descendente de papel (CHAPLIN,
1986), utilizando a fase mével (reagentes MERCK, pa): etil acetatopiridina:dgua na
proporgdo 8:2:1. O papel utilizado foi Whatman niimero 1 (MERCK) ¢ a revelagio envolveu
trés etapas: 1) solugBo saturada de nitrato de prata (AVI-CENNA} em acetona; 2) solugdo
alcodhica saturada de hidroxido de sédio (SINTH); 3) soluglo de tiossulfato de sédio (CARLO
ERBA) a 10%; com lavagem nos intervalos com agua corrente ¢ posterior secagem em

temperatura ambiente.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento e Preservaciio das Leveduras

Fot 1solado um total de 88 leveduras a partir do suco de Agave sisalana em diferentes
temperaturas, conforme apresentado na tabela 3. Houve perda de 9 destas, restando 79 isolados
os quais foram lofilizados e depositados na Colegfio de Culturas Tropical (CCT) da Fundago

Tropical de Peéquisas e Tecnologia André Tosello, em Campinas, S.P.

Tabela 3: Cddigo das leveduras isoladas de agave, niimero de depésito na Colegfio de Culturas

Tropical e temperatura de isolamento

Isolado | CCT T(°C) Isolado | CCT | T°C) Isolade | CCT I T(°C)
Al 3481 30 A40 3331 472 A66 3356 | 37
A2 3487 30 A4l 3482 37 A7 3335 37
A3 3503 30 A42 3511 37 A68 3334 37
Ad 3519 30 A43 3512 37 AT0 3352 37
A6 3524 30 Ad4 3517 37 ATl 3351 37
A7 3522 30 A45 3506 37 A72 3350 37
AR 3455 30 Ad6 3486 37 A74 3348 37
A9 3525 30 A47 3509 37 A75 3347 37
Al0 3488 30 A48 3510 37 A76 3346 37
All 2485 30 A49 3514 37 AT77 3345 37
Al2 3484 30 AS50 3515 37 AT78 3344 37
Al3 3442 30 AS1 3483 37 AS81 3449 37
Ald 3454 37 A2 3507 37 A82 3307 47
AlS 3453 37 AS3 3502 37 A87 3308 42
Al7 3436 30 ASda | 3513 37 A88 3306 42
Al9 3523 37 ASdb | 3480 37 AGQ 3327 42
A20 3518 37 AS55 3508 37 A91 3330 42
A21b | 3444 30 AS6 3504 37 A92 3325 48
A23 3443 37 AS7 3516 37 AD3 3326 42
A24 34350 37 ASR 35035 37 A94 3329 42
A26 3448 37 AS9 3373 37 AS6 3333 48
A29 3445 1 37 A60 3372 37 A97 3332 48
A30 3446 37 A62 3360 37 A10D 3340 48
A32 3451 37 AG3 3359 37 AlQla | 3341 48
A33 3337 42 A6da | 3358 37 Al01b | 3374 48
A3S 3334 42 Abdb | 3501 37

A39 3333 42 A63 3357 37
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4.2, Identificacio das Leveduras Isoladas de Agave

Os resultados obtidos a partir da taxcnomia tradicional, isto é, caracterizagio
morfolégica e bioquimica, foram semelhantes para a maioria dos isolados, com exceciio dos

isolados identificados como Rhodoforula rubra.

Rhodotorula € um género de leveduras deuteromicéticas que apresentam pigmento

carotendide vermelho, nfo fermentativas, reag3o DBB e urease positivas.

A presenca da espécie Rhodotorula rubra é esperada, pois esta espécie é encontrada em
superficies de fothas, uma vez que séo estritamente oxidativas (PHAFF & STARMER, 1987).
LACHANCE (1993) isolou leveduras pertencentes ac género Rhodotoruly associada &

Agave tequilana “in natura”,

Nao foi possivel observar as estruturas relacionadas & reproducfio sexuada dos isolados
obtidos. Isto pode ser devido ao nfio 1solamento de linhagens compativeis ou A perda destas

lirhagens compativeis pelos repiques sucessivos.

KREGER VAN RlJ (1984) esclarece que a classificacfio das leveduras ditas
imperfeitas, na auséncia de caracteres taxonomicamente importantes da reproduciio sexual, ¢
deficiente naqﬁéle género que pode incluir o estato imperfeito de espécies de varios géneros. A
diferenciaciio entre espécies imperfeitas e géneros que sfio andlogos a espécies perfeitas é,
geralmente, impossivel. Estas leveduras que nfio apresentam reproducio sexual podem ser
heterotédlicas hapltides para as quais os “mating types” ndo foram encontrades ou elas podem

ser leveduras hapléides ou dipléides com condigdes desconhecidas de esporulacio.

A mpossibilidade de observaglio das caracteristicas morfoldgicas associadas 2
reproducdo sexuada dificultou o trabalho de identificagfio porque estas caracteristicas sio
fundamentais para a diferenciago entre géneros, Inicialmente, utilizou-se a chave dicotémica

descrita por KREGER VAN R1J (1984) baseada apenas em testes bioguimicos,
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Os isolados se enquadravam entre as espécies Khyveromyces marxianus e Pichia
strasburgensis. Aqueles identificados como semelhante a Khoveromyces marxianus foram
denominados pelo estado anamorfico Candida kefyr, e como na literatura, nfo ha descrigdo de
estado anamérfico ou assexual de Pichia strasburgensis, os isolados assim identificados,
foram denominados Pichia strasburgensis “like”. No entanto, a identificagiio ndo foi

conclusiva para varios isolados.

Para tentar solucionar as dificuldades encontradas na taxonomia classica, procedeu-se a
andlise do sistema de coenzima Q. Os resultados obtidos pela técnica quimiotaxondmica de

determina¢fio de quinonas foram fundamentais para concluir a identificagfio dos isolados.

Varios autores (YAMADA ef alii, 1976; KREGER VAN R1J, 1980; OLSEN, 1990}
consideram o tipo de Coenzima-Q como uma caracteristica de valor genérico, iste ¢, para a

diferenciacfo entre os géneros de leveduras.

No mamual de KREGER VAN RIJ (1984) define-se que as caracteristicas mais
importantes para distingulr entre os vinte e quatro (24) géneros da sub-familia
Saccharomycetoideae das leveduras ascomicéticas s8o a producfio de micélio verdadeiro e
estrutura de septo; a forma e estrutura dos asedsporos; a liberagfio dos ascdsporos dos ascos; a
assimilagio de nitrato; o tipo de coenzima-(; e sfo consideradas de menor importineia o

nimero de esporos no asco; a ploidia das células vegetativas ¢ a capacidade de fermentacio.

Os 1s0lados nlo apresentaram micélio verdadeiro e nfo assimularam nitrato, ¢ que 08
sifua entre 0s doze géneros desta sub-famflia que na auséneia das caracteristicas diferenciais
relacionadas & forma e liberaclio do ascésporos, foram diferenciadas pelo tipo de Co-Q

apresentado.

De acordo com os resultados obtides exclusivamente a partir da taxonomiza cldssica, a
espécie Candida guilhermondii, estado anamdrfico de Pichia guilhermondii, nio foi
identificada. Esta espécie foi diferenciada a partir da determinagio de guinonas. Enquanto

Candida kefyr apresenta Qg, C. guilhermondii apresenta Q,, e P. strasburgensis “like” possui

Q.
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Também a espécie Candida lusitaniae, estado anamorfico de Clavispora lusitaniae,
nio fol determinada pelas chaves dicotdmicas. De acordo com o resultado obtido na
determinagio de quinonas, verificou-se que 11 isolados apresentaram Qg, um tipo de quinona
raro entre leveduras. Investigando o manual de KREGER VAN RIJ (1984), constatou-se a
semelhanga entre Kluyveromyces marxianus e Clavispora lusitaniae quanto as caracteristicas
- bioquimicas ¢ a diferenciacfio entre estas duas espécies ¢ devido ao tipo de coenzima-Q.
Clavispora ¢ um dos 24 géneros da sub-familia Saccharomycetaceae nitratc negativo

apresentando as espécies C. lusitaniae ¢ Cl opuntiae.

As espécies Kluwyveromyces marxianus, Pichia guilhermondii, Clavispora lusitaniae ¢
Pichia strasburgensis sio leveduras ascomiceticas heterotélicas, isto é, a reprodugfo sexuada
ocorre apds a conjugaco de linhagens “mating type” compativeis € podem se apresentar como
hapldides ou diplSides, com exceglio de Clavispora lusitaniae que é uma levedura hapléide.

Este fato explica a nfo observacio das estruturas relacionadas a reprodugiio sexuatl,

Os isolados foram considerados como leveduras deuteromicéticas ou imperfeitas e para
confirmar os resultados encontrados através da analise de quinonas, pesquisou-se as chaves.
para os varios grupos do género Candida. Conforme as chaves dicotbmicas extraidas de
KREGER VAN RIJ (1984}, os isolados enguadraram-se nos seguintes grupos do género
Condida; Grapo V1 { DBB -, inositol -, nitrato -, eritrito] -, maltose + e rafinose +); Grupo VII
{ DBB -, inositol -, nitrato -, eritritol -, maltose + e rafinose -); Grupe VI (DBB -, inositol -,
nitrato -, eritritol -, maltose - e manitol -); Grupo IX (DBB -, inositol -, nitrato -, erjtrito} -,

maltose +, manitol + ¢ galactose +}.

As espécies Candida lusitanine e Candida guilhermondii 1€m sido identificadas como
pertencentes acs grupos VI e VI, respectivamente. Enquanto a espécie Candide kefvr pode ser

identificada pelas chaves dos grapos ViiI e IX.

As demais caracteristicas bioquimicas sdo semelhantes entre estas espécies. Nota-se
que a diferenciagfio entre elas envolve testes-chave como assimilagio de maltose e rafinose

que 580 testes fundamentais para diferenciar os grupos de Candida.
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A Tabela 4 mostra as caracteristicas diferenciais entre Condida kefir, Candida
guilhermondil, Candida lusitanice e Pichia strasburgensis, segundo KREGER VAN RIJ
(1984).

Alguns testes importantes na identificaclio de Candida kefir ndo foram reproduzidos
quando utilizou-se cuituras referéncias de Klwyveromyces marxianus CBS 6556, DSM 70343 ¢

DSM 76292, como assimilacio de maliose +, ramnose +, ribitol + e melezitose +.

Conforme trabatho recente, em termos do sistema de coenzima-Q, o género
EKlyveromyces é considerado homogéneo, apresentando o tipos Q, (MOLNAR er alii, 1996).

reforgando a importéncia da utilizagfo deste critério para a definicdo deste taxon neste estudo,

Tabela 4: Caracteristicas diferenciais entre Candida kefvr, Candida guilhermondii, Candida

lusitaniae e Pichia strasburgensis.

caracteristica Candida kefyr  C. guilhermondii C. lusitaniae  P. strashurgensis
assimilagio
maltose - + + 4
lactose + - - -
rafinose + + - -
ribitol - + + +(s)’
ramnose - v + -
melezitose - + + -“
crescimento emVEB* . - Hwy .
guinona Qs Qq Qy Q-

(13 s significa lento; (2) v significa varidvel; (3) w significa fraco; e (*} “vitamin free base”

Foram idemtificadas as seguintes espécies de leveduras: Rhodotorula rubra (6),
levedura Pichia strasburgensis “like” (18), Candida guilhermondii (6), Candida lusitaniae
(11} e Candida kefir (42). A Tabela 5 apresenta a descrigfio das espécies 1gentificadas de

acordo com ¢ local de coleta.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os cromatogramas apresentados a seguir sfio exemplos dos resultados obtidos na
determinagio de quinonas para as leveduras isoladas. A figura 10 mostra os resultados
obtidos para algumas leveduras identificadas como Candida kefyr que possui Q4 ¢ a cultura

referéncia Kluyveromyces marxianus CBS 6556.

Algumas culturas que apresentaram quinona do tipe Q; identificadas como Pichia
strasburgensis “like” e a cultura referéneia Pichio strasburgensis CCT 4474 estdo

representadas na figura 11.

As figuras 12 e 13 mostram os cromatogramas representativos de leveduras
identificadas como Candida lusitaniae e Candida guilhermondii que apresentaram coenzima-
Q do upo Qg ¢ Qs, respectivamente. As culturas referéncias utilizadas foram Pachysolen

tannophilus CCT 2380 (Qy) e Candida guilhermondti CCT 2492 (Q,).
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RESULTADOS E DISCUSSAC

Sete (7) dos onze (11) isolados identificados como Candida lusitanice diferem da
descricio para a espécie (KREGER VAN RlJ, 1984) no que se refere 4 capacidade de
assimilaciio de rafinose {rafinose positivo); trés (3) isolados diferem também em relagdo &
incapacidade de assimilar ribose (ribose negativo). Dois (2) outros isolados diferem somente

em relaciio A capacidade de assimilar inulina, isto €, sfo inulina positivo.

Os quatorze (14) isolados identificados como Pichia swrasburgensis “like”
apresentaram discrepéncias entre os resultados obtidos ¢ a descricdo da espécie. A maioria (13
isolados) nfio foram capazes de fermentar sacarose, oito (8) isolados também nfio assimilam
celobiose, dez (10) ndo assimilam ribitol e xilose, onze (11) s8o manitol negativo, otto (8) ndo

assimilam l-arabinose, dois (2) fermentam galactose e seis (6) sfio capazes de assimilar inulina.

Em relacio aos seis (6) isolados identificados como Candida guilhermondii, dois (2)
apresentaram concordéncia quanto acs testes realizados frente a descriglo da espéeie, trés (3)
isolados, no entanto, diferiram nfo apresentando capacidade de fermentar sacarose ¢ guatro {(4)

nio fermentaram rafinose e sfo capazes de assimilar melibiose.

Os quarenta e dois (42) isolades identificados como Candida kefyr foram capazes de
assimilar maltose ao contrério da descricdo da espécie. O mesmo ocorreu com as rés (3)
culturas de Kluyveromyces marxianus utilizadas como referéncia (CBS 6536, DSM 70292,
DSM 70343). Também a assimilacBio de ribito] e melezitose foi encontrada na maiona dos
isolados (40) em desacordo com a descrigho, vinte e oito isolados (28) apresentaram
capacidade de assimilar rammnose, outros vinte ¢ sete (27) ndo fermentam inuling, dezesseis
(16) nfic fermentaram sacarose, cinco (8} ndo fermentaram galactose, e outros cinco (5) ndo

assirnilaram lactose.

As discrepAncias observadas nos isolados identificados como Candida kepyr,
particularmente referentes 4 assimilagéio de maltose, ribitol, melezitose, ramnose e lactose sio
as principais caracteristicas diferenciais entre esta espécie, Candida guilhermondii, Candida

lusitaniae e Pichia strasburgensis como pode ser visto na Tabela 4.



Esta constatacfo, indica a importincia da determinagiio de quinonas como teste
diferencial enfre estas espécies na auséncia da observacio das estruturas da reproducio

sexuada.

Independente do local ou tipo de material coletado, foram enconfradas um nhmero
restrito de espécies de leveduras semelhantes associadas & agave. A espécle Candida kefyr, isto
¢, o estado anamérfico de Khyyveromyces marxianus, foi a espécie dominante especialmente
encontrada nos residuos da producfic de sisal (suco de agave “fermentado™), na Paraiba. Neste
local de coleta, as demais espécies foram isoladas a partir do suco das variedades de agave da

fazenda experimental da EMBRAPA.

As espécies de leveduras encontradas neste trabalho relacionadas 4 agave ¢ a produgio
de sisal t8m similaridade com a comunidade leveduriforme descrita por LACHANCE (1993)
associada & espécie Agave tequilana, matéria-prima na fabricagdio de tequila, com excegfio de

Pichia strasburgensis “like”.

Deve-se considerar, no entanto, que as condigdes de isolamento foram seletivas, isto €,
utilizou-se meio contendo inulina como tnica fonte de carbono. Assim, ¢ nlimero

relativamente pequeno de espécies pode ser justificado por este fator de selegio.

A presenca de espécies descritas, classicamente, como Incapazes de metabolizar inulina
como Rhodotorula rubra, Condida lusitaniae e Pichia strasburgensis nas condigdes de
laboratdrio, pode estar relacionada com a utilizagho dos agicares simples decorrentes da ag8o
dos microrganismos inuloliticos no proéprio habitat ou na placa de isolamento, ou até,
utilizachio de extrato de levdura como fonte de carbono no melo YM agar. Entretanto, entre os
isolados identificados como Candida lusitanice ¢ Candida guilhermondii, observou-se a

ocorréncia de isolados capazes de assimilar inulina, dois (2) e cinco (5), respectivamente.

Observa-se que a temperatura de isclamento também pode ter influéncia no tipo de
comunidade leveduriforme recuperada durante o isolamento. Assim, na Paraiba, onde o clima
& mais quente, foi obtido um némero significativo de Candida kefyr, sabidamente uma espécie

tolerante a allas temperaturas.
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No isolamento feito no estado de 830 Paulo, durante a primavera, regifio de clima mais
ameno, ndo foi constatada a presenga de Candida kefyr ¢ Candida guilhermondii. Dentre os
habitats relacionados para esta duas espécies, encontra-se fothas de sisal conforme descriglio

de KREGER VAN RIJ (1984) e BARNETT er alii (1983).

Espécies de Kluyveromyces, devido a sua caracteristica de fermentadoras vigorosas sao
encontradas em exudatos acucarados de folhas e frutos senescentes como Kluyveromyces
thermotolerans. A espéeie K marxianus estd associada a fermentacBo natural de tequila

(TANIS, 1990).

Qs isolados identificados comeo Pichia strasburgensis “like” foram encontradas
principalmente na regifo de cerrado no estado de Minas Gerais e podem constituir uma
espécie importante associada & agave neste tipo de regifio. Como ndo foi possivel observar a
reproducdo sexual e ndo hé descricho de estado assexual para esta espécie de levedura, a
taxonomia destes isolados deve ser complementada com outros meétodos, especialmente
téenicas moleculares e testes de cruzamento inter-linhagens (reprodugBo sexuada) para melhor

caracterizar tais linhagens.

A espécie Pichia strasburgensis ja foi isolada de resinas decorrentes de lesdes em
arvores (LACHANCE, 1982). Na descriciio de BARNETT er alif (1983), a ocorréncia desta

espécie restringe-se a couro.

As leveduras isoladas de agave foram submetidas & andlise por taxonomia numérica
para estabelecer relagdes de similaridade entre as espécies encontradas, utilizando os softwares
X e NTSYS. O Anexo 2 apresenta a descricBo dos 58 testes empregados para a anélise de

similaridade.

Um dos produtos dos procedimentos de taxonomia numeérica € a geragho de uma base
de dados que contém extensa informago sobre o perfil bioquimico, nutricional, fisiclégico e
de tolerincia de um determinado taxa. Estes dados organizados em tabelas podem fornecer
informagBes importantes para trabalhos de biotecnologia, especialmente designando meios

para isolamento seletivo de organismos a partir de habitats naturals para programas de
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RESULTADOS E DISCUSSAD

“sereening” industrial (GOODFELLOW & O’'DONNELL, 1989), O Anexo 2 apresenta os

dados dos 58 testes referentes a caracterizagfo das 79 leveduras isoladas do agave.

Os dendropramas construidos a partir da andlise de similaridade utilizando os
coeficientes “simple matching” (Sgw) ¢ Jaccard (S;) sfio mostrados nas figuras 14 e 15,
respectivamente. Observou-se a formagéo de 7 grupos {(“clusters”™), designados como Qyq, Qs
Qg, Major, Minl, Min2 e Smi. Utilizou-se a descrigdo do tipo de coenzima Q como guia para

as analise de “clusters™.

A tabela 6. apresenta a distribuig8o dos 79 isolados nos “clusters”. Estes grupos foram
definidos em nivel de similaridade de 80% para Sgy e 70% para §;, os quais agruparam 72
(01,13 %) linhagens em nivel de similaridade igual ou superior 2 90% para Sep £ 62 (78,48 %)

linhagens para 5;.

Os “clusters” Qg , Qy € Qg apresentaram uma methor definiglo e coincidem com os
isolados identificados como Rhodotorula rubra, Pickia strasburgensis “like” e Candida kefyr,
respectivamente, O “cluster” Qg agrupa 18 (42,85 %) das linhagens identificadas como
Candida kefr que sio capazes de fermentar inulina, caracteristica associada & espécie

Kluyveromyces marxianus var. marxianus.

O “cluster” denominado Major é um grupo heterogéneo que inclui 37 (46,83 %) do
total de leveduras isoladas as quais foram identificadas como Candida kefyr (24), Candida
guithermondii (3), Candida lusitaniae (8) ¢ Pichia strasburgensis “like™ (2). Este fato esta de
acordo com a semethanca das caracteristicas fenotipicas e consequente dificuldade de

distingBo entre estas espécies ja discutida anteriormente,

Os “clusters™ menores designados Minl e Min2 compreendem poucoes isolados € ©

“cluster” Sml inclui um Gnico representarnte.
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Figura 14: Dendrograma representando as relagdes de similaridade (“simple
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58 caracteristicas fenotipicas (vide Anexo 2).
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as linhagens de leveduras isoladas de agave baseado na analise de 58 caracteristicas
fenotipicas (vide Anexo 2).
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RESULTADOS E IHSCUSSAD

A distribuigiio em porcentagem das 58 caracteristicas fenotipicas entre os “clusters”

Q0. Q7 Qg Major, Minl, Min2 e Sm1i ¢ mostirada na tabela 7.

Tabela 7: Distribuiciio em porcentagem das 58 caracteristicas fenotipicas entre os “clusters”

“Clusters” Q16 Q7 Q6 Major Minl  Min2 Sm1i
Testes/Organismos 6 12 18 37 2 3 1
MORFOLOGICOS
OVQO  Célula ovéide 100 & 106 8% 100 67 100
BRU  Brotamento unipolar 100 0 0 0 ( 4 100
BRB  Brotamento bipolar 17 0 0 0 ¢ it 0
BRM  Brotamento muitilateral 0 100 100 100 100 1030 0
CULTURAIS
SAB  Sedimento abundante 67 100 160 100 100 100 100
SFL  Floculento 33 0 0 3 0 { 100
ANE  Formacdo de anel 33 0 0 3 0 { 0
PEL  Formagéo de pelicula 67 92 0 5 100 67 0
BRA  Cor branca 0 0 0 {0 0 it 0
BCR  Cor branco-creme 0 0 94 100 100 100 106
CRE  Corcreme { 100 & 0 0 0 {0
VER  Cor vermelha 100 0 { 0 0 it 0
LIS  Superficie lisa 100 38 100 100 100 160 100
BRI  Superficie brilhante 100 8 100 100 100 100 106G
ELE  Colénia elevada 0 100 0 0 0 G 0
CVE  Collnia convexa 100 0 100 10 100 140 100
FMI  Pseudomicélic 0 83 94 35 50 33 100
FERMENTACAO
FGI.  Fermentacfo de glicose 0 100 100 100 100 100 100
FGA  Fermentagho de 0 8 94 86 50 100 100
galactose
FSA  Fermentagdo de 0 0 100 59 0 100 100
SACarose
FMA  Fermentacdo de maltose O 0 G 0 0 0 106
FLA  Fermentaclo de lactose 0 0 72 0 0 ) 0
FRA  Fermentagio de O ¢ 89 0 0 67 0
rafinose
FIN  Fermentacfo de inulina 0 ¢ 83 ( & 4 0
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Tabela 7: continuagfo

“Clusters” Qi0 Q7 Q6 Major Minl Min2 Sml
Testes/Organismos 6 12 18 37 2 3 1
ASSIMILACAO
MAL  Assimilagdo de maltose 83 100 100 100 100 106 100
CEL  Assimilacfio de celobiose 50 25 100 100 0 100 160
TRE  Assimilagfo de trealose 67 83 83 100 100 100 106
LAC  Assimilagio de lactose 33 0 100 51 0 0 0
RAF  Assimilagfo de rafinose 100 100 100 92 100 100 100
AMI  Assimilacfo de amido 0 0 0 0 0 0 0
XIL  Assimilagfio de xilose 106 17 160 97 100 100 100
ARA  Assimilagio de L- 160 & 100 84 100 100 100
arabinose
RIB  Assimilacdo de ribose 83 0 &9 32 0 160 100
RAM  Assimilag8o de ramnose 50 25 33 92 Q 67 100
ERI  Assimilagfo de eritritiol 0 4 0 0 O 0 0
ADO  Assimilagfo de adonitol 67 17 100 100 100 100 100
MAN  Assimilacdo de manitol 83 g 100 100 100 106 109
CIT  Assimilacdo de citrato 67 100 8% 100 30 100 100
INO  Assimilacfio de inositol 0 0 0 0 0 0 {
MEL  Assimilaco de melibiose 0 0 6 0 G 33 0
MEZ  Assimilago de melezitose 8§83 83 106 100 100 100 100
INU  Assimilacio de inulina 50 75 100 62 0 67 0
NG3  Assimilagfio de nitrato 0 0 6 0 ¢ 0 0
RESISTENCIA
CY!  Resisténciaa 33 0 100 0 100 100 0
cicloheximida 100 ppm
CY2  Resisténciaa 0 0 94 0 0 160 0
cicloheximida 1000 ppm
VFB  Crescimenio em VFB 83 75 17 49 100 100 100
37C Crescimento a 37°C ] 100 100 100 106 100 100
DBB  Reacfioem DBB 160 0 0 0 0 0 0
URE  Urease 100 0 0 0 0 0 0
PAC  Producio de dcido de ¢ 92 100 97 100 100 106
glicose
G50 Crescimento em glicose 160 75 100 100 106 100 100
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A tabela 8 apresenta os valores de similaridade “intraclusters” e a linhagem que

melhor representa cada “cluster”, a linhagem centro-tipo (“center type™) e o HMO -

“Hypothetic Mean Organism”. No “cluster” (¢ encontramos uma variagfic no coeficiente

Sou de 89,04 a 96,19% e para o S; de 83,85 a 94,10% e os isolados que melhor representam

este grupo sio AB7, A88, ASI (Candida kefyr). No “cluster” Major. o coeficiente “simple

matching” apresentou variacio de 86,55% a 93,63% e o Jaccard variou de 75,04% a 88,31%,

enguanto o isolado A64a (Candida kefyr) foi considerada a linhagem centro~tipo deste grupo.

O “cluster” Q. apresentou valores mais baixos de similaridade, sendo de &1,28 a 93.40%

para Sev € 62,10 a 73,39% para S, , tendo A30, A32 e A33 (Pichia strasburgensis “like”)

como melhores representantes e o “cluster” @y que apresentou os mais baixos niveis de

similaridade, apresentou valores de Sgy variando de 78,82 a 86,67% para ¢ Sgy € 39,71 2

73,95% para o S; ¢ tendo o isolado A7 {Rhodotorula rubra) como melhor representante.

Tabela 8: Andlise do “CenterType”, Médias dos coeficientes “Simple matching™, Jacard e
Desvio Padrio, Similaridade do “Hypothetic Mean Organism™

Analise do *Cluster” Qb6

SM SJ DP HMO(SM)
“Imtra-cluster’” 83,76 90.45 4.83 96.41
A87 96.19 94.10 2.53 100.00
AS8 96.19 94,10 2.53 100.00
AS1 96.19 94.10 2.53 160.00
A75 95.50 93.16 1.85 98.04
ATl 95.50 93.16 1.85 98.04
A92 95.27 92.60 3.52 98.04
AB0 94.81 92.15 2.94 98.04
AG4 94 58 91.56 421 98,04
A74 94.12 91.03 4.90 96.08
AG7 93.19 89.41 4,65 96,08
ABR 92.96 89.24 6.24 94.12
A56 972.96 89.34 6.58 96.08
AT6 92.73 88.88 6.56 94.12
AS4A 92.50 88.53 6.94 94,12
AS3 92.50 88.67 7.15 96,08
A96 91.81 87.20 472 94.12
AG7 91.58 87.07 6.90 92.16
A90 89.04 83.85 10.72 92.16
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Tabela 8: Continuagéo

Analise do “cluster” Major

SM SJ DPp HMO(5M)
“Intra-cluster” 91.63 84.62 6.57 93.80
AGLA 93,63 88.17 5.10 100.00

A37 93.57 88.31 430 98.04
A62 93.57 88.31 4.30 98.04
A39 93.57 88.31 4.30 98.04
A63 93,25 87.28 326 98.04
A3 93.19 87.39 5.68 96.08
Al 93.08 86.82 4.65 96.08
A20 93.03 £7.09 5.76 94.12
A2 93.03 87.09 5.76 94.12
Al9 93 03 87.09 5.76 94.12
A3 93.03 87.09 5,76 94.12
AT70 93.03 87.33 4.69 98.04
A72 92.92 87.13 5.13 98.04
AS2 92.81 87.04 4.99 94.12
A42 92.65 86.09 5.23 92.16
A47 92.37 85.84 6.58 94.12
A43 9232 86.13 6.43 97.16
A58 92.27 86.45 0.75 94.12
ABAB 92.16 85.3% 6.63 98.04
AS53 92.10 85.56 7.02 96.08
A43 92.05 85.23 7.07 90.20
AlQ1B 91.45 84.43 7.43 96.08
AGE 91.34 83.67 6.60 96.08
Ad 91.34 84.29 7.72 8%.24
A4l 90.96 83.45 8.18% 90.20
A51 90.90 82.92 7.66 92.16
A9 90.85 83.31 8.31 90.20
A0 90.80 82.74 7.69 92.16
A82 90.74 83.55 7.51 94.12
A48 90,52 81.97 6.97 90 20
A4 90.41 83.20 7.85 99.20
X3 90.14 82.82 6.88 92.16
ATT 89.49 81.24 9.59 92.16
A78 88.51 78.94 10.29 92.16
ALQTA 88.02 77.86 9.72 90.20
A49 87.53 76.45 9.36 88.24
A100 86.55 75.04 1022 88,24
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Tabela 8: Continuagéio

Anilise do “cluster” Q7

SM 8] DP HMO{SM)
“Intra-cluster” 89.69 74.73 5.58 43,95
A3D 93.40 83.39 3.20 106.00
A33 93.40 83.39 3.20 100.00
A32 93.40 83.39 3.20 100.00
A26 93.05 82.27 3.40 G8.04
A29 93.05 82.27 3.40 08.04
A39 92.34 81.05 3.3 98.04
A4 91,98 79.12 3.54 96.08
A33 89.48 75.58 3.50 94,12
AlQ 85.56 60.69 2.13 86.27
AlS 84.85 62.43 12.75 86.27
AB 84.49 61.11 13.26 86.27
A4l 8§1.28 62.10 12.05 84.31
Analise do “cluster” Q10
SM SJ DP HMO(SM)
“Intra-cluster” 82.48 67.56 15.97 91.32
A7 86.67 73.95 12.29 100.00
Al7 84.31 71.14 14.77 93.75
AZ1B 82.75 68.92 16.47 91.67
AS54B 81.96 66.05 16.65 87.50
A63 80.39 65.58 17.61 89.38
Al3 78.82 39.71 18.04 8542
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4.3. Leveduras Inuloliticas Selecionadas

Para reduzir as dificuldades da caracterizacio encontradas na técnica tradicional de
“screening”, utilizou-se o sistema “microtiter reader” associado a um programa computacional. O
leitor de placas (plate reader) é um espectrofotdémetro capaz de fazer 96 medidas de absorbéncia
em volumes de aproximadamente 200ul em 5 segundos. Estes eguipamentos foram utilizados,
primariamente, para ensaios de ELISA, mas tém sido adaptados para outras medidas
espectrofotométricas (PICK, 1986; FRYER et alii, 1986; FLORINI, 1989; KUENG e/ alii, 1989).
A utilizago deste sistema reduz o tempo e 0s custos requeridos para a realizagiio de um nGmero

elevado de testes (BUTLER er alii, 1988; ASHOUR ez alii, 1987).

Utilizou-se como critério de “screening™, o crescimento em temperaturas elevadas e pHs
4,0, 50 e 6,0, assim os 79 isolados foram testados a 37°C primeiramente. Aqueles que
apresentaram bom crescimento, nesta temperatura, 1sto €, Umax = 0,50 h™, foram testados a 42°C
€ 05 (ue apresentaram iy, = 0.50 b nesta temperatura foram testados a 45°C. O Anexo 3

mostram as curvas de crescimento das leveduras em diferentes meios e condicdes de pH e

temperatura para as microplacas, utilizande o software EASYKIN.,

A Tabela 9 mostra os valores de p_ b das linhagens testadas em meio YNB Inulina
nas diferentes condicdes de pH e femperatura utilizados para a selecdo das leveduras capazes de

degradar inulina para os futuros testes.

Nesta tabela, podemos verificar a selecBio dos isclados promissores considerando a
condiciio de pH 4.0 nas diferentes temperaturas. A partir destes dados, constatamos que de um
total de 76 linhagens com crescimento a 37°C, 42 (55,3%) apresentaram sy 2 0,50 h'a37C,
22 (28,9%) em 42°C e 22 (28,9%) em 45°C. Estas tltimas 22 linhagens apresentaram crescimento
comparavel ou melhor em 45°C, que as linhagens de Klwyveromyces marxianus var. marxionus

CBS 6556 ¢ ATCC 36907.
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Tabela 9: Valores de p,, b das linhagens em meio YNB Inulina 1% em diferentes pHs

e temperaturas
Linhagens nH 4.0 pH 5.0 pH 6,0
37°C 42°C 45°C 45°C 45°C
Pichin strasburgensis A26 0,50 < < < <
Pichia strasburgensis A35 0.64 < < < <
Pichia strasburgensis A39 0,54 < < < <
Caondida lusitanice A4l 0.50 < - - -
Candida lusitanige A43 0,59 < < < <
Candida kefyr A47 0,72 0,63 0,61 0,61 0,32
- Candida guilhermondii A48 0,66 0,61 0,61 0,70 (0,50
Candida lusitaniae~ A49 0,60 0,53 < < <
Condida lusitaniae ASQ 0,58 < - - .
Candida tusitaniae A52 0,50 < - - .
Candida kefyr AS3 0,66 < - - -
Candida kefyr AS4a 0,68 0,61 0.55 0.62 <(0,46)
Candida kefyr AS6 0,74 0,64 0.61 0,62 0,58
Candida kefyr AS7 0,67 0,53 0,58 0,52 <(0,47)
Candida kefyr A59 0,63 < - - .
Candida kefpyr AG0 0,73 0,63 0,58 0,56 (1,55
Candida kefyr A62 0,59 < - - .
Rhodotorula rubra A63 0,70 0,66 0,59 0,63 0,55
Candida kefyr Abda 0,72 0,60 < < <
Candida kefyr A64b 0,73 0,63 < < <
Candida kefyr A67 0,67 0,60 0,60 0,52 <{0,49)
Candida kefir A68 0,73 0,62 0,65 0,61 0,55
Candida kefyr A70 0,55 < < < <
Candida kefvr AT71 0,74 0,50 0,58 0,59 0,52
Candida kefyr A72 0,50 < < < <
Candida kefyr A74 0,69 <(0,48) 0,50 0,50 <{(3,4%
Candida kefyr A73 0,70 <{(0,49) 0,57 0,57 0,36
Candida kefyr A76 0,64 <(0.48) | <(0,49) 0,55 0,50
Candida kefyr 578 0,51 < < < <
Candida kefyr AR7 0,63 0,66 0,57 0.359 «((0,48)
Candida kefyr A88 (0,64 0,70 0,55 0,57 < (4%
Candida kefor A90 0,64 0.63 0,73 0,77 0,93
Candida kefyr AS1 0,62 0,65 0,91 0,87 0,87
Coandida kefyr A92 0,65 0,72 0,84 0,82 0,84
Candida kefyr A93 0,68 0,69 0,83 0,82 0,90
Candida kefyr A%4 0,60 0.76 0,87 0,80 .83
Candida kefyir A96 0,66 0,653 0,87 0,84 (1,86
Candida kefir AS7 0,64 0,67 (.88 0,87 0,82
Candida kefyr A100- (.54 <(0.48) | <(0.49) 0,50 <(0,43)
Candida kefyr Al0la 0.52 <(0.49) | <(0,48) 0,54 <
Condida kefor A101b 052 | <047 | 0,52 0,59 | <(0.47)
K. marxianus CBS 6336 0,63 0.60 0,91 0,84 0,86
K marxionus ATCC 36907 0,62 0,60 0,51 0.50 <{{},48}
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Quanto a comparagfo do crescimento nos diferentes valores de pH na temperatura de
45°C, podemos observar,que de modo geral, as linhagens que cresceram bem em pH 4,0 também

tiveram 0 mesmo comportamento nos valores de pH maiores (5.0 ¢ 6,0).

Os valores de 1y, h” em YNB Inulina em pH 6,0 foram menores que os valores obtidos
em pH 4,0 e 5,0. Isto estd de acordo com a literatura que relata a forte influéneia do pH ¢ em
menor intensidade da temperatura na capacidade de utilizar inulina por leveduras. Como exemplo
podemos citar que, somente em baixos valores de pH, K. maerxianus var. drosophilarium ¢ K
marxianus var. vanudenii s@o capazes de consumir inulina devido a localizagfio da enzima, isto €,
em pH acidico, a inulinase é secretada permitindo 2 utilizagio da wnulina (ROUWENHORST er
alii,, 1990; GUIRAUD & GAUZY 1990). Estes autores também indicam a influéneia do

substrato ¢ da composigio do meio no processo de secregfio da enzima.

ROUWENHORST et ofii{1988) constataram que a mais alta produgdo de inulinase
encontra-se na faixa de temperatura entre 37 e 42°C para K marxianus var. marxianus CBS
6556. Estes autores indicam que a faixa de temperatura 6tima de produg8o da enzima corresponde
4 temperatura Otima de crescimento para este microrganismo. Os resultados obtidos neste
trabatho, para esta mesma linhagem, sfo comparéveis aos ja citados na literatura em condi¢Oes

semefhantes.,

A tabela 10 mostra os resultados obtidos em meio complexo YEP acrescido de inulina nas
diferentes condicdes de pH e temperatura. Pode-se notar que, fanto quantitativa como
qualitativamente, o meio complexo foi menos apropriado para o cultive destes isolados. Assim,
somente 35 (46,0%) alcangaram s, = 0,50 h'! em YEP Inulina pH 4.0 a 37°C, 20 (26,3%) a
42°C e 16 (21,0%) a 45°C. Mesmo nos valores de pH maiores (5.0 e 6,0}, os resultados foram

significativamente inferiores ac meio basal YNB Inulina.

Comportamento semelhante foi também cbservado por ROUWENHORST er alii {1988)
que constataram que, 4 utilizagio de meio complexo foi menos favoravel 2 produgfo de inulinase

que o meio mineral definido para Kluyveromyces marxianus e sugeriram que isto foi causado pela

77



auséncia de uma verdadeira limitagfo de carbono guando extrato de levedura foi utilizado como

fonte de nitrogénio e vitarinas.

Tabela 10: Valores de pp, h' em YEP Inulina 1% em diferentes pH e temperaturas

Linhagens pH 4.0 pHS50 | pH6.0
37°C 42°C 45°C 45°C 45°C
Candida kefir A2Z9 0,57 < - - -
Candida kefir A32 0.51 < - - -
Pichia strasburgensis A35 0,59 < - . -
Candida kefvr A39 0,50 < . - .
Candida tusitaniae A4l 0,67 < - - -
Candida kefvr A47 0,63 0,56 0,62 0,55 4,53
Candida guilhermondii-A48 0,66 0,57 0.60 (.55 (4,51
Candida lusitaniae A49 0.52 (0,51 0,57 <(0.48) | <(0.42)
Condida kefyr AS3 0,54 < . - .
Candida kefyr Ad4a 0,51 0,58 0,50 0.50 (3,50
Candida kefyr AS6 0,63 0,62 0,57 0.57 <((},48)
Candida kefir AS7 0,60 < < < <
Candida kefyr A60 0,55 0,59 0,60 0,56 <{0,45)
Candida kefvr A62 0,65 < - - -
Rhodotorula rubra AG63 0,60 0,60 <(0,43) 0,51 <((,47)
Candida kefyr Abda 0,62 0,60 < < <
Candida kefvr A64b 0,60 0,58 < < «
Candida kefyr A67 0,63 0,59 < < <
Candida kefyr A68 0,65 0,57 0,53 0,53 0,51
Candida kefyr A7l 0,60 < 0,53 0,52 {,33
Candida kefvr AT4 0,66 < <{(0,47) 0,50 <{(,46)
- Candida kefyr A75 0,67 0,51 < < <
Candida kefvr AT6 (.56 < 0,52 0,53 0.50
Candida kefyr A87 0,59 0,58 < < <
Candida kefyr ABS 0,63 0,62 < < <
Candida kepr A90 0,61 0,55 0,96 0.93 0,87
Candida kefvr A91 0,60 0,58 0,82 0,83 0,79
Candida kefyr A92 0,61 0,50 0,96 0.91 .83
Candida kefir A93 0,65 < 0,95 0,95 0,90
Candida kefyr A94 0,58 0,61 0.84 0.84 0,82
Candida kefyr A96 0,61 0,57 0,83 0.81 0,78
Candida kefyr A97 0,60 0,55 0,84 0,81 0,74
Candida kefyr A100 0.54 < < < <
Candida kefvr Al0la 0.55 < < < <
Candida kefur A101b 0.57 < < < <
K. marxianus CBS 6556 0,56 0,57 0,83 0.87 0,79
K marvionus-ATCC36907 0,55 0,52 < < <
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RESULTADDS EDISCUSSAQ

E interessante também observar que 0 crescimento em meio YNB acrescido do mondmero

frutose, foi menos intense que no polimero inulina (tabela 11), possivelmente devide a ocorréncia

de repressfo catabolica induzida pela frutose (ROUWENHORST er afii., 1990).

Tabela 11: Valores de py, h" em YNB Frutose 1% em diferentes pH e temperatura

Cultura pH 4,0 pH 5.0 | pH 6,0
37°C 42 °C 45 °C 45°C | 45°C
Pichia strasburgensis A29 0,57 < - - -
Pichia strasburgensis A32 0,51 < - - -
Pichia strasburgensis A35 0,59 < . - -
Pichia strasburgensis A39 0,50 < - - -
Candida lusitaniae A4l 0,67 < - - -
Candida kefyr AAT 0,63 0,56 (.62 0,55 0.33
Candida guilhermondii A48 0.66 8,57 (3,60 0.55 4,51
Candida lusitaniae A49 0,32 0.51 0,57 | <(0,48) | <(D42
Candida kefyr AS53 0,54 < - - -
Candida kefyr Ad4a 0.51 0,58 0.50 0,50 0.50
Candida kefyr A5G 0,63 0,62 0,57 0,57 <
Candida kefyr AS7 0,60 < - - -
Candida kefyr AGQ 0,55 4,59 0,60 0,56 <
Candida kefyr AG2 0,65 < - - -
Candida kefyr Ab4a 0,59 0,63 0,51 < <
Candida kefir A64 0,60 0,58 < 0,64 (.59
Candida kefyr A67 0,63 0,59 < < <
Candida kefir A68 0,65 0.57 0,53 0,53 0.51
Candida kefir ATl 0,60 < 0,53 0,52 0,53
Candida kefyr A74 0,66 < < 0,50 <
Candida kefir ATS 0,67 0,51 < < <
Candida kefyr AT6 0,56 < 0,52 8,53 0,50
Candida kefyr A87 0,59 0,58 < < <
Candida kefor ABS 0,63 0,62 < < <
Candida kefyr A90 0,61 0,55 0.68 0.60 0,68
Candida kefyr A91 0.60 0,58 0,78 0,77 0,74
Condida kefyr AS2 0,61 0,32 0.86 0,70 0,72
Candida kefvr A93 0,63 < 0.78 0.77 0.72
Candida kefir A94 0.5% 0,61 0.71 0.81 0.7
Candida kefyr A96 0.61 0,57 0.79 0.80 .77
Candida kefir A97 0,60 0,55 0.79 0.77 0,72
Candida kefir A100 0,52 0,55 0.60 0.51 (.50
Candida kefir Al0la 0.54 0,56 0.67 0.50 <
Candida kefyr A101b 0,55 0,51 < < <
K marxianus CBS 6556 0,36 0,57 0.73 0,78 (.73
K marxiarnus ATCC 36907 0.55 0,52 < < <
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A tabela 12 mostra os valores de P, b para as leveduras selecionadss previamente

conforme tabela 9. O Anexo 3 apresentam figuras que ilustram as curvas de crescimento das

leveduras nas microplacas referentes a estratégia de selegdo nesta segunda etapa.

Tabela 12: Valores de M b das linhagens em meio YNB Inulina 1% pH 4,0 em

diferentes temperaturas

Linhagens 37°C 42°C 45°C 47°C 50°C
Pichig strasburgensis A26 0,58 0.72 < - -
Pichia strasburgensis A35 0,44 0.70 < - -
Pichia strasburgensis A39 0,53 0.57 < . -
Candida lusitaniae A43 0.54 0.58 < - -
Cendida kefyr A47 0,50 0.70 0.63 0.60 0,63
Candida guilhermondii-A48 | 0,42 0,54 < - -
Candida lusitaniae A4S 0,52 0.64 < - -
Candida lusitaniae AS52 0,36 0.74 0.50 < -
Candida kefyr AS3 0,57 0.62 < - “
Candide kefyr Ad4a 0.69 0.77 0.60 0.57 0,78
Candida kefyr AS56 0,72 0.9 0.70 0.66 0,70
Candida kefyr AS57 0,50 0,58 < - -
Candida kefyr AS9 0,33 0.69 < - -
Candida kefyr A60 0,69 0,83 (.65 0.56 0,73
Candida kefor A62 0.52 0.69 0.50 0.67 0,64
Candida kefyr A64a 0.61 0.74 0.65 (.58 0,79
Candida kefyr A64b 0,56 (.67 < - -
Candida kefor A7 0,56 0.6% 0.70 0.51 0,74
Candida kefyr A68 0,60 0.77 0.65 4.73 0,81
Candida kefyr A70 0,49 (.60 < - -
Candida kefyr A71 0,58 0.78 0.56 < -
Candida kefor ATZ 0,38 0.37 < - .
Candida kefyr A4 0,60 0.8¢ 0.71 < ~
Candida kefvr AT3 0,67 0.86 0.55 0.54 0,70
Candida kefyr A76 0,47 0.80 (.64 0.62 0,79
Candida kefyr A78 0,46 (.50 < - -
Candida kefyr AB2 0.49 0.63 < - -
Candida kefvr A87 0.69 0.72 .69 0.54 0,86
Candida kefyr ABR (.56 0,75 0.75 0.71 0,72
Candida kefyr A90 0,70 0.79 0.66 0.77 4,74
Candida kefyr A91 0,58 (.58 0.65 0.63 0,73
Candida kefyr A2 0,68 0,68 0.56 0.63 0,65
Candida kefyr A93 0,61 (.87 0.76 0.60 0,69
Candida kefir A4 0,51 0.80 0.76 0.38 0,76
Cuandida kefyr AS6 0,53 0.67 0.82 (.56 0,90
Candida kefyr AS7 0,52 (.66 .77 < 0,77
Candida kefyr A100 0.50 0.60 < - -
Candida kefir Al0la 0.46 0.63 0.63 (.56 0,60
Candida kefyr A101b (.46 .54 < - -
K marxianus CBS 6556 0,70 0.84 0.75 (.66 0.75
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Das 39 linhagens selecionadas, 20 (51,3%) apresentaram um crescimento consideravel na
maior temperatura testada (50°C). Os valores da constante especifica de crescimento variaram de
0,63 a 0,90 b, estes valores sio compardveis e até melhores que o valor encontrado para a

linhagem Kluyveromyces marxianus CBS 6356 que foi de 0,75 h.

Estes resultados indicam estas 20 linhagens como promissoras para a produqio da enzima

inulinase.

4.4, Atividade de Inulinase das Leveduras Selecionadas

Foram realizados os testes de atividade enzimética para as 20 linhagens que apresentaram
crescimento significative a 50°C. Utilizou-se como meic de produgio YNB acrescido de 1% de
inulina pH 5,5, esterilizado por filtragio (MILLIPORE - 0,22 pm) e como inoeulo 1% de cultura,
apos duas passagens no mesmo meio. A atividade enzimatica foi expressa em unidades gue
correspondem a quantidade de enzima capaz de hidrolizar 1 pmol de frutose por minuto, nas

condigdes de ensaio.

Oito (8) das vinte (20) linhagens selecionadas nfo apresentaram ereseimento no meio
VNB Inulina 1% esterilizado por filtragio. Uma possivel explicagdo para este fato ¢ que o
processo de esterilizaglio por filtragio ndo ocasiona hidrolise parcial da inulina, enquanto na
esterilizacdo por autoclavagem pode ocorrer hidrélise do polimerc com liberagio de moléculas
menores que podem ser mais facilmente utilizadas por estas linhagens que no cresceram nesta

nova condicio.

A tabela 13 mostra os resultados obtidos para a atividade de inulinase no sobrenadante da
cultura apds o perfodo de incubagfo indicado e também a atividade mulelitica resultante do

tratamento das células, indicada como enzima ligada a parede.
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Tabela 13: Atividade de inulinase encontrada no sobrenadante e da enzima ligada & parede das
leveduras em 12, 18 e 24 horas de cultivo em meio YNB Inulina 1% pH 5,5 a temperatura de

37°C.

Linhagens 12 h 18 h 24 h

s* p* 8 P s P
K marxianus CBS 6556 0,76%* 0 0,07 2,55 0 1,40
K. marxionus ATCC 36807 0,05 0 0,44 0,28 0,13 0,26
Candida kefyr AS4a 0,76 1,54 0,09 1,60 4 0,67
Candida kefyr AS6 0,76 1,02 0,09 1.25 0 0,83
Candida kefyr A60 0,67 1,02 0,09 1,65 0 0,97
Candida kefvr AGY 0.67 0,85 0,03 0.97 0 0,44
Candida kefyr AT 0 0,74 0,09 0,70 0 0,40
Candida kefvr A87 0.81 0,20 0,42 1,22 0 0,55
Candida kefyr ABS 0,79 0,34 0,28 1,32 0 0
Condida kefyr A90 4,67 1,11 0,03 0,72 0 0,32
Candida kefr 592 0,65 0,63 0,07 0,61 0 0,26
Candida kefyr A93 0,63 0,97 0,03 0,61 ¢ 0,42
Candida kefyr AB4 0,63 1,17 0,03 0,83 0 0,92
Candida kefvr AS7 0,79 0,74 0,09 1,00 0 0

[T

* %% enzima do sobrenadante; “p” enzima ligada 4 parede
** yalores expressos em unidades de inulinase (U}

As linhagens CBS 6556 ¢ ATCC 36907 de Kluyveromyces marxianus foram utilizadas
como referéncia. No entanto, a linhagem ATCC 36907 apresentou valores de atividade muito
baixos nas condiges testadas. A linhagem CBS 6556 apresentou boa atividade, principalmente, a

fraciio ligada & parede em 18 e 24 horas de cultivo.

As doze linhagens de Candida kefyr isoladas de agave apresentsramn valores,
proporcionalmente, significativos de enzima tanto no sobrepadante como a enzima ligada a
parede, especialmente, com 12 horas de cultivo, com excegdo da linhagem A7] gue ndo
apresentou atividade detectavel no sobrenadante. Com 18 horas de cultivo, a atividade enzimatica
é prcdomihéht'ememe devido 2 fragio enzima ligada & parede, enquanto, em 24 horas de cultivo,
praticamente, o total da atividade observada refere-se 4 esta fracfio. No Anexo 4 é apresentada

graficamente a performance das leveduras quanto a atividade enzimatica de inulinase.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Na tabela 14, sfio mostrados os valores de atividade de inulinase total, isto é, 0 somatorio
da fracdo do sobrenadante ¢ a fragio ligada 4 parede para as mesmas linhagens. O Anexo 4

apresenta os valores de atividade enzimatica calculados por volume de meio de producgio (U/mL).

Tabela 14: Atividade de inulinase total em unidades das leveduras em 12, 18 ¢ 24 horas de
cultivo em meio YNB Inuvlina 1% pH 5,5 a2 37°C

Linhagens i2h 18h 24h
K marxicnus CBS 6536 4.76 2,63 1.40
K marxianus ATCC 36907 0.05 0.72 0,40
Candida kefir Adda 2.31 1.69 0.68
Candida kefyr A% 1.80 0.87 (.93
Candida kefyr AS6 1.79 1.34 0.83
Candida kefyr AS0 1.79 0.76 0.32
Candida kefir AG0 1.74 1.75 0.97
Candida kefyr A93 __ 1.61 0.65 0.42
Candida kefpr A97 1.53 1.0% 0.72
Candida kefyor A68 1.33 1.01 (.44
Candida kefyr A92 1.31 0.68 0,26
Candida kefyr ABB 112 1.61 0
Candida kefvr A87 1.01 1.64 0.55
Candida kefyr AT1 0.74 0.79 0.40

As linhagens de Candida kefyr testadas apresentaram valores de atividade enzimatica
inferiores 2 linhagem CBS 6556 para 18 e 24 horas de cultivo. Entretanto, com apenas 12 horas
de cultive, a maioria (11 linhagens) mostraram atividade superior ao valor encontrado para a

cultura referéncia CBS 6556 neste periodo.

A linhagem AS54a apresentou atividade de 2,31 U, considerada significativa ¢ compardvel

& atividade citada pela literatura para esta linhagem CBS 6556 com 24 horas de cultivo.

Todas as linhagens testadas apresentaram agio exoinulolitica, isto €, 0 produto da reacho

enzimatica foi exclusivamente frutose verificado pela realizagdo de cromatografia descendente

ern papel.
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RESULTADGS  DISCUSSAD

Estes resultados preliminares indicam estas linhagens como promissoras para a produgao
de inulinase devido a0 menor tempo de produgfio. No entanto, as condigBes de cultive e
estratégias de otimizagio da produgfio devem ser investigadas. Estas linhagens que ja
naturalmente apresentam crescimento significativo utilizando inulina como fonte de carbono em
pH 4,0 e temperatura de 50°C podem tambem ser melhoradas geneticamente Qquanto &

produtividade e eficiéncia de secreqfo da enzima inulinase.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

ta2

Foram isoladas 79 leveduras a partir de suco de Agave e residuos da indistna de sisal em
condigBes seletivas (meio contendo inulina como fonte de carbono e i{emperaturas

elevadas);

Foram identificadas cinco espécies de levedura que no apresentaram reproducio sexuada:
42 linhagens de Candida kefyr, 14 de leveduras semelhantes a Pichia strasburgensis, 11 de

Candida lusitaniae, 6 de Candida guilhermondii e 6 de Rhodotorula rubra;

A determinacdo do tipo de coenzima-Q (quinona), técnica quimiotaxonbmica, foi
importante para a definicio dos géneros na auséneia da observagfio das caracteristicas da

reproduciio sexuada;

A utilizacfio da taxonomia numérica proporcionou a observagdo de grupos apresentando
coenzimas Q4 que reuniu 18 linhagens de Candida kefyr que fermentaram inulina; Q, que
reuniun 12 linhagens identificadas como semelhantes a Pichia strasburgensis & Qe que

agrupou as 6 linhagens identificadas como Rhodotorula rubra;

A utilizaglio das chaves dicotdmicas convencionais e a taxonomia numérica revelaram a
semethincia entre as varias espécies, com excec@io de Rhodotorula rubra, quanto as
caracteristicas fepotipicas (morfolégicas e bioquimicas) entre as espécies Candida kefyr,
Candida guilhermondii, Candida lusitaniae e FPichia strasburgensis “like” que foram

agrupadas com 80% de similaridade num “cluster” denorminado Major;
A realizacio da sclegfio das linhagens promissoras for bem sucedida tanto pela utilizagho

do sistema “MT-reader” acoplado ao microprocessador, como pela estratégia utilizada, isto

¢, crescimento em temperatura elevada ¢ diferentes valores de pH;
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7. Foram selecionadas 20 linhagens de leveduras que apresentaram constante especifica de

crescimento (fe) 2 0,50 em meio minimo YNB Inulina 1% pH 4,0 a 50°C;

8. Onze linhagens de Candida kefyr apresentaram producfo de inulinase maior que a cultira

referéncia Kl marxianus CBS 6556 com 12 horas de cultivo;

9. A linhagem Candida kefyr AS54a apresentou atividade enzimatica de 2,31 U em tempo
menor {12 horas) comparavel ao melhor resultado obtido para KI marxianus CBS 6556 de

2,63 U em 18 horas de cultivo, colocando esta linhagem com potencial de aplicagiio;

10. Mais estudos de caracterizagfio taxondmica devem ser realizados especialmente com os

isolados semelhantes a Pichia strasburgensis;
11. Véarios estudos de otimizagiio da produgfo de inulinase, bem como caracterizagio

bioquimica da enzima ¢ melhoramento genético devem ser realizados com as onze

linhagens promissoras.
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7. ANEXOS

ANEXO 1: Relaco de microrganismos produtores de inulinases de acordo com revisio da

literatura,

TABELA 1: Bactérias e leveduras capazes de degradar inukina

Bactérias *

Leveduras

Actinomyces naeslindii
Actinomyces viscosus
Arthrobacter globiformes
Azotobacter chroococcum
Bacillus subtilis
Emterobacter cloacae
Pseudomonas carvophylli
Streptococcus mutans
Streptococcus sp.

Candida kefyr

C. membranaefaciens

C. salmanticensis
Debaryvomyces polymorphus
Debaryomyces. sp.
Hanserula beyernkii

H jadinii

H. bnferdii

Kluyveromyces marxianus
Lipomyces kononenkoae
Picha guilhermondii
Rhodotorula sp.
Saccharomyces cerevisiae
Torulaspora delbrueckii
Shizosaccharomyces pombe
Schwanniomyes occidentalis

* geralmente com ac¢do predominante sobre levanas
FONTE: resurnida do artigo de FUCHS et alii, (1985)
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ANEXO 2: Dados relativos 4 taxonomia numérica

TABELA 2: Testes utilizados na caracterizagio fenotipica das leveduras isoladas de agave.

OvVO
BRU
BRB
BRM
SES
SAB
SFL
ANE
PEL
BRA
BCR
CRE
VER
RED
LIS
BRI
TCR
ELE
CVE
PMI
FGL
FGA
FSA
FMA
FLA
FRA
FIN
GLI
GAL

Célula ovoide
Brotamento unipolar
Brotamento bipolar
Brotamento multilateral
Sedimento escasso
Sedimento abundante
Sedimento floculento
Formagio de anel
Formagc8o de pelicula
Cor branca

Cor branco-creme

Cor creme

Cor vermelha

Forma redonda
Superficie lisa
Superficie brilhante
Textura cremosa
Coldnia elevada

ColGnia convexa
Pseudomicélio
Fermentagiio de glicose
Fermentagfio de galactose
Fermentacio de sacarose
Fermentag#io de maltose
Fermentacdo de lactose
Fermenta¢do de rafinose
Fermentagio de inulina
Assimilaciio de glicose
Assimilacdo de galactose

SAC
MAL
CEL
TRE
LAC
RAF
AMI
XIL
ARA
RIB
RAM
ERI
ADO
MAN
CIT
INO
MEL
MEZ
INU
CY1
CY2
NAC
NO3
VFB
37C
DBB
URE
PAC
G50

Assimilago de sacarose
Assimilagdo de maltose
Assimilaco de celobiose
Assimilacio de trealose
Assimilac@io de lactose
Assimilacio de rafinose
Assimilacio de amido
Assimilagdo de xilose
Assimilagio de L-arabinose
Assimilacio de ribose
Assimilacio de ramnose
Assimilacfo de eritritiol
Assimilacfo de adonitol
Assimilagio de manitol
Assimilacio de citrato
Assimilag8o de inositol
Assimilacdo de melibiose
Assimilacio de melezitose
Assimilagao de inulina
Resisténcia a cicloheximida 100 ppm
Resisténcia a cicloheximida 1000 ppm
Crescimento em NaCl 10%
Assimilacio de nitrato
Crescimento em VFB
Crescimento a 37°C

Reacio em DBB

Urease

Producdo de acido de glicase
Crescimento em 50% glicose
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ANEXOR

Tabela 3: Dados referentes 3 caracterizacio das leveduras isoladas de agave utilizados na
anslise de similaridade pelos programas X ¢ NTSYS para taxonomia numérica. (Numero

total de testes = 58; Nimero total de OTU’s = 79)

CULTURAS TESTES
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OUBMERLELARERDSIREEILARAAMILCLLECFILABMIONTOLZULZCIRUBECO

Al BT R N ek S T LT Rl Rl Sk S ek ek Sl G-t
A2 R Tk 15 i et T At ke 2 Shal Thels b e shl et 2 St o
A3 e h o T T R A Sl b Sl T b B e S ik et 5
Ad deomom g e e p b b e b T T e o e el
A B T o e T 0 D L St 2 il B s I e e s ool i Shlhts s
A7 T T T B g b bbbt = e b e R
A8 e ek o e e i Sl e i R Lk ek e i o e e A
AS B T R T N e et i S 2k ks skl (kb e i S T i i 3
AlD R E T TR Tt Sl oo thale B e i o S
A1l B . e s o Rt St o 0 S el ol cb o Sl th o il il s Sl o sl s
AlZz B el el P s b b Ml b kit B St R L E el o Rl e ahal S ke et b 5
A13 T s e R o L e it O e T UL R R ik Rk T R
4Zl4 R Tk & et U 0 PR T ol el b ok b e o o Shalhale i st sl e S 1
AlS Rl ket E R R Sl St ot kb Fd b Fomm e ik
ALY R N L R ST o L el e B S e e e o
AlS B N s = o bl s S el thoh b kel SR o b st it e Rttt
AZ0 R ettt T T bl il 2 Mk e b otk d bl il e Sl 1
A21B Fm g b g B L o ot S i e et il Sl Sk o e »
AZ23 e L bk P AT R A T o o S il 5l Sl s e ot Shatalt s il e o
AZ4 R L R R e el e sl R e Rk ket R L LRl h b
A26 B Rt TR EE o e b st R R e et et Rl S e
A2G B LE R E L S Stk Skl dededbaletial o R e ey R R B e
a30 e e i Sk 2 el 2 Tl 2 Al B R o Al e E s R R S TR
ARZ B O e R e b e by st i it R S T R E
A33 o ol R ek e Sho b el o Sl Rt Rt Rl E e B sl R o
AR5 B L e e i e B e A e el B Sk o
A3D et e ST R LR et e s Sl 2 il B Rt R ol i s bl 2 Sl sl
240 o e Rt bl B et s A e o Tl o Sty b St
2471 O s e 1 e S b ot s e st ol e S S e St o et
A42 G m e e op o b e . e e S R e g
Aa3 s b X E A Lk bt ook bbb o e o e
B4 4 T U R W R s Sttt ate st o L el s s S e e i St St S i e
A45 U S A T it s 2k A iE Ab el ke b b Ml o e it Sils S e A 2
Ado A I U R N G ettt i 0 2 b ek hak b b ke st St R i
247 '+f»+—+~v-—+—-++++w+»+++-~«w++++++—+—++++++++~—+~~u+w~+—~++
h48 e T T e e 5 o i o s ity B il o e e S et b
£43 B el e b 20 bl e e et o bk e e e e
ASO B, et TR St e 2 e S 3 St B R i Al TR S ik b i o e

113



Tabela 3: Continuagio.

CULTURAS

TESTES
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ANEXOS

Tabela 4: Distribuigdo em valores absolutos das 58 caracteristicas {enotipicas entre os

“clusters”
“Cluster” Q10 Q7 Q6 Major Minl Min2 Smil
Testes/QOrganismos 6 12 18 37 2 3 1
QVQ 6 1 ig 33 2 2 1
BRU & # 8 0 g g 1
BRB H ) it G 0 tH 0
BRM 0 i2 18 37 2 3 G
SAB 4 iz 18 37 2 3 i
SFL 2 0 0 1 0 & 1
ANE 2 ) 0 1 0 ¢ ¢
PEL 4 11 0 2 2 z o
BRA H ¢ 0 0 ] & )]
BCR 0 [t 17 37 2 3 1
CRE 0 i2 1 ¢ 9 0 {
VER & 0 & 0 0 & 4
18 & 7 18 37 2 3 1
BRI 6 1 18 37 2 3 1
ELE 0 12 0 & it 4§ {
CVE 6 i 18 37 2 3 i
PMI 0 10 i7 13 i 1 i
FGL g 12 18 37 2 3 1
FGA i i 17 32 1 3 i
FSA ¢ G 18 22 0 3 i
FMA G 0 ) ) 0 & 1
FLA 0 0 13 0 0] it 0
FRA 0 f 16 0 0 2 0
FIN 0 0 i3 0 { 0 i
MAL 5 12 i% 37 2 3 1
CEL 3 3 18 37 0 3 1
TRE 4 i0 15 37 2 3 1
1.AC 2 0 18 19 i { Q
RAF ) 12 18 34 2 3 1
AMI 0 G 0 ¢ 0 0 G
XIL & 2 i§ 36 2 3 i
ARA 6 i 18 31 2 3 )
RIB 3 ] 16 12 4 3 1
RAM 3 3 6 34 4] 2 1
ERI 0 ¢ G { G 0 0
ADO 4 2 i8 37 2 3 1
MAN 3 i 18 37 2 3 1
CIt 4 12 16 37 i 3 1
INO | ¢ g ¢ G { ]
MEL & G 1 0 0 1 G
MEZ 5 31 18 37 A 3 i
INY 3 9 18 23 G 2 0
Y 2 ¢ 18 o 2 3 i
cy2 0 0 17 0 0 3 0
NOG3 4 0 i 0 0 0 G
VFB 3 9 3 18 2 3 i
376 0 12 18 37 2 3 i
DBRR & ] & 0 ¢ & 0
URE 9 G 0 & 0 ] g
PAC & i1 18 36 2 3 )
G50 & 9 18 37 2 3 i
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ANEXO 3: Dados referentes a selecéio das linhagens de leveduras produtoras de inulinases
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Figura 1: Curvas de crescimento de algumas leveduras isoladas de agave na primeira etapa
do “screening” na temperatura de 37°C distribuidas nas microplacas, conforme descrito na

figura 8.
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Figura 2: Curvas de crescimento de algumas leveduras isoladas de agave na primeira etapa
do “screening” na temperatura de 42°C distribuidas nas microplacas conforme descrito na
figura 8.
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Figura 3: Curvas de crescimento de algumas leveduras isoladas de agave na primeira etapa
do “screening” na temperatura de 45°C distribuidas nas microplacas conforme descrito na

figura 8.
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Figura 4. Curvas de crescimento de algumas leveduras selecionadas na primeira etapa do
“screening” na temperatura de 37°C distribuidas nas microplacas em meio YNB inulina 1%,

conforme descrito na figura 9.
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Figura 5: Curvas de crescimento de algumas leveduras selecionadas na primeira etapa do
“screening” na temperatura de 42°C distribuidas nas microplacas em meio YNB inulina 1%,
conforme descrito na figura 9.
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Figura 6: Curvas de crescimento de algumas leveduras selecionadas na primeira etapa do
“screening” na temperatura de 45°C distribuidas nas microplacas em meio YNB inulina 1%,
conforme descrito na figura 9.
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Figura 7: Curvas de crescimento de algumas leveduras selecionadas na primeira etapa do
“screening” na temperatura de 47°C distribuidas nas microplacas em meio YNB inulina 1%,
conforme descrito na figura 9.
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Figura 9 Recursos do software EASYKIN para visualizagfo dos resultados, {a) visualizagio
da microplaca; (b) visualizago de uma coluna; (¢} visualizagfio de uma cubeta ("well™); {(d)
visualizacio da velocidade méxima de crescimento calculada.
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ANEXOS

ANEXO 4 Dados referentes 4 atividade enzimatica de inulinase das leveduras selecionadas

Tabela 5: Atividades enziméticas de inulinase em unidades por volume de meio de produg8o
(U/mL) em 12, 18 e 24 horas de cultivo (meio YNB Inulina 1% a 37°C)

Culturas 12h I8h 24 h
K marxiaaus CBS 6556 38.0 174.5 1110
K marxianus ATCC 36907 2.5 (0.06)* 36.0 (0.20) 20.0{0.18)
Candida kefyr AS4a 115.5 (3.04) 84.5 (0.48) 34.0 (0.31)
Candida kefyr A56 89.5 (2.35) 67.0 (0.38) 41.5 (0.37)
Candida kefyr A60 £7.0(2.29) 87.5 {0.50) 48.5 (0.44)
Candida kefyr AGS 76.5 (2.01) 50.5 (0.29) 22.0(0.20)
Candida kefvr ATl 3706 (6.97) 39.5 (0.22) 20,0 (0.18)
Candida kefvr A87 50.5 (1.33) 82.0(0.47) 27.5(0.25)
Candida kefyr A88 56.0(147) 80.5 (0.486) §
Candida kefyr A90 89.5(2.35) 38.0 (0.22) 16.0 (0.14)
Candida kefyr A92 63.5 (1.72) 34,0 (0.1 13.0{0.12)
Candida kefir A93 80.5(2.12) 32.5(0.18) 21.0(0.19
Candida kefyr A%4 90.0(2.37) 43.5 (0.25) 46.5 {(0.41)
Candida kefyr AS7 76.5 (2.01) 54,5 (0.31) 36.0{0.32)

(*y o numero entre parénteses indica a fragio calculada utilizando a cultura CBS 6556 como

referéncia.
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ANEXOS

ATIVIDADE INULINASE (uol frutose/mn)

TEMPO (horas)

Figura 10: Histograma representando as atividades de inulinase total das linhagens de
Candida kefyr isoladas de agave.

ATIMDADE INULINASE (umol frutose/min)

12 18 24

TEMPO (horas)

Figura 11: Histograma representando as atividades de inulinase total de linhagens de

Candida kefyr isoladas de agave ¢ 2 cultura referéncia Kluyveromyces marxianus CBS 6556.
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