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RESUMO

SILVA, Evénia Geralda. Selecio de leveduras pectinoliticas isoladas de
frutas trapicais. 2003. 79 p. Dissertagio (Mestrado em Microbiologia Agricola)
Universidade Federal de Lavras, Lavras MG .

Enzimas pécticas sdo usadas em virios processos industrisis como
processamento de frutas e vegetais, clarificagdo de sucos de frutas, extragdo de
6leos, fermentagdio de chéd, café e cacau, produgo de vinho e tratamento de
fibras téxteis. As pectinases sdo produzidas por bactérias, fungos filamentosos ¢
também por leveduras. No entanto, as pectinases comerciais sdo produzidas por
fungos filamentosos h4 mais de 50 anos, juntamente com outras enzimas como
celulases, glucanases, amilases, esterases e arabinofuranosidades, o que dificulta
o processo de purificacio da enzima ¢ encarece o produto final. As leveduras
apresentam-se em grande diversidade no ambiente, séio encontradas no solo ¢
flores e frutos sfio substratos apropriados para sua colonizaciio. As leveduras
apresentam vantagens em relago aos fungos filamentosos quanto & produgdo de
enzimas, pois possuem natureza unicelular, o seu crescimento ¢ relativamente
simples e o meio de crescimento nfo requer indutor. Considerando que o
objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial de leveduras de frutas tropicais
quanto a produgdio de pectinases, as leveduras foram testadas quanto 4 produgfio
de poligalacturonase, pectina liase e pectina metilesterase. De um total de 300
Jeveduras isoladas de frutas tropicais, 21 foram positivas para poligalacturonase
dessas, 6 foram positivas para pectina liase ¢ nenhuma levedura apresentou
atividade positiva para pectina metilesterase. As leveduras foram identificadas
de acordo com métodos tradicionais ¢ foram encontrados os géneros:
Stephanoascus (5), Candida (4), Debaryomyces (3), Pichia (3),
Zygosaccharomyces (2), Zygoascus (2) e duas possiveis novas espécies. A
atividade de poligalacturonase das 2! leveduras foi determinada por
espectrofotdmetria, Dentre as leveduras testadas, a levedura Zygoascus helenicus
(185) mostrou melhor resultado em pH 4,5, na temperatara de 35°C sendo de
0,235mM de écido galacturonico liberado/min/ug de proteina, valor préximo ao
resultado obtido por Kiuyveromyces marxianus (CCT3172) utilizada como
controle, 0,24mM de &cido galacturonico liberado/min/pg de proteina a pH 4,5
a 40°C. Os demais isolados apresentaram baixa secregfio da enzima Para a
atividade de endopoligalacturonase, a levedura Debaryomyces hansenii (SL-
140) demonstron maior decréscimo na viscosidade, 5000 UVR. As leveduras
produzem pectinases, porém em menor proporgdo que o melhor produtor
industrial, Aspergillus niger.

“Comité de orientagfio: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Orientadora), Roberta
Hilsdorf Piccoli-Valle (Co-orientadora).



ABSTRACT

SILVA, Evinia Geralda. Selection of pectinolytic yeasts isolated from
tropical fruits. 2003. 79 p. Dissertation (Master in Agriculture Microbiology )
Universidade Federal de Lavras, Lavras MG

Pectic enzymes are used in several industrial process such as vegetable and fruit
processing, clarification of fruit juices, extraction of oils, fermentation of tea,
coffee and cocoa beans, wine production and textiles. Pectinases can be
produced by bacteria, filamentous fungi and yeasts. However the commercial
pectinases have being usually produced by filamentous fungi for more than 50
years. These enzymes are produced as a enzymatic complex constituted of
cellulase, glucanase, amylase, esterases and arabino-furonosidases which is hard
to process the purification step which increases the final price of the enzyme.
The yeasts are usually present in a great diversity of environment and might be
found in soil, flower and fruits which are appropriates substrates for the growth.
The production of enzymes by yeasts is more vantages than the ones produced
by filamentous fongi due to their unicellular growth, easy to cultivate and the
culture medium does not require an enzymatic inductor. The main aim of this
work was to evaluate the potential of yeasts isolated from tropical fruits in
relation to pectinolytic enzymes. The yeasts isolates were tested in relation to
polygalacturonase, pectin lyase and pectin methylesterase production. From a
total of 300 isolates from tropical fruits, 21 were able to produce
polygalacturanase and 6 of them were able to produce pectin lyase. None of the
yeasts isolated were able to produce pectin methylesterase. The yeasts isolates
were identified by traditional morphologic and biochemical methods and were
found the following genera: Stephanoascus (5), Candida (4), Debaryomyces (3),
Pichia (3), Zygasaccharomyces (2), Zygoascus (2) and two non identified
isolates. Among the yeasts testes, the yeast Zygoascus helenicus (185) showed
the highest enzymatic activity , 0.25 mM of galacturonic acid/min/ug of protein
in pH 4.5, incubated at 35 ° C. This result was similar to the one observed from
Kluyveromyces marxianus (CCT 3172), 0.24 mM/ of galacturonic acid/min/ug
of protein in pH 4.5, incubated at 40 ° C used as the control strain. The other
isolates showed low enzyme secretion. For endopolygalacturonase production
the yeasts Debaryomyces hansenii (SL-140) showed quickly viscosity decreased
(5000 RVU), which demonstrated the endo activity of polygalacturonase.

*Guidance Committee: Dr. Rosane Freitas Schwan ~ UFLA (Adviser), Roberta
Hilsdorf Piccoli-Valle (Co-Adviser).



1 INTRODUCAO

As enzimas tém sido usadas pelas civilizagSes antigas hd milhares de
anos na fabricagfio de cerveja e po. Atualmente as enzimas s#o principalmente
usadas, em aplicagdes industriais como produgfio de alimentos, polpa e papel,
lavanderias e téxtil. As indiistrias de alimentos em especial utilizam as enzimas
na produgdo de queijos, sucos de frutas, vinho, extragiio de 6leo ¢ outros. As
enzimas so particnlarmente importantes para as indistrias de alimentos por
diversas razdes, entre elas porque ocorrem naturalmente no material bioldgico,
nilo sdio toxicas e possuem aglo especifica. O controle das reagdes enziméticas é
feito por ajuste de temperatura e pH (Godfrey & West ,1996)

O valor estimado para a venda de todas as enzimas industriais foi de 1
bilh#io de délares em 2002, dos quais 75 milhdes foram devidos &
comercializagio de pectinases. Para o ano de 2005 espera-se em torno de 1,7 a2
bilhdes de doblares para as produgdes mundiais de enzimas industriais (Kashyap
et al,, 2001).

A primeira aplicaglio comercial das pectinases na producdo de vinho e
suco de frutas ocorreu 1930 (Bhat, 2000). Entretanto, somente na década de
60 essas enzimas foram usadas com maior freqiiéncia (Bhat, 2000). As
pectinases representam hoje excelente empreendimento no setor comercial,
devido & sua grande aplicabilidade na indiistria de alimentos.

As pectinases sio um complexo de enzimas que degradam a pectina,
um polissacarideo constituinte da parede celular de plantas. Esse complexo
enzimético inclui pectina liase, pectato liase, poligalacturonase e pectinesterase
(Whitaker, 1984). Na indiistria de alimentos, as pectinases sfio usadas no
processamento de frutas e vegetais, na produgio de vinhos, na extragdo de dleo
de oliva e na fermentagfio de ché, café e cacau (Piccoli-Valle et al., 2001 a).



A produgiio de enzimas que degradam pectina inclui plantas, fungos
filamentosos, bactérias (Hadj-Taieb et al., 2002) e algumas leveduras (Behere et
al.,, 1993; Schwan et al., 1997). Preparagdes comerciais de pectinases so
produzidas a partir de Aspergillus niger (Demir et al., 2001; Jia & Wheals, 2000;
Galiotou-Panayotou et al., 1997; Manachini et al., 1988). As pectinases
produzidas por esse fungo so de grande importéincia devido a sua aceitabilidade
na indistria de processamento de alimentos e por ser um microrganismo
registrado no GRAS (“generally regarded as safe”), o qual permite o uso de seus
metabolitos na indistria de alimentos (Naidu & Panda, 1998; Varga et al., 1993).
Os fungos filamentosos tém sido usados por mais de 50 anos na producéio de
enzimas industriais e produzem uma mistura de diferentes enzimas.

De acordo com Steele & Stowers (1991), produtos originados de
microrganismos de ocorréncia natural apresentam a vantagem de serem mais
facilmente aceitos e aprovados para comercializagio que os produtos oriundos
por microrganismos manipulados genecticamente. Por esta razdo, muitas
indistrias séo favordveis & selegio de microrganismos de ocorréncia natural.

As leveduras fazem parte do ambiente, sendo encontradas no solo, e as
flores e frutos, sfio substratos apropriados para sua colonizagdio. Assim, as
leveduras podem ser uma- alternativa para produgfo de enzimas pécticas de
grande eficiéncia e de menor prego.

Este trabalho teve como objetivos isolar, selecionar e identificar
leveduras de frutas tropicais produtoras de pectinases, caracterizar pH e
temperatura de atuagiio da poligalacturonase, bem como sua massa molecular

aproximada.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pectina

Pectina é uma complexa familia de polissacarideos que estdo presentes
principalmente em parede celular primaria e regides intercelulares de
dicotiledoneas (Figura 1) (Ralet et al., 2001; Ridley et al., 2001).

A estrutura bésica da pectina é composta por unidades dec dcido D-
galacturnico parcialmente metilados como principais coinponentm, com alguns
residuos de aglcares neutros nas cadeias laterais, sendo ramnose, galactose,
arabinose (Rombouts & Pilnik, 1978). As moléculas sdo formadas por ligagSes
glicosidicas o(1-4) (Figura 2) entre o grupo pirano e as unidades de acido D-
galactur6nico. A estrutura da pectina é heterogénea, verificada pela variago de
sua massa molecular na faixa de 30.000 a 300.000 Da (Rombouts & Pilnik,

poang Lo Microfibrila
helice % de colulose

Regido de )

-Q_\e cxicnsdo nio / Ligamenios de
helicoidal \ xiloglucana
Grampos
intcamoleculares %\ Pecting
de Isoditirosina

FIGURA 1 Modelo esquemitico da parede celular priméria de vegetal. Fonte:
Sakai et al.,1993.
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FIGURA 2 Fragmento de pectina com as unidades de &cido D-galacturdnico.
Fonte: Sakai et al.,1993.

1978), do grau de esterificagfio ¢ acetilagfio. A pectina ¢ um material coloidal,
responsavel pela integridade e sustentagio dos tecidos vegetais (Conteras-
Esquivel et al., 1997).

As substincias pécticas sfio macromoléculas de aito peso molecular
(Alkorta et al, 1998) e classificadas em protopectina, &cido péctico, é&cido
pectinico e pectina, de acordo com o tipo de modificagiio da cadeia dorsal
(Kashyap et al., 2001). Protopectina ¢ a pectina na sua forma insolivel, que é.
responsével pela firmeza da fruta. Acidos pécticos sio galacturonanas que
possuem pequenas quantidades de grupos metil éster. Acidos pectinicos sdo as
galacturonanas com grande quantidade de grupos metil éster (Kilara, 1982).
Pectina, um nome genérico, é uma mistura de diferentes composigdes contendo
dcido pectinico como maior componente (Kashyap et al., 2001).

Cerca de 0,5-4% do peso fresco do material vegetal sio substincias
pécticas e durante o amadurecimento a pectina é encontrada na fase liquida,
causando um aumento da viscosidade. Apds o processamento, frutas ricas em
pectina produzem um suco com alta viscosidade, dificultando o rendimento da

produgdo dos sucos industrializados (Kashyap et al., 2001).



2.2 Enzimas pécticas

Pectinase ¢ um nome genérico para uma fsﬂnilia de enzimas que
hidrolisam ligagbes glicosidicas em polimeros pécticos (Reid & Ricard, 2000).
Diversas aplicagies industriais, principalmente em indistrias de alimentos,
incluem as pectinases. Além da aplicagfio industrial, as; pectinases formam a
primeira classe de enzimas produzidas durante a infecgio da planta por
microrganismos, 0 que proporciona a rapida degradacio da parede celular e a
morte da célula vegetal (Alghisi & Favaron, 1995). Essas enzimas sdo

conhecidas como enzimas pécticas, pectinases ou enzimas pectinoliticas.

2.2.1 Classificacgiio
S#o classificadas em dois grupos principais, de acordo com seu modo de

acdo (Figura 3) na cadeia de pectina: desmetoxilantes e despolimerizantes
(Blanco et al., 1999),

A) Desmetoxilante

A-1) Pectina metilesterase (PE) EC 3.1.1.11 - conhecida também como
Pectina metilhidrolase, desesterifica o grupo metoxil da pectina formando écido
péctico e metanol (pectina + nH,O — metanol + pectato). As propriedades
fisico-quimicas do polimero péctico séo ditadas pelo grau e distribuigéio da metil
esterificagdo. Assim sendo, essa enzima desempenha um importante papel na
natureza por variar as caracteristicas da pectina, alterando o grau de
esterificagio, bem como degradando o polimero péctico (Christgau et al., 1996).



B) Despolimerizantes

Essas enzimas que hidrolisam ligagdes glicosidicas incluem:

B1) Poligalacturonase (PG) — catalisa a hidrélise de ligagdes glicosidicas a-1,4
em 4cido péctico (dcido poligalacturdnico). De acordo com o modo de agdo,
podem ser endopoligalacturonase e exopoligalacturonase. As endo-
poligalacturonases,  conhecidas como [poli  (1,4-o-D-galacturonideo)
glicohidrolase, EC3.2.1.15}, hidrolisam as ligagbes entre &cidos D-
galacturdnicos no dcido péctico. As exopoligalacturonases, conhecidas também
como [poli (1,4-a-D-galacturonideo) galacturonohidrolase, EC3. 2.1.67,
galacturam 1,4-o-D-galacturonosidase], removem as moléculas de acido D-
galacturdnico a partir da extremidade néio redutora da molécula.

As poligalacturonases podem ainda ser classificadas em
polimetilgalacturonases (PMG) (EC 3.2.1.15), as quais catalisam a hidrélise de
ligagdes 1,4-a-glicosidicas abrangendo endo-PMG, que clivam ao acaso
ligagdes 1,4-a-glicosidicas da molécula de pectina preferencialmente e
altamente esterificadas, e exo-PME, que cliva em seqiiéncia ligagGes 1,4-o-
glicosidicas de grupo final ndo-redutores da cadeia de pectina. As PME atuam
preferencialmente nas moléculas de 4cido pectinico, j4 as PG atuam

preferencialmente no 4cido péctico.

B2) Pectina liase (PL) - conhecida como [poli (metoxigalacturonideo) liase, EC
4.2.2.10], atua na pectina, catalisa a quebra de pectina por transeliminagsio,
liberando acido galacturdnico A-4,5- insaturado. Esta enzima ¢ descrita como
pectina-transeliminase. As liases sio dividas em endo-PL, que catalisa a
clivagem ao acaso de ligagbes 1,4-a-glicosidicas na pectina, e exo-PL, que

catalisa terminalmente a quebra da pectina por clivagem transeliminativa.



B3) Pectato liase (PAL) - conhecida como [poli (galacturonideo) liase EC4.

2.2.2], libera A-4,5-galacturonato de pectato ¢ outros poligalacturonideos.

B4) Protopectinase - esta enzima solubiliza protopectina, formando pectina

polimerizada altamente solavel.
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FIGURA 3 Mecanismo de agdo de 4 pectinases. Fonte: Schwan 1994,



4.3- Produciio de pectinases por microrganismos

Os microrganismos sdo hébeis em produzir diferentes tipos de enzimas,
entretanto, para a melhor produgio da enzima, é necessiria uma selegio do
microrganismo produtor e das condigSes que secreta a enzima. Além da selegdo
do melhor produtor, o microrganismo estudado também pode ser modificado
geneticamente para aumentar o rendimento de producéio da enzima de interesse.

As enzimas microbianas possuem vantagens em relagiio s enzimas de
plantas e animais como baixo custo de produgo, susceptibilidade de produgio
em larga escala em fermentadores industriais, facilidade na  manipulaggo
genética, representam recurso renovavel e espectro amplo de caracteristicas
fisico-quimicas de diferentes enzimas, geralmente relacionadas ao habitat ¢ &
fisiologia do microrganismo produtor (Lee, 1996). As enzimas microbianas sdo
produzidas em grande escala em fungdo do rdpido crescimento dos
microrganismos ¢ da grande variedade de substratos utilizdveis por estes como
residuos agricolas e industriais (Piccoli-Valle et al., 2001b).

As enzimas pécticas sfio sintetizadas e excretadas por bactérias, fungos
filamentosos e algumas leveduras (Behere et al, 1993). Dentre a grande
variedade de bactérias que sintetizam essas enzimas, destacam-se os géneros
Erwinia, produtoras de uma variedade de enzimas pectinoliticas extracelulares
(Garibaldi & Bateman, 1971; Reid & Collmer, 1986), Bacillus, Clostridium,
Pseudomonas (Aguilar & Huitron, 1987). Shevchik et al. (1992) analisaram
quantitativamente poligalacturonase, pectina metilesterase e seis isoformas de
pectato liase produzidas pela bactéria Erwinia. Sakiyama et al. (2001), isolaram
de café cereja uma cepa de bactéria endofitica produtora extracelular de pectina
liase com atividade méixima a 40°C e pH 7,9. Entre os fungos filamentosos
produtores de pectinases destacam-se os géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium (Baracat et al., 1989). Diferentes poligalacturonases extracelulares
sdo sintetizadas por fungos, sdo produzidas extracelularmente (Sakellaris et al.,



1988; Antov & Pericin 2000) e geralmente induzidas por poligalacturonideos,
dcidos galacturdnicos e seus analogos.

Baracat et al. (1989) selecionaram fungos filamentosos com atividade
pectinolitica, adicionando ao meio de cultura pectina citrica como indutor.
Baracat-Pereira et al. (1994) produziram pectina liase de Penicillium
griseoroseum adicionando ao meio 0,1% de pectina citrica. Antov & Pericin
(2001) induziram a produgio de pectinases em Polyporus squamosus com
pectina. Fraissinet-Tachet & Fevre (1996) induziram a produgdo de
poligalacturonase e outras pectinases em Sclerotinia sclerotiorum pela adigéo de
dcido galacturdnico. A Tabela 1 mostra as caracteristicas fisico-quimicas de
algumas pectinases secretadas por microrganismos.

Os fungos filamentosos tém sido usados hé mais de 50 anos na produgio
de enzimas industriais. Contudo, a maior parte deles s&o produtores de diversas
enzimas simultaneamente, sendo o produto comercial uma mistura de diferentes
enzimas (Dalbdge, 1997). Esta mistura possui algumas desvantagens, como a
impossibilidade de conhecer o modo de ag¢fio da mistura enzimética e de obter a
produgfio de uma enzima especifica. Assim, estudos séo conduzidos para a busca
de novos microrganismos produtores de enzimas. A partir da seleglio de
microrganismos, tem-se também estudado a manipulagio genética para
aumentar a produgdo, como desenvolvimento de sistemas de expressdo,
clonagens, purificacdo de enzimas, determinagéo da seqiiéncia de aminodcidos e

subsegiiente hibridizagdo com sondas especificas em bibliotecas gendmicas
(Dalbdge, 1997).



TABELA 1 Caracteristicas fisico-quimicas de pectinases purificadas.

Microrganismo Pectinase pHde | T. MM Pi Referéncia
Ativid. | (°C) | (XDa)
Penicillium Pectina liase 6,0 50 - - Brumano et al.
griseoroseum 1993
Termoascus Pectina liase 10,5-11| 60 - - Martins et al,
auranticus 2002
Penicillium Pectina Liase 6,070 ) 40 22 8,6 |Alafiaetal,
italicum 1990
Aspergillus Poligalacturonase 50 |30-40 - - Nagai et al,
awamori 2000
Kluyveromyces | Endopoligalacturonase | 5,0 40 | 47,41 |59;5,6; | Schwan et al
marxianus 35,33 53 1997
Saccharomyces | Endopoligalacturonase | 5,5 45 - - Blanco et al,
cerevisiae 1994
Bacillus Exopoligalacturonase 8,0 55 105 50 |Sawada&
subtillis Ueda, 2001
Erwinia Poligalacturonase 8298 30 | 30-36 | 7,9-9,1 | Garibaldic &
chrysanthemi Bateman, 1971
Lactobacillus | Poligalacturonase 45 30 - - Sakellaris et
plantarum al., 1988
Cryptococcus | Endopoligalacturonase | 3,75 | 37 41 8,1 |Federici, 1985 |
albidus

Em leveduras, as enzimas pécticas ndo sio bem relatadas como em

bactérias, fungos filamentosos e plantas. Luh & Phaff (1951) foram os primeiros

autores a descrever a produgio de endopoligalacturonase em Saccharomyces

JSragilis (renomeada Kluyveromyces marxianus, Barnett et al., 2000). A partir de

1951 outros autores também relataram a produgfio de pectinases em leveduras,

como a produgio de poligalacturonase, pectina liase e pectinesterase por

Saccharomyces cerevisiae (Gainvors et al., 1994; Gainvors & Belarbi, 1996).
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Blanco et al. (1999) relataram que pectinases sfio constitutivas em
leveduras, ja que pectina, acido poligalacturSnico e 4cido galacturnico ndo séo
requeridos para induzir a sintese dessas enzimas. Entretaﬁto, segundo os autores,
algumas espécies como Candida albidus, Geotrichum lactis e Kluyveromyces
fragilis (renomeada K. marxianus, Barnett et al., 2000) t&m sido descritas como
produtoras induzidas de pectinases. Poligalagturonase (PG) de Saccharomyces
fragilis ¢é parcialmente constitutiva, pois a atividade de PG ¢ mais alta apds
crescimento em 2% de glicose com 1,8% de pectina do que o crescimento de
células somente com 1% de glicose. A produgio de pectinases pode ser afetada
pela concentragdo de oxigénio, dissolvido no meio de cultura, a concentragdo de
glicose e outros fatores menos estudados, como o pH do meio, a quantidade de
inéculo, o nimero de células, o tempo de incubagfio e a fonte de nitrogénio
(Blanco et al, 1999). As pectinases de leveduras sdo enzimas exocelulares,
variando no peso molecular, e sio de natureza glicoprotéica, algumas espécies
de leveduras, como S. fragilis ¢ K. marxianus, secretam vérias isoenzimas
(Blanco et al., 1999). Segundo esses autores, as enzimas pécticas apresentam um
pH 6timo entre 3,5 € 5,5 ¢ temperatura entre 40-55°C. De acordo com Sakai et
al. (1993), endopoligalacturonases possuem pH 6timo de 4,0-6,0 e temperatura
de 30-40°C. As pectinases produzidas por leveduras sdo principalmente
endopoligalacturonases, as quais degradam por hidrolise as ligaces glicosidicas
a(1-4), (Blanco et al., 1999). ;

A fungio dessas enzimas em leveduras ¢ inteiramente desconhecida,
sendo importante salientar que as leveduras nio utilizam pectina, pectato ou a
hidrélise desses produtos como fonte de carbono (Schwan et al., 1997). Para as
leveduras ¢ atribuido mais que um papel ecoldgico de um nivel tréfico da cadeia
alimentar, podendo estar envolvidas na colonizagio do fruto causando uma

quebra do tecido da planta e concomitante perda de aglicar da célula da planta,
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que pode entdo ser utilizada para o crescimento da levedura, causando o
apodrecimento do fruto (Blanco et al., 1999).

As enzimas pécticas de leveduras podem ser utilizadas na indastria de
alimentos, especialmente no processamento de frutas e vegetais, para aumentar a
produgdo e clarificagiio de sucos de frutas (Blanco et al., 1999). A principal
fonte de enzimas pécticas para a indistria é o Aspergillus niger, pois produz
grande quantidade dessas enzimas (Solis et al, 1996). Algumas preparagdes
comerciais de pectinases contém outras enzimas além das pectinases PG, PL e
da indesejavel PE (Blanco et al., 1999), como as esterases, amilases ¢ celulases
(Jia & Wheals, 2000). Também podem conter hemicelulases (Behere et al.,
1993), xilanases, arabinases, galactanases, proteases, fenolase e catalases (Kilara
1982) e arabinofuranosidase (Barnby et al., 1990). Poligalacturonases de
leveduras sdo boas alternativas para preparagdes comerciais dessas enzimas,
principalmente na preparagio do vinho. A cepa de levedura pectinolitica
Saccharomyces cerevisiae do vinho pode melhorar a liquefagio, clarificagio e
filtragfio do mosto de uva (Blanco et al, 1999).

As leveduras apresentam vantagens em relagéo aos fungos filamentosos
quanto @ produgio de pectinases, pois possuem natureza unicelular, o seu
crescimento ¢ relativamente simples e o meio de crescimento n#o requer indutor.
No caso de K marxianus, a levedura é capaz de produzir 90% de
endopoligalacturonase do total de proteina secretada comparada & mistura bruta
produzida, segundo Phaff & Demain (1956). Diante dessas vantagens, da
possibilidade de clonagem e manipulagio para melhoramento de produgiio e
tendo em vista que Saccharomyces cerevisiae é largamente usada como
organismo modelo e quase toda cepa ¢ geneticamente derivada de S288C, cujo
genoma tem sido seqiienciado (Jia & Wheals, 2000), sugere-se que a produgéo

de enzimas de leveduras seja possivel. Além disso, os fungos produzem
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diversas enzimas que dificultam e encarecem o processo de separa¢io da

proteina.

2.4 Aplicaciio das pectinases
2.4.1 Processamento de sucos de frutas

As enzimas tém sido utilizadas em domicilio para processamento de
alimentos desde os tempos antigos. As enzimas de origem microbiana possuem
papel relevante na area de alimentos, pois estiio relacionadas com a composi¢éo,
processamento e deterioracdo dos alimentos. A produg#io de enzimas de origem
microbiana, como celulases e hemicelulases, comegou no inicio da década de
1980, primeiro na alimentagdo animal, seguido por aplicagdes em alimentos
(Cao et al., 2000). Posteriormente essas enzimas foram usadas em inddstrias
téxteis, lavanderias e indistrias de polpa e papel (Cao et al, 2000). Nas dltimas
duas décadas, o uso de celulases, hemicelulases e pectinases tém aumentado
consideravelmente, especialmente nas indistrias de alimentos e na indistria de
papel. Atuaimente, estas enzimas ocupam aproximadamente 20% do mercado
mundial de enzimas (Bhat, 2000). A adi¢fio de pectinases em alimentos diminui
a viscosidade e causa a agregacfio de particulas escuras, que se sedimentam e sio
removidas por centrifugagéio e/ou filtragio (Demir et al, 2001; Sarioglt et al.,
2001; Martins et al, 2002), facilitando a concentragio do produto.

Existe uma grande diversidade de frutas no Brasil, sendo muitas de
importincia econdmica, pois sdo usadas na produgiio de sucos ¢ processamento
de alimentos (Trindade et al, 2002). O consumo de sucos de frutas e vegetais é
importante para a saide humana e para o setor comercial. A variedade de
componentes nutricionais das frutas ¢ vegetais ¢ a ampla faixa de consumidores
facilitam a produgfio desses sucos. A produgiio de sucos de frutas e vegetais
requer métodos de extragio, clarificaciio e estabilizagio. A macera¢do, processo

em que o tecido vegetal é convertidlo em uma suspensiio de células intactas,
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de hidréxido de sodio (NaOH 12 - 20%) em altas temperaturas, 0 que pode
danificar as fibras (Brilhimann et al, 1994). A utilizacio de enzimas do
complexo pectinolitico, bem como celulases e hemicelulases para a degomagem,
possui algumas vantagens, como a redugio da poluigdo ambiental, do consumo
de produtos quimicos e de energia, além da possibilidade da reutilizagio da
enzima em vdrios ciclos de preparo das fibras vegetais (Kashyap et al., 2001;
Sawada & Ueda, 2001).

2.4.3 Produciio de vinho

A produgiio de vinho é um processo biotecnoldgico em que leveduras e
enzimas representam o papel chave da produgéio, pois a producio requer a
extragfio do suco e subseqilente fermentag@io do suco por leveduras (Colagrande
et al., 1994). O melhoramento de cepas de levedura, usadas na fermentagdo do
suco da uva, bem como de enzimas exdgenas microbianas, tem sido feito nas
dltimas quatro décadas. As trés principais enzimas exdgenas usadas na produgio
de vinho sdo pectinases, B-glucanase ¢ hemicelulases. Os principais beneficios
do uso dessas enzimas durante o processamento sfo: melhoria na extragio e
maceracio da casca e desenvolvimento da cor, facilidade de filtragdo e
clarificagiio, melhora na estabilidade e qualidade do vinho e aumento do nivel de
terpenos do vinho ( Bhat, 2000). O metanol pode ser um subproduto do vinho
tratado com enzimas, o qual surge da desmetilagio devido & acdo de
pectinesterase. Entretanto, os niveis de metanol sdo geralmente abaixo de 0,1%,
por causa dos baixos niveis de substincias pécticas metiladas na uva (Dekker,
1994).

2.4.4 Extraciio de éleo
A extragio de 6leos de semente de canola, girassol, coco, améndoa,

palmeira e oliva ¢ feita normalmente com solventes orginicos como hexano, que
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¢ um cancerigeno em potencial. Enzimas que degradam a parede celular, como
pectinases, podem ser usadas para a extragdo de dleos vegetais por um processo
aquoso, por liquefagio dos componentes da &strutuli'ﬁ da parede celular,
facilitando a extragfio do éleo (Kashyap et al., 2001). A mistura enzimética
comercial Olivex, que é uma preparagdo de pectinase com baixos niveis de
celulase e hemicelulase produzidas por Aspergillus aculeatus, foi a primeira
mistura enzimética usada para melhorar a extragfo de 6leo de oliva (Bhat, 2000).
Estudos metddicos ocorridos no final da década de 80 revelaram que uma sé
enzima ndo foi adequada para uma maceragdo e extragdio eficiente do dleo de
oliva. Foram indispensiveis trés tipos de enzimas, pectinases, celulases e
hemicelulases, para a extragiio ideal do éleo. As principais vantagens do uso da
maceragdo enzimitica para a extragio de 6leo de oliva s@o: aumento da extragdo
em presenga de calor, melhora a centrifugacdio, obtencio de éleos com altos
niveis de antioxidantes e vitamina E, indugfio lenta ao rango, completo proveito
da planta e baixo gasto de dgua (Bhat, 2000).

2.4.5 Fermentacio de cha, café e cacau

Pectinases sdo importantes na fermentag#io de chi, café e cacau.
Microrganismos pectinoliticos sio usados na fermentagio do café para a
remogo da mucilagem dos grlios, pois a rdpida degradagiio da mucilagem ¢
importante para a melhoria da qualidade da bebida de café. Sendo a muscilagem
um meio rico para a proliferagdo de microrganismos, favorece a produgdo de
metabdlitos que podem alterar a qualidade da infusdo. Sendo assim, a presenca
dessas enzimas nos grios de café pode servir como parimetro da qualidade da
bebida (Silva et al, 2000). Celulases e hemicelulases, presentes nas misturas
enzimaticas, ajudam na degradagéio da mucilagem acelerando a fermentacéio do

café, pois o tempo € reduzido de 40-80 horas para apenas 20 horas.
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O ché € uma bebida estimulante, mais consumida e mais antiga
do mundo (Murugesan et al., 2002); os primeiros relatos da producéio e consumo
de cha datam de 27 a.C. ¢ considerado uma das mais antigas bebidas produzidas
via biotecnédlogica pelo ser humano. Os maiores produtores de cha s&o China,
India, Srilanka, Japdio, Kenia e Indonesia. As pectinases fiingicas usadas em
preparag3es dessa bebida aceleram o tempo de fermentagfio, evitam a formagio
de espumas e ajudam na formagfio de sua propriedade instantdnea por destruir as
pectinas (Kashyap et al., 2001).

A polpa de cacau é um meio rico para crescimento microbiano.
As leveduras tendem a dominar a fase inicial do processamento de fermentagéo
natural ¢ algumas espécies sfio capazes de secretar pectinases, sendo essas
enzimas necessdrias na cura do cacau para a degradagio da mucilagem (Schwan
et al., 1997; Schwan & Wheals, 2003).

2.5 Pectinases comerciais

As preparagdes comerciais de enzimas pécticas so manufaturadas por
vérios paises da Europa, Japéio e EUA, como mostra a Tabela 2. A principal
fonte de microrganismo € o Aspergillus niger, pois produz grande quantidade de
uma mistura complexa de pectinases, como endo ¢ exo-PG, PL e pectina
metilesterase, sendo essa ultima indesejével para a indiistria (Blanco et al, 1999).
Outras enzimas, como amilases ¢ arabinofuranosidases, também est#o presentes
na mistura (Blanco et al, 1999). Devido & complexidade da mistura enzimética, a
purificacio, para caracterizagio da enzima, é de importincia e tem um

empreendimento consideravel (Dalbdge, 1997).
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TABELA 2 Fontes de pectinases comerciais.

Fornecedor Localizagdo Nome comercial
C.H.Boehringer Sohn Ingelheim - Alemanha Panzym
Ciba-Geigy A.G. Basel, Suiga Ultrazyme
Grinsteelvaeket Aarthus, Dinamarca Pectolase
Kikkoman Shoyu, Co Tokyo, Japdo Sclase
Schweizerische Ferment, A G. Basel, Suiga Pectinex
Societe Rapidase, SA Seclin, Franga Rapidase, Clarizyme
Wallerstein, Co. Des Plaines, EUA Klerzyme
Rohm, GmbH Darmstadt, Alemanha Pectinol, Rohament

FONTE: Kashyap et al., 2001
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismo: Fonte e manutencfio

Trezentas leveduras foram isoladas de diferentes frutas tropicais, dentre
elas acerola (Malghia glabra), ata-pinha (Annona squamosa), bacuri (Platonia
insignis), cacau (Theobrama cacau), caji (Spondias lutea), cirigiiela (Spondias
purpurea), cupuagu (Theobroma grandiflorum schum), graviola (Annoma
muricala), jabuticaba (Myrciaria cauliflora berg), jenipapo (Genipa americana),
lulo (Solanum tuberosuoum), mangaba (Hancornia speciosa), maracuji
(Passiflora edulis), pitanga (Eugenia uniflora), pseudolulo (Solanium
pseudolulo), sapoti (Manilkara zapota L., van Royen) e umbu-caji (Spondias
tuberosa). Foram analisadas frutas frescas e polpas de frutas da CEPLAC- BA e
Fortaleza (EMBRAPA) e Corpoica-Medelim (Colémbia). As leveduras isoladas
foram mantidas a 4°C em meio nutriente, YW, com a seguinte composi¢iio em
g/L de dgua destilada: extrato de levedura 3,0; extrato de malte 3,0; peptona de
soja 5,0 e glicose 10,0.

3.2 Selegiio de leveduras para a atividade de poligalacturonase (PG)

As culturas de leveduras isoladas e purificadas foram inoculadas em 1
mL de meio de cultura complexo YW e incubadas por 24h a 28°C, formando
uma pré-cultura. Apés, 3uL foram inoculados em placa de Petri contendo meio
MP5 com a seguinte composigio em g/L: glicose 5,0; &cido poligalacturdnico
5,0; KHPO, 4,0; Na,HPO, 6,0; extrato de levedura 1,0; (NH,),SO, 2,0; agar
15,0 e 1 mL das solugdes, FeSO, 0,2g/200mL, MgSO, 40g/200mL; CaCl,,
0,2g/200mL; H;BO; 0,002g/mL; MnSO, 0,002g/mL; ZnSO,.7H,;0, 0,014g/mL;
CuSO,.5H;, 0,01g/mL; MoO; 0,002g/mL; e incubadas por 48h a 28°C. A

atividade de PG foi indicada pela formac&o de um halo claro ao redor da colonia
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apOs a precipitagdo do dcido poligalacturénico com 1% de brometo de cetil
trimetil amoénio (cetrimida) (Hankin & Lacy, 1984). A levedura Kluyveromyces

maxianus (CCT-3172) foi usada como controle positivo para essa enzima.

3.3 Identifica¢iio das leveduras produtoras de pectinases

Os isolados produtores de pectinases foram caracterizados por métodos
tradicionais morfologicos ¢ bioquimicos usados em taxonomia de leveduras
(Barnett et al., 2000). Os testes fisiologicamente usados para a fermentagdo
foram: D-glicose, D-galactose, sacarose, maltose, lactose e rafinose; de
crescimento: D-glucose, D-galactose, L-sorbose, sacarose, maltose, celobiose,
trealose, lactose, melibiose, rafinose, melizitose, inulina, amido, D-xilose, L-
arabinose, D-arabinosa, D-ribose, L-rhamnose, D-glucosamina, N-acetil D-
glucosamina, metanol, ctanol, glicerol, eritritol, galactitol, D-manitol, D-
glucitol, xilitol, salicina, D-gluconato, DL-lactato, succinato, citrato inositol,
como fonte de carbono; crescimento em nitrito, nitrato, L-lisina, etilamina e
cadaverina como fonte de nitrogénio, crescimento a 30, 35, 37, 40 e 45°C;
crescimento em meio com 50% e 5% de glicose ¢ com 10% de NaCl; reagdo de
cor Diazonium Blue B ¢ resisténcia para 0,01% ¢ 0,1% de cicloheximida. A

identificagdo foi verificada usando chave descrita por Barnett et al. (2000).

3.4 Seleciio de leveduras para a atividade de pectina liase (PL)

As leveduras produtoras de PG foram testadas quanto a produgio de PL.
As leveduras foram inoculadas, com alga de platina, em ImL de meio de cultura
YW, crescidas por 24h a 28°C, formando uma pré-cultura. Em seguida, 3uL. do
meio foram inoculados em placa de Petri, contendo meio de cultura complexo
MP7 com a seguinte composi¢iio em g/L: glicose, 5,0; extrato de levedura, 1,0;

pectina, 5,0; (NH;),SO,, 2,0; KH,PO4, 4,0; Na,HPOy, 6,0; FeSO,.7H,0, 0,2;
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MgSOy, 0,2 e CaCly, 1,0 mg: H;BO;, 10 pg: MnSO,. 10pg: ZnSO4, 70pg:
CuSOy, 50 pug: MoOs, 10 pug com pH ajustado para 7.0 (Hankin & Lacy, 1984).
Apos crescimento por 48h a 28°C, as placas foram inundadas com cetrimida 1%.
A analise positiva foi indicada pela formagio de um halo claro ao redor da
colonia de levedura, tendo como controle positivo enzima comercial Pectinex

(10pL/L).

3.5 Determinacio do nmimero de células para a produ¢io de enzimas em
meio liquido

As culturas de leveduras foram inoculadas em 1000mL de meio de
cultura complexo YW, pH 7,0 e incubadas por 72h a 28°C, sob agitagdo. A
densidade Optica foi medida a 600nm (Shimatzu -UV1601 PC) contra uma
curva de calibracdo apropriada. O nimero de células foi determinado, em
aliquotas de 1mL, em cdmara de Neubauer.

A curva de calibragio do nimero de células foi determinada com o
crescimento da levedura 1C-50, em 1000mL de meio artificial mineral YW,
incubadas por 72h a 28°C, sob agita¢do. A densidade 6ptica foi medida a 600nm
em espectrofotometro (Shimatzu — UV1601PC). Apods crescimento, o meio de
cultura foi centrifugado a 4800 rpm por 10 minutos e o “pellet” foi recolhido em
eppendorf para a determinagiio da massa seca, seco em estufa a 60°C e pesado

até a manutenciio do peso constante.

3.6 Produciio de enzima

Para a produgdio de enzima foram inoculados 10® cel/mL a 50 mL de
meio artificial YW pH 7,0, monitorado pela densidade Optica a 600 nm, e fez-se
a contagem do numero de células viaveis em camara de Neubauer, em 24 e 48h
de crescimento. As células foram crescidas em frasco erlenmeyer, por 48h, sob

baixa agitagdo a 28°C, e depois centrifugadas a 4800 rpm por 10 minutos a 4°C.
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O sobrenadante, considerado a solugéio enzimatica bruta, foi recolhido e usado

como fonte de enzima extracelular.

3.7 Ensaio enzimético
3.7.1 Poligalacturonase (PG)

A atividade de poligalacturonase foi medida pela liberagfio de grupos
redutores com écido 3,5 dinitrosalicilico (ADNS) como reagente de andlise, pelo
método de Miller (1959), e o 4cido galacturdnico foi utilizado como padrdo. A
mistura de reagfio constou de 0,75 mL de sobrenadante da cultura e 0,5 mL de
substrato com a seguinte composigao: 0,5% de 4cido poligalacturénico em meio
mineral minimo composto de 0,62 g K,HPO,; 2,0g KH;PO,; 0,1g MgSOy;
(NH,),S0; por litro, com pH ajustado para 5,5 com NaOH apés a adigao de
4cido poligalacturénico. A incubagfio foi a 40°C por 60 minutos e a reacéo foi
paralisada pela adigio de 1,25 mL de ADNS, apds a mistura foi colocada em
banho-maria fervente por S5 minutos. A leitura foi realizada em
espectrofotémetro a 575nm contra um tubo branco, contendo a mistura de
reaglio com a adigio do ADNS, seguida da fervura por 5 minutos. Os resultados
obtidos foram extrapolados em uma curva padrio de 4cido galacturdnico (anexo
A figura 3). Os ensaios foram realizados em triplicata.

Os resultados da atividade enzimética de poligalacturonase foram
submetidos 4 analise estatistica pelo método de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

3.7.2 Determinaciio de Proteina total

A proteina total foi determinada pelo método de Bradford (1976) tendo
como padrio albumina de soro bovino (BSA). A mistura de reag@o constou de
1200 pL da solugfio enzimética bruta e 300 uL do reagente de Bradford, em
triplicata, com leitura a 595 nm.
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Uma unidade enzimatica U foi definida como mM de 4acido

galacturénico liberado/min/ug de proteina .

3.7.3 Pectina liase (PL)

A atividade de pectina liase, no sobrenadante da cultura (YW pH 7,0)
em trés frascos de cultivo, foi determinada pelo aumento da absorvéncia a 235
nm, como descrito por Albersheim (1966), usando um coeficiente de extingo de
5500 L mol/em. Em todos os cultivos a densidade optica a 600 nm, com 24 e
48h de crescimento, foi medida € o nimero de células vidveis foi contado em
cidmara de Neubauer. A mistura de reagiio constou de 1 mL de pectina de citrus
2,5% (p/v), 85% de esterificagfio, em 100 mM de tampdo fosfato pH 6,8 e 1,5
mL de sobrenadante da cultura, solugio enzimética bruta. Aliquotas de 0,5 mL
da mistura de reagdo foram incubados a 0, 10, 15, 20 e 30 minutos a 40°C. A
reagéio foi paralisada com adigio de 4,5 mL de HCI 0,01 M. As anélises foram
realizadas em triplicata. Enzima comercial Pectinex foi usada como controle
positivo. Uma unidade enzimética (U) de pectina liase foi definida como
pumol/min de grupos uronideos insaturados/mL do sobrenadante da cultura.

A atividade de pectina liase também foi determinada no sobrenadante da
cultura de meio MF pH 5,0, trés frascos de cultivo, com a seguinte composigéo
em g/L: glicose, 10; (NH,),S0,, 3,0; K,PO,, 4,5; extrato de levedura, 1,0;
MgSO0,, 0,25; CaCl,. 2H,0, 0,25; ¢ meio MP7 pH7,0; trés frascos de cultivo,
com 5% de pectina de citrus, 85% de esterificagio, como indutor para essa

enzima, sendo as analises realizadas em triplicata.
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3.7.4 Determinacdo de protease

A atividade de protease foi determinada no sqbrenadame da cultura
crescida em meio MP7, de acordo com o método adabtado por Braga et al.
(1998). A mistura de reagfio constou de 2 mL de solugdo de caseina 2% (p/v) em
tampdo tris HCl pH 9,0, e 1 mL de solugio enzimatica bruta seguido por
incubagéio a 37°C por 60 minutos, centrifugacdio a 10.000 rpm por 6 minutos ¢
leitura em espectrofotometro a 280nm. Uma unidade enzimatica (U) foi

determinada por nimero de aminoacidos livres /min/mL.

3.7.5 Determinacio de poligalacturonase com variacio de tempo,
temperatura ¢ pH do substrato.

Para a produgdo de poligalacturonase, as leveduras foram cultivadas em
50 mL de meio artificial YW pH 7,0, acrescido de 0,5% de écido
poligalacturénico como indutor para enzima, ¢ incubadas conforme descrito no
item 3.6. O sobrenadante recolhido foi armazenado em freezer para anilise
posterior. A atividade de poligalacturonase foi determinada pelo método de
Miller (1959), descrito no item 3.7.1, modificando-se o tempo de incubagiio (15,
30, 45 e 60 minutos), o pH do substrato (3,5; 4,5; 5,5 e‘6,5) ¢ a temperatura de
incubagio (30, 35, 40 e 45°C). Os resultados obtidos foram extrapolados em
uma curva padrio de cido galacturdnico (anexo A, figura2). A proteina total foi
determinada pelo método de Bradford (1976), usando como padrio albumina de

soro bovino, descrito anteriormente no item 3.7.2.

3.8 Purificaciio (didlise)

As leveduras foram cultivadas em 500 mL de meio mineral artificial
YW pH 7,0, acrescido de 0,5% de écido poligalacturnico, por 72h a 28°C,
centrifugadas a 4800 rpm por 10 min. O sobrenadante fm recolhido e colocado
em saco de dialise (Medicell International Liverpool Road, London Ltd size 4-
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22/32). Sob os sacos de dialise foram adicionados polietilenoglicol (PEG
20.000) (BDH Laboratory Supplies Poole-England), armazenado em geladeira
overnight (Schwan et al., 1997). Apos a concentragfio os sacos foram dialisados

contra 4gua por aproximadamente 3h, sob baixa refrigeragdo.

3.9 Determinagiio aproximada da massa molecular (SDS-PAGE)

Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de dodecil sulfato de
sédio (SDS) foi realizada, como descrita por Laemmli (1970), para a
determinago da massa molecular aproximada de poligalacturonase das
leveduras 185 e 166, tendo como controle a levedura X. marxianus CCT-3172.

As amostras dialisadas foram liofilizadas (Freeze dryer Micro Modulyo)
por aproximadamente 24h. As amostras liofilizadas foram dissolvidas em écido
triclorodcetico 10%, deixadas em repouso por 30 minutos em banho de gelo,
agitadas em vortex, centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos e o 4cido
tricloroacético foi retirado cuidadosamente. As amostras foram lavadas trés
vezes com etanol/éter 50%. Novamente as amostras foram liofilizadas, para
remover residuo de ctanol/éter, em seguida misturadas com 100puL de tampéo de
amostra (apéndice), e aquecidas a 100°C por 10 minutos e aplicadas ao gel de
eletroforese, sendo o gel de separagiio 12,5% bis-acrilamida (30%T; 2.67%C)
(apéndice), e gel de empilhamento 6% (apéndice). A eletroforese foi executada
em um sistema vertical modelo EPS-1001 da Amersham Pharmacia Biotech,
com uma corrente de 30mA com azu] de bromofenol para marcar o final da
corrida. O tempo de duragio foi de aproximadamente 4hl5min. O gel foi
corado com solugiio de comassie blue (apéndice) e descorado com solugéio de
metanol com 4cido acético (apéndice). As bandas obtidas foram comparadas
com bandas de padrio de massa molecular (C 3187-SIGMA), sendo as massas
de 45; 29; 20,1; 14,2; 6,5 kDa.
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3.10 Determinagfio da atividade de endo-poligalacturonase (endo-PG)

A atividade de endo-PG foi determinada como descrita por Cooper &
Wood (1975), para as 21 leveduras produtoras de poligalacturonase.

As atividades sdo expressas como unidade de viscosidade relativa
(UVR), definida como 10° x o tempo reciproco (min) de 50% do aumento na
viscosidade relativa da mistura de reagdo de 8,0 mL de solugdio de substrato
contendo 3,2 g de édcido poligalacturdnico, 0,062 g de K,HPO,, 0,2 g de
KH,PO,, 0,001g de MgSO,.7H,0, (NH,),SO, para um volume final de 100 mL
de solugdio a pH 5,0 e 2,0 mL de solug#io enzimética em viscosimetro Technico
(200) a 25 +/- 0,01°C (Schwan et al., 1997). O tempo foi cronometrado de 1 a 3

minutos.

3.11 Determinagfio de pectina metilesterase (PE)

Para determinagiio de PE, as leveduras foram cultivadas em 50 mL de
meio YW pH 7,0, acrescidos de 1% de pectina de citrus (85% de esterificagiio);
foram incubadas a 28°C sob baixa agitagdo por 48h em banho-maria,
centrifugadas e o sobrenadante foi recolhido para a andlise de PE.

As amostras foram filtradas em membrana de nitrato de celulose com
0,45um, em seguida adicionou-se ImL de padrio inteno (201,88mg de
tolueno/100mL de etanol) em 0,5 mL de amostra, para posterior aplica¢do de
1uL em cromatégrafo gasoso Varian CG 3800 versdio 4.5, coluna Cwax, com
um tempo de retengéio de 1 1min.47s.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Seleciio de leveduras para a atividade de poligalacturonase (PG) e
pectina liase (PL)

Trezentos isolados de leveduras de frutas tropicais foram avaliadas
quanto a capacidade de produzir e secretar pectinases em meio de cultivo
sélido contendo dcido poligalacturdnico e glicose e/ou galactose como fonte de
carbono. As culturas de leveduras foram inoculadas em meio MP5 + glicose ¢
MPS5 + galactose para a avalia¢dio da atividade de poligalacturonase e MP7 para
a avaliaglio da secregdo de pectina liase. Dentre as 300 leveduras avaliadas,
somente 21 apresentaram resultado positivo, pela formag#io de halo claro
(Tabela 3), para a atividade de poligalacturonase em meio MP5-glicose ¢ MPS5-
galactose. Somente a levedura SL-140 apresentou resultado negativo, ou seja,
sem a formagdio de halo em MP5-glicose, e resultado positivo no meio de
cultivo que continha galactose como fonte de carbono (MP5-galactose) (Tabela
3). As leveduras 1C-50 e IC-54 foram capazes de secretar a poligalacturonase

somente quando glicose foi a fonte de carbono adicional (Tabela 3).
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TABELA 3 Produgiio de poligalacturonase e pectina liase detectada pela
formagdio de halo claro apdés a preclpltag:ao do écido
poligalacturdnico com cetrimida.

Levedura MP5-glicose MP5-galactose MP7-para PL
185 + + +

166 + + -

168

162
CH-144A
36

I1C-50
IC-54
CH-142A
SL-125
SL-140
CH-156A
CH-146A
147
FT-01
FT-175
53CO
FT20
FT-28
FT-35
IC-38

+

+ + + + + + + +
o+ o+ + F
| I | ]

+ + + + + + + 4+ + + + + 4+
+

+ 4+ + + + + + + + o+
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As leveduras FT-01, 168, 36, 147, FT-28, SL-125 e 185 (Tabela 2)
foram capazes de secretar também pectina liase em meio MP7 (pH 7,0)
contendo pectina (85% de esterificagiio). Gainvors et al. (1994) também
detectaram pectina liase em Saccharomyces cerevisiae, isolada durante a
fermentagdo do vinho.

A levedura SL-140 néio cresceu em meio MP5-glicose, mas cresceu em
MP5-galactose. Jia & Wheals (2001) verificaram que com estirpes de
Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificadas para produzirem
poligalacturonase, galactose foi melhor fonte de carbono do que glicose. Os
resultados obtidos neste trabalho podem indicar que a levedura SL-140 secretou
também a (3-galactosidase.

Do total de isolados, 7% das leveduras isoladas de frutas tropicais
apresentaram atividade pectinolitica. Como o habitat natural de leveduras é
frutas maduras, € considerdvel que algumas estirpes desenvolvam atividade
pectinoliticas para otimizar seu crescimento (Gainvors et al., 1994). Trindade et
al. (2002) afirmam que a atividade pectinolitica pode ser uma vantagem como
alternativa para quando se esgotarem fontes de carbono mais simples. Outros
autores, como Blanco et al. (1999), afirmaram que a fun¢fio dessas enzimas em
leveduras ¢ desconhecida. Schwan et al. (1997) afirmaram que pectina ou 4cido
galacturdnico néio ¢ utilizado como fonte de carbono por leveduras.

E possivel inferir que as leveduras de frutas tropicais produzem
pectinases para degradar a pectina presente nas polpas das frutas, para assimilar
os aguicares da cadeia lateral da pectina como ramnose, galactose e arabinose. A
utilizacio desses agiicares pelas leveduras isoladas foi constatada nos testes
bioquimicos utilizados na identificagdo & nivel de espécie (Barnett et al., 2000).
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4.2 Identificagiio das leveduras produtoras de pectinases

As 21 leveduras produtoras de poligalacturon&ée foram identificadas
quanto a0 género e espécie (Tabela 4) segundo métodos tradicionais
morfolégicos ¢ bioquimicos de identificagio de leveduras propostos por Barnett
et al. (2000). Foram encontrados seis géneros e 14 espécies diferentes de
leveduras isoladas de frutas tropicais capazes de secretar pectinases. A
morfologia celular ¢ morfologia das coldnias das levedur;is, cultivadas em meio
YW por 48h encontra-se nas figuras 4, 5 e 6. Todas as frutas utilizadas para o
isolamento das leveduras foram frutas de clima tropical cultivadas na regio da
linha do Equador. As espécies encontradas (Tabela 4) foram também encontradas
em outros ambientes, como flores e outros frutos (Lachance et al., 1982). A
Tabela 3 também apresenta o nivel de similaridade entre os isolados identificados
e a espécie padrdo descrita por Barmett et al. (2000). Em geral, niveis de
similaridade abaixo de 85% podem indicar que a espécie nfio estd bem descrita,
que os nimeros de testes realizados nfio foram suficientes, ou que trata-se de uma
espécie nova. A Gltima hipétese ndo é de causar surpresa, uma vez que no
intervalo de 16 anos entre a relagio de leveduras publicada por Krieger van Rij
(1984) e a reportada por Kurtzman & Fell (1998) e Barnett et al. (2000), o
niimero de espécies novas foi bastante significativo (1878 novas espécies). Os
niveis mais baixos de similaridade foram observados nos isolados de FT-28 e 166
por isso, nas tabelas seguintes continuaremos a utilizar o cédigo da colecdo de
culturas do Laboratério de Microbiologia do DBI/UFLA.

A microbiota que compde os exsudatos de arvores florestais contém
leveduras ¢ os isolados das espécies encontradas neste ambiente séo adaptados as
caracteristicas nutricionais desses produtos, sendo as leveduras constatadas nesse
meio espécies de Pichia, Hansenula, Candida, Debaryomyces e Cryptococcus,
entre outras (Lachance et al., 1982). Santos et al. (1996) constataram

comunidades de leveduras em flores e frutos tropicais e citaram a ocorréncia de
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vérios géneros entre eles Cryptococcus, Rhodothorula e Sporobolomyces. No
estudo de frutos maduros € com podriddes, esses autores detectaram leveduras
dos géneros Hanseniaspora (Kloeckera), Pichia e Candida. Os géneros Candida,
Pichia, Debaryomyces também foram encontrados nos isolados das frutas
examinadas neste trabalho.

Maicrorganismos pectinoliticos que ocorrem na fermentagio de cacau e
grios de café estdo envolvidos na maceragio dos tecidos e griios e incluem
espécies de leveduras como Candida, Pichia, Saccharomyces e
Zygosaccharomyces (Schwan & Wheals, 2003).
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CH-146A

FT-28 ' TERr . I

FIGURA 4 Morfologia celular de leveduras de frutas tropicais.
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CH-144A 53c0 168

FIGURA 5 Morfologia celular de leveduras de frutas tropicais.
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1- CH-146
2- FT-35
3- SL-125
4- SL-140
5- 1C-38
6- FT-01
7- FT-20

1- FT-175
2- 147

3- 53CO

4- 1C-30

5- 1C-54

6- FT-28

7- CH-156A

1- CH-144A
2- CH-142A
3- 36

4- 162

5- 166

6- 185

7- 168

FIGURA 6 Morfologia das coldnias de leveduras de frutas tropicais
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TABELA 4 Identificagdio de leveduras isoladas de frutas tropicais, com o
correspondente grau de similaridade com cepas de referéncia (Barnett et al.,

2000).
Cédigo  Fruta Levedura Similaridade
(%)
185 Mangaba Zygoascus helenicus 98,2
166 Mangaba Céndida nitratophila 54,5
168 Mangaba Stephanoascus smithiae -
162 Mangaba Pichia angusta 74,5
CH-144A Cacau Zygosacchoromyces fermentati 89,5
36 Caja Stephanoascus smithiae 79,6
IC-50 Bacuri Zygoascus helenicus 89,5
IC-54 Mangaba Stephanoascus smithiae 85,5
CH-142A Cacau Candida tenuis 84,2
SL-125 Pseudo-lulo Pichia anomala 89,5
SL-140 Pseudo—lulo Debaryomyces hansenii 92,9
CH-156A Cacau Pichia guilliermondii 89,5
CH-146A Cacau Zygosaccharomyces cidri 77,2
147 Mangaba Stephanoascus smithiae 92,9
FT-01 Ciriglicla Stephanoascus smithiae 92,9
FT-175 Mangaba Candida pseudoglaebosa 92,9
53CO  Lulo Debaryomyces polymorphus 91,2
FT20 Umbu -cajéa  Debaryomyces hansenii 94,7
FT-28 Umbu —cajid  Pichia dryadoides 48,2
FT-35 Caja Candida intermedia 87,7
IC-38 Bacuri Pichia guilliermondii 96,5
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4.3 Atividade da poligalacturonase (PG) em meio liquide

A atividade de poligalacturonase das 21 leveduras foi testada em meio
quuidb YW pH 7,0 no qual as leveduras foram cultivadas por 48h a 28°C. A
quantidade de enzima foi relacionada com o crescimento celular. A atividade
avaliada secretada foi por uma populagiio aproximada de 10° ceV/mL, que
correspondeu a 1,87 mg de peso seco/mL (curva padréio do niimero de células no
anexo). A quantidade de enzima secretada variou consideravelmente entre os
isolados (Tabela 5). Foram observadas diferengas significativas pelo teste de
Tukey em nivel de 5% de probabilidade entre os isolados de leveduras na
avaliagdo da atividade de poligalacturonase secretada em meio liquido. A
levedura Zygoascus helinicus (185) foi a secretora mais atlva, apresentando 29,0
MM de écido galacturénico liberado/min/pg de proteina. Esta atividade foi 25%
maior do que a atividade de poligalacturonase produzida por Kluyveromyces
marxianus (CCT-3172), relatada por Schwan et al. (1997). As leveduras 166 ¢
168 apresentaram atividades enziméticas semelhantes (14,2 ¢ 12,9 pM de écido
galacturbnico liberado/min/pg de proteina), sendo aproximadamente a metade
da quantidade secretada pela levedura 185. As espécies 162, CH-144A e 36
apresentaram atividade enzimética dez vezes menor que a melhor produtora,
Zygoascus helenicus (185). As outras leveduras apresentaram atividade baixa de
poligalacturonase, variando entre 0,098 a 096 pM de é4cido
galacturdnico/min/pg de proteina.
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TABELA 5 Poligalacturonase produzida por leveduras isoladas de frutas

tropicais em meio liquido, apds 48h de incubagdo

Cédigo Levedura Atividade (U)’
185 Zygoascus helenicus 29,0d
166 - 14,2¢
168 Stephanoascus smithiae 12,9¢
162 Pichia angusta 3,3b
CH-144A Zygosacchoromyces fermentati 3,1b
36 Stephanoascus smithiae 1,7ab
IC-50 Zygoascus helenicus 0,96a
1C-54 Stephanoascus smithiae 0,87a
CH-142A Candida tenuis 0,66a
SL-125 Pichia anomala 0,62a
SL-140 Debaryomyces hansenii 0,61a
CH-156A Pichia guilliermondii 0,53a
CH-146A Zygosaccharomyces cidri 0,46a
147 Stephanoascus smithiae 0,46a
FT-01 Stephanoascus smithiae 0,36a
FT-175 Candida pseudoglaebosa 0,34a
53CO Debaryomyces polymorphus 0,29a
FT20 Debaryomyces hansenii 0,21a
FT-28 - 0,16a
FT-35 Candida intermedia 0.15a
IC-38 Pichia guilliermondii 0,098a

“U = pM de #cido galacturénico/pg de proteina. Médias seguidas da mesma letra
sfio iguais estatisticamente pelo teste Tukey (5%).
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4.4 Avaliaciio da atividade de pectina liase (PL) em meio liquido

Os ensaios para avaliagio da pectina liase em meio de cultivo MF pH
5,0; YW pH 7,0 e MP7 pH 7,0 tendo pectina como indutor néio apresentaram
atividade desta enzima. Pelos resultados obtidos, pode-se deduzir que a pectina
presente no meio de cultura MP7 ndo induziu a produgdio de pectina liase,
detectada pelo método de Albersheim (1966). Pectina ¢ uxﬁ :indutor natural dessa
enzima para fungos filamentosos, como os do género Penicillium (Piccoli-Valle
et al., 2001 b). De acordo com Brumano et al. (1993), pectina induz a produgdo
de PL por Penicillium griseoroseum. No entanto, pectina liase nio tem sido
frequentemente detectada em leveduras (Schwan et al, 1997), sendo bastante
relatada como secretada por fungos filamentosos. Gainvors et al. (1994)
relataram que Saccharomyces cerevisiae foi capaz de secretar pectina liase em
meio de cultivo liquido a 30°C por S dias.

Fazendo uma comparagiio entre a composig#o dos trés meios de cultivo,
YW pH 7,0; MF pH 5,0 e MP7 pH 7,0, Baracat-Pereira et al. (1994) afirmaram
que extrato de levedura, presente nos trés meios de cultivo, niio interfere na
produgio de PL para Penicillium griseoroseum. De acordo com Whitaker
(1984), PL requer ions célcio para expressar atividade, no entanto, este estava
presente no meio de cultivo MF e MP7.

De acordo com Alafia et al. (1990) o pH 6timo de atuag@o dessa enzima
foi entre 6,0 ¢ 7,0 para Penicillium italicum. A atividade de PL verificada apés o
cultivo de Penicillium griseoroseum em um meio com pH inicial entre 5,6 ¢ 8,0
ndo difere em niveis de 5% (Piccoli-Valle et al., 2001 a). O meio de cultivo para
leveduras nesse trabalho foi a pH 5,0 e 7,0 e o substrato para a anilise da
atividade de PL foi a pH 6,8. Mais estudos terdo que ser realizados com pH
abaixo de 5,0 e acima de 7,0 para realmente comprovar o pH de atuagio de PL

para leveduras selvagens. De acordo com Piccoli-Valle et al. (2001 a),
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experimentos para a atividade de PL com Penicillium expansum mostraram que
apesar da atividade &tima a pH 7,0, a enzima ¢ estivel a pH 6,5 a 8,0. No
entanto, o mecanismo pelo qual o pH atua na produgiio de enzimas pécticas ndo
¢ conhecido.

Autores como Baracat-Pereira et al. (1994), Brumano et al. (1993), Silva
et al. (1993), Minussi et al. (1996), Brumano et al. (1993), Piccoli-Valle et al.
(2001 a) e Piccoli-Valle et al. (2001 b) determinaram a atividade de pectina liase
em fungos filamentosos; Sakiyama et al. (2001) determinaram a atividade de PL
em bactérias endofiticas e todos esses autores determinaram a atividade de PL
pelo método de Albersheim (1966).

Uma possivel causa para a ndo detecgfio da enzima PL em meio liquido
pode ter sido a baixa sensibilidade do método empregado neste trabalho. Nedjma
et al. (2001) compararam os métodos de Nelson, usando cobre II e reagente de
arseniomolibidato para detecgio de atividade de PG e método colorimétrico
usando dcido tiobarbitiirico (TBA) para detectar a atividade de PL. Observaram
que nenhum desses métodos é conveniente para diferenciar essas duas atividades
enziméticas. Constataram que o teste colorimétrico TBA proposto por Cooper &
Wood (1975) modificado e otimizado é mais seletivo e sensivel para a detecgiio
da atividade de PL. Segundo os autores, a aplicag@o desse método para a selegdio
de microrganismo confirma alta atividade de PL para Aspergillus niger, bem
como atividade significativa de PL para levedura Saccharomyces cerevisiae
SCPP (Nedjma et al., 2001). Os resultados obtidos demonstram a possivel
aplicago deste novo método para detectar atividade de PL sem interferéncia da
atividade de PG.

4.5 Determinagiio de protease e proteina total

A atividade de protease foi determinada nos sobrenadantes das culturas
de leveduras testadas para PL. A determinagiio da atividade de protease foi
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realizada em meio liquido YW pH 7,0, sendo as leveduras cultivadas por 48h a
28°C. Os valores expressos na Tabela 6 representam a média de pelo menos 3
repeticBes. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 6. E possivel
que a existéncia de alguma protease, presente no meio de cultivo, esteja
interferindo com a atividade da pectina liase. Protease extracelular pode ser
importante para a levedura ter mais acesso a nutrientes nitrogenados e obter um
equilibrio com as fontes de carbono disponiveis (Abranches et al, 1997). A
levedura 168 perdeu sua atividade enzimética proteolitica depois de armazenada
em freezer por aproximadamente 5 meses. Outros autores também relataram a
redugfio da atividade proteolitica em 80% em leveduras, apés 6 meses sob
refrigeragio a - 20°C (Braga et al., 1998).

TABELA 6 Atividade proteolitica de leveduras cultivadas em meio

liquido YW (pH7,0).

Cédigo Nome Atividade proteolitica (U)"
147 Stephanoascus smithiae 0,384 a

36 Stephanoascus smithiae 0,491 ab

FT-28 - 0,491 ab

SL-125 Pichia anomala 0,462 ab

185 Zygoascus hellenicus 0,569 b

FT-01 Stephanoascus smithiae 0,554 b

168 Stephanoascus smithiae -

‘U= Amino4cidos livres/min/mL. Médias seguidas da mesma letra sdo
iguais estatisticamente pelo teste de Tukey (5%).
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A atividade de proteina total foi determinada no sobrenadante da cultura,
em meio YW pH 7,0, sendo as leveduras cultivadas por 48h a 28°C. O método
utilizado foi de Bradford (1976). Os resultados obtidos podem ser observados na
Tabela 7. A produgfio total de proteina secretada também foi variada entre os
isolados testados. A levedura Zigoascus helenicus (185) secretou 42,55 pg de
proteina/mL, o que explica a existéncia de proteina e que provavelmente o
método para a detecgiio de PL niio esta sendo sensivel.

TABELA 7 Proteina total secretada por leveduras isoladas de frutas tropicais.

Cédigo Nome Proteina total (U)"
147 Stephanoascus smithiae 2385a
36 Stephanoascus smithiae 19,92 a
FT-28 - 46,10 b
SL-125 Pichia anomala 18,16 a
185 Zygoascus hellenicus 42,55b
FT-01 Stephanoascus smithiae 21,75 a
168 Stephanoascus smithiae 38,60 b

*U = pg de proteina/mL. Médias seguidas da mesma letra sdo iguais
estatisticamente pelo teste de Tukey (5%).
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4.6 Determinacio das propriedades da enzima poligalacturonase (PG)

Os ensaios para a caracterizagdo de PG das leveduras Zygoascus
helenicus (185), 166 ¢ Kluyveromyces marxianus CCT- 3172 foram realizados a
partir da solugdio enzimatica bruta obtida do cultivo das leveduras em meio YW
pH 7,0 por 48h a 28 °C, com 0,5% de acido poligalacturdnico. As andlises foram
realizadas nas temperaturas de 30, 35, 40 ¢ 45°C, sendo o substrato com variagdo
de pH de 3,5; 4,5; 5,5 ¢ 6,5 ¢ os tempos de incubagdo da enzima de 15, 30,45 ¢
60 minutos. Os dados obtidos em tempo de incubagio de 15, 30, 45 e 60 minutos
estdio representados nas Figuras 7, 8 e 9, os desvios padrdes estdo em anexo B.

Na Figura 4 pode-se observar a variagdo da atividade da PG secretada
pela levedura Zygoascus helenicus (185) em diferentes valores de pH,
temperatura e tempo de incubagdio. Com 15 minutos de incubagio do substrato
com a PG secretada pela levedura Z. helenicus (185), observou-se que somente a
temperatura de 35°C pareceu interferir com a atividade enzimatica quando o
valor de pH do substrato foi de 4,5. Nesta condigdo, a atividade enzimética foi
de 0,235 mM de acido galacturonico liberado/min/pg de proteina. As menores
atividades foram obtidas em pH 6,5 a 35 e 40°C. Com 30 minutos de incubagao,
para a levedura Z. helenicus (185), a maior atividade da PG também foi
detectada em pH 4,5 a 35°C, sendo de 0,140 mM de acido galacturonico
liberado/min/pg de proteina. As menores atividades foram obtidas em pH 6,5.
Com 45 minutos de incubagfo, a levedura 185 apresentou maior atividade de PG
em pH 3,5 a 45°C com 0,093 mM de acido galacturénico liberado/min/pg de
proteina em pH 6,5, a levedura 185 também apresentou as menores atividades.
Em 60 minutos de incubagiio, a maior atividade detectada foi em pH 3,5 a 45°C,
com 0,074 mM de acido galacturénico/min/pg de proteina, e novamente foram
observadas as menores atividades em pH 6,5. Pelos resultados obtidos, pode-se
inferir que a PG secretada por Z. helenicus possui atividade variavel em pH 4,5 ¢

5,5, nas temperaturas de 35 e 45°C
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Em 15 minutos de incubagio (Figura 8) do substrato com PG secretada
pela levedura 166, foi observada uma maior atividade de PG em pH 5,5 a 35°C,
sendo de 0,187 mM de 4cido galacturénico liberado/min/ug de proteina. Nesse
tempo de incubaciio, a levedura 166 nfio apresentou nenhuma atividade em pH
4,5 e baixa atividade em pH 3,5 ¢ 6,5. Entretanto, a 45°C em pH 6,5 houve um
aumento na atividade nesse tempo de incubagio. Em 30 minutos de incubagdo
observou-se uma maior atividade da PG em pH 5,5 a 35°C de 0,179 mM de
acido galacturdnico liberado/min/pg de proteina. N#o houve atividade
enzimatica em pH 4,5 nesse tempo de incubag@io ¢ também em pH 3,5 a 35 ¢
45°C, pH 5,5 a 45°C e pH 6,5 a 30°C ¢ 40°C. Em 45 minutos de incubagéo,
observou-se uma redu¢dio na atividade enzimética, sendo a maior atividade
detectada também em pH 5,5 a 35°C de 0,058mM de icido galacturdnico
liberado/min/pug de proteina. N#o foi detectada nenhuma atividade enzimdtica a
pH 4,5 nem a 45°C, em nenhum pH. Em 60 minutos de incubagdio, observa-se
um decréscimo na atividade da enzima, exceto em pH 3,5 a 30°C, cuja atividade
foi de 0,085 mM de acido galacturénico/min/pg de proteina. Também nesse
tempo de incubagio niio houve nenhuma atividade enzimética em pH 45ea
45°C.
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FIGURA 8 Atividade de poligalacturonase produzida pela levedura 166 em
diferentes valores de pH, temperatura e tempos de incubagdio, A:
15 min,, B:30min., C:45min. e D:60min.
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Para a levedura Kluyveromyces marxianus CéT—3l72 (Figura 9),
observou-se que em 15 minutos de incubag@o do substrato pela PG secretada, a
maior atividade foi a pH 4,5 a 45°C, sendo de 0,24mM de é4cido galacturdnico
liberado/min/pg de proteina. As menores atividades foram em pH 5,5 a 30 e
40°C. Em 30 minutos de incubagio, observou-se maior atividade de PG em pH
4,5 a 40°C de 0,129mM de icido galacturGnico/min/pg de proteina. A menor
atividade foi em pH 6,5 a 30°C. A medida que aumentou o tempo de incubago
enzima-substrato de 30 minutos para 60 minutos, houve uma diminuigdo na
atividade da enzima em pH 5,5 € 6,5. Em 45 minutos de incubagfio do substrato,
a maior atividade de PG foi encontrada a pH 3,5 em 45°C, de 0,092mM de écido
galacturdnico liberado/min/pg de proteina. A menor atividade foi apresentada
em pH 6,5 a 30°C. Em 60 minutos de incubaglio, a atividade enzimatica
diminuiu, sendo a maior atividade em pH 3,5 a 45°C de 0,081 mM de é4cido
galacturbnico/min/pug de proteina e a menor atividade a pH 5,5 a 40°C de
0,013mM de acido galacturénico/min/pg de proteina. Comparando os 4 tempos
de incubagiio do substrato com a PG secretada pela levedura Kluyveromyces
marxianus CCT-3172, observou-se uma maior atividade enzimatica nas

amostras analisadas em pH 4,5, em todos os tempos de incubagio.
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FIGURA 9 Atividade de poligalacturonase secretada pela levedura CCT-
3172 em diferentes valores de pH, temperatura e tempos de
incubagfio, A: 15 min., B: 30min., C: 45min. e D: 60min.
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Comparando a atividade da poligalacturonase das trés melhores
leveduras secretoras, Zygoascus helenicus (185), 166 e Kluyveromyces
marxianus (CCT 3172), nos diferentes tempos de incubag#io, pode-se observar
que em 15 minutos de incubagdo ocorreu maior atividade enzimatica em valores
de pH 4,5 a 35°C para levedura 185 (0,235mM de acido galacturdnico/min/pg de
proteina); pH 5,5 a 35°C para levedura 166 (0,187mM de 4cido galacturénico
liberado/min/pg de proteina) e pH 5,5 a 45°C para levedura Kluyveromyces
marxianus (CCT-3172) (0,253mM de acido galacturénico liberado/min/pg de
proteina) (Figuras 4, 5 e 6). Em 30 minutos de incubagio, observou-se uma
diminuicdio da atividade enzimatica 4 medida que o valor de pH da mistura de
reagio foi elevado. Em 45 minutos de incubacgdo, a zlltividade enzimética
diminuiu, sendo a maior atividade de PG em pH 3,5 a 45°C para levedura 185
(0,093mM de dcido galacturdnico liberado/min/pg de proteina); para CCT-3172
em pH 3,5 a 45°C (0,092mM de écido galacturdnico liberado/min/pg de
proteina) e da levedura 166 a pH 5,5 em 35°C (0,058mM de dcido galacturdnico
liberado/min/pg de proteina).

No maior tempo de exposi¢iio da mistura enzima-substrato (60 minutos
de incubagiio), foi observada uma maior atividade em pH 3,5 na temperatura de
45°C (0,073mM de 4cido galacturdnico liberado/min/pg de proteina para 185;
0,081mM de acido galacturdnico liberado/min/pg de proteina para CCT3172) e
0,085mM de 4cido galacturdnico liberado/min/pg de proteina em pH 3,5 a 40°C
para a levedura 166. Nas temperaturas de 30 ¢ 35°C, as maiores atividades de
poligalacturonase obtidas foram em pH 4,5 (0,235mM de 4cido
galacturénico/min/pg de proteina para a levedura 185; 0,168mM é&cido
galacturonico/min/pg de proteina para Kluyveromyces marxianus (CCT3172),
em pH 5,5 (0,092mM icido galacturdnico liberado/min/ug de proteina para
levedura Zygoascus helenicus (185), 0,109mM 4cido galacturdnico
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liberado/min/p de proteina para levedura Kluyveromyces marxianus (CCT-3172)
e 0,168mM éacido galacturdnico/min/pg de proteina para levedura 166.

De modo geral, as maiores atividades de poligalacturonase por esse
método de andlise foram observadas em valores de pH 4,5 & temperatura de
incubagio de 35°C. Geralmente, endopoligalacturonases possuem atividade
6tima a valores de pH 4,0 e 6,0 e a temperaturas entre 30 e 40°C (Sakai et al.
1993).

As menores atividades enzimaticas obtidas foram em pH 6,5 para as
leveduras Zygoascus helenicus (185) e Kluyveromyces marxianus (CCT-3172).
A baixa atividade pode ser atribuida a instabilidade da enzima nesse valor de
pH. O pH influenciou diretamente a atividade enzimética pelas mudangas nas
cargas nos aminodcidos, como aqueles situados no sitio ativo da enzima,
influenciando na maior ou menor afinidade da enzima pelo substrato.

Dados obtidos por Schwan et al. (1997) para temperatura e pH 6timos de
40°C e 5,0, respectivamente, para PG de K. marxianus mostraram atividade de
0,02169 mM de 4cido galacturbniuco/pg de proteina/min com 60 minutos de
incubagio. Blanco et al. (1994) relataram que poligalacturonase de
Saccharomyces cerevisiae CECTI 389 apresentou atividade 6tima a 45°C a pH
5,5.

Para a levedura 166, os dados obtidos, representados na Figura 8,
indicaram uma maior atividade (0,168mM de 4cido galacturdnico
liberado/min/ug de proteina) em pH 5,5 e temperatura de 35°C, com 30 minutos
de incubagdo. Com 45 minutos de incuba¢iio da enzima, obteve-se uma maior
atividade em pH 6,5 a 30°C, em 60 minutos, a maior atividade foi em pH 6,5 a
40°C.

A levedura controle (K. marxianus CCT-3172) em 30 minutos de

incubaco apresentou a melhor atividade em pH 4,5 a 40°C. Em 45 minutos de
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incubagdo, o pH 6timo foi 3,5 e a temperatura, 45°C, em 60 minutos de
incubagdo, o methor pH também foi de 3,5 a 45°C.

As pectinases comerciais de origem fiingica geralmente contém uma
mistura de poligalacturonases, pectinoliases e pectinesterase, com pH 6timos de
4,5 e 5,0, semelhante ao pH natural de muitas frutas e derivados. Esta condigdo
de atividade favorece a utilizagéo e otimizagio do processo de extragdio ou de
clarificagio dos sucos, pois ndo existe a necessidade de corregéio do pH para a
aplicagfio das enzimas (Chesson & Codner, 1978).

4.7 Determinaciio da atividade de PG nas amostras dialisadas.

A partir de um volume inicial de 500mL, ao final da concentragio com
PEG e didlise das amostras Zygoascus helenicus (185), 166 e Kluyveromyces
marxianus (CCT-3172) restaram 25, 35 ¢ 19 mL, sendo uma redugéio no volume
de 95%, 93% e 96,2%, respectivamente.

A atividade de poligalacturonase foi determinada nessas amostras
dialisadas, para verificar sua atividade.

Para a levedura Zygoascus helenicus (185), a atividade de PG foi
determinada em pH 4,5 e 5,5 do substrato, & temperatura de 40°C, com 30 ¢ 45
minutos de incubag@o, dados observados na Tabela 8, sendo esses os valores de
pH e temperatura 6timos obtidos para a atividade dessa enzima para essa
levedura. Para a levedura 166, determinou-se a atividade de PG em pH 6,5 a
40°C, em 60 minutos de incubagfio. Para a levedura Kiluyveromyces marxianus
(CCT-3172), a atividade de poligalacturonase foi determinada em pH 4,5 a 40°C
em 30 e 45 minutos de incubagfo, dados mostrados na Tabela 8. O dado obtido
antes da dislise foi de 0,071mM de #4cido galacturdnico liberado/min, verificou-

se um aumento de 4,5 vezes na atividade da enzima.
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TABELA 8 Atividade de PG em diferentes condigSes para as amostras
dialisadas de 185, 166 ¢ CCT-3172.

Levedura Atividade Atividade Aumento pH T (°C) Tempode

de PG (U)' de PG (U)’ na incubagfio
antes da apésa  atividade (min.)
didlise dildlise
185 0,052 0,84 16,0x 4,5 40 30
0,044 0,46 10,5x 5,5 40 30
0,025 0,19 7,60x 5,5 40 45
166 0,071 0,32 4,50x 6,5 40 60
CCT-3172 0,178 5,25 30,0x 4,5 40 30
0,124 3,79 30,0x 4,5 40 45

* (U) = mM de 4cido galacturénico liberado/min

4.8 Determinaciio da massa molecular aproximada (SDS-PAGE)

A separac#o eletroforética em condigGes desnaturantes foi realizada com
as amostras Zygoascus helenicus (185), 166 e Kluyveromyces marxianus (CCT-
3172), liofilizadas apés a didlise. No perfil eletroforético, as bandas ficaram
distorcidas, o que pode ser devido a acidez das amostras, nfio sendo possivel
identificar com nitidez nenhuma banda. Diante dessa limitagfio, a estratégia de
precipitagfio de proteina com écido triclorodcetico foi alterada para precipitagio

com acetona a baixa temperatura (4°C).
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As amostras liofilizadas foram ressuspensas em 300uL de 4gua e
centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos. O pellet foi descartado e foram
adicionados 900pL de acetona gelada, ao sobrenadante, permanecendo em
freezer por 24 horas. Apds este tempo, a acetona foi descartada e adicionaram-se
30pL de tamp#io de amostra (apéndice) e o material foi aplicado no gel de
eletroforese. Com esse método foram obtidas vérias bandas no gel de
eletroforese (Figura 10), mas a baixa resolugfio das mesmas néio permitiu estimar
a massa molecular aproximada da poligalacturonase. Para a determinagdo da
massa molecular da poligalacturonase serd necessaria uma etapa de purificagio a

mais, como, por exemplo, a separa¢éo por cromatografia por filtragdo em gel.
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FIGURA 10 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS para
sobrenadante de culturas liofilizada das leveduras. 1- 185; 2 -
166; 3 - CCT317 4 -Padrdo Sigma C-3187 (45; 29; 20,1;
14,2; 6,5 kD)
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4.9 Determinagiio do modo de agiio da poligalacturonase

A determinagdo da atividade de poligalacturonase através da dosagem
do agiicar redutor pode detectar tanto atividade de exo-PG quanto de endo-PG.
Uma maneira de diferenciar o modo de aglio foi realizada através da
determinag@o da diminui¢#o da viscosidade. I

A exo-PG libera pequenos fragmentos da cadeia e ndo reduz
significativamente a viscosidade (Grassin & Fauquemberg, 1996).

A endo-PG ¢ caracterizada por uma forte redugfio na viscosidade (em
geral 50%), resultado de uma baixa liberag@o de grupos redutores (1-3%). Para
obter uma redugdo de 50% na viscosidade, uma exo-enzima tem que hidrolisar
220% de ligagdes glicosidicas (Cooper et al., 1978) . O tempo requerido para
diminuir 50% na viscosidade de solugio de 3,2% de 4cido poligalacturdnico foi
de aproximadamente 28 minutos com sobrenadante da cultura de levedura,
cultivada por 48h a 28°C em meio YW pH 7,0. Os resultados foram calculados
de acordo com a formula abaixo (Cooper et al. 1975). Os melhores resultados
obtidos no decréscimo da viscosidade foram para as leveduras Debaryomyces
hansenii (SL-140), Pichia anomala (SL-125) e Zygoascus helenicus (185)
(Figura 8). As unidades sdo expressas como unidade de viscosidade relativa
(UVR), os dados estdo representados na Tabela 9.

Tso=Tw +(Tse- Tw)2

Ts, = tempo de fluxo representando 50% no decréscimo da viscosidade

Tw = tempo de fluxo da dgua ;‘

Teg= tempo de fluxo do substrato + enzima (sobrenadante da cultura), no tempo
zero.

Atividade da enzima (UVR) = 1000/min retativo a Tso

O decréscimo da viscosidade foi bastante variado entre as leveduras
testadas, sendo observado (Tabela 9 e Figura 11) que a levedura Debaryomyces
hansenii (SL-140) apresentou a maior redugdio (50%) na viscosidade em 10
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TABELA 9 Dados de unidade de viscosidade relativa das leveduras em
substrato contendo 3,2% de acido poligalacturdnico (UVR =

unidade de viscosidade relativa)

Levedura Nome UVR
SL-140 Debaryomyces hansenii 5000,0
SL-125 Pichia anomala 100,0
185 Zygoascus helenicus 44,44
FT-35 Candida intermedia 33,33
36 Stephanoascus smithiae 11,11
FT-175 Candida pseudoglaebosa 11,11
CH-156A Pichia guilliermondii 10,00
1C-54 Stephanoascus smithiae 7,14
162 Pichia angusta 7,14
FT-20 Debaryomyces hansenii 6,46
CH-146A Zygosaccharomyces cidri 6,46
IC-38 Pichia guilliermondii 6,10
FT-01 Stephanoascus smithiae 513
166 - 5,00
53-CO Debaryomyces polymorphus 4,40
CH-144A Zygosacchoromyces fermentati 3,80
147 Stephanoascus smithiae 3,50
IC-50 Zygoascus helenicus 0,095
FT-28 - 0
CH-142A Candida tenuis 0
168 Stephanoascus smithiae 0

58



4.10 Determinacio de pectina metilesterase (PE)

Nenhum resultado de atividade de pectina metil&terase foi obtidos no
sobrenadante das culturas das 21 leveduras que secretaram poligalacturonase, o
que pode ser uma caracteristica favordvel, pois o projduto dessa enzima, o
metanol, poderia dificultar a aceitagio e aplicagéio dwsa§ enzimas na indistria
de sucos. Blanco et al. (1994) niio detectaram atividade de pectina liase ¢ nem
pectina metilesterase em Saccharomyces cerevisiae CECT1389. Schwan et al.
(1997) também n#o detectaram atividade de pectina metilgsterase em filtrado de

cultura de Kluyveromyces marxianus.

59




5 CONCLUSOES

Das 300 leveduras isoladas, 21 foram positivas para poligalacturonase;
dentre essas, 7 foram positivas para pectina liase e nenhuma foi positiva para
pectina metilesterase.

Dentre as 21 leveduras positivas para poligalacturonase, foram
identificadas os géneros de Stephanoascus (5), Candida (4), Debaryomyces (3),
Pichia (3), Zygosaccharomyces (2), Zygoascus (2) ¢ duas possiveis novas
espécies.

As leveduras Zygoascus helenicus (185) e 166 foram estatisticamente as
melhores produtoras de poligalacturonase.

Néo foi possivel quantificar pectina liase nos isolados estudados.

Na caracterizagdo parcial da enzima poligalacturonase da levedura
selecionada Zygoascous helenicus (185), foi encontrado em pH 4,5,
temperatura de incubagfio de 35°C, para uma atividade de 0,23mM de 4cido
galacturénico /min/pg de proteina. Para a levedura controle, Kluyveromyces
marxianus (CCT-3172), foi observada uma atividade de 0,24 mM de écido
galacturonico/min/pg de proteina a pH 4,5 ¢ 40°C.

Para endopoligalacturonase, a levedura Debaryomices hansenii (SL-
140) apresentou o melhor decréscimo na viscosidade, sendo de 5000 UVR, no
entanto, sua atividade pela determinaciio espectrofotométrica de liberaciio de
grupos redutores foi de 0,00061mM de écido galacturdnico liberado/min/ug de
proteina.
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FIGURA 4 Curva padriio do nimero de células por peso seco (mg/mL)
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TABELA 1 Desvio padriio em 15 minutos de incubagdo para a levedura 185
em diferentes valores dc pH ¢ temperatura.

PH 30°C 35°C 20°C 45°C

3,5 0,010 0,0120 0,0121 0,0193
45 0,0030 0,0135 0,0236 0,0085
5,5 0,0040 0,0071 0,0136 0,0458
6,5 0,0066 0,0048 0,0030 0,0014

TABELA 2 Desvio padriio em 30 minutos de incubagdo para a levedura 185

PH 30°C 35°C 40°C 45°C

3,5 0,0038 0,0024 0,0013 0,0087
4,5 0,0007 0,0127 0,0046 0,0125
5,5 0,0058 0,0012 0,0223 0,0055
6,5 0,0074 0,0017 0,0059 0,0010

TABELA 3 Desvio padrio em 45 minutos de incubagéo para a levedura 185

PH 30°C 35°C 40°C 45°C
3,5 0,0021 0,0045 0,0054 0,0041
4,5 0,0033 0,0015 0,0015 0,0081
5,5 0,0048 0,0074 0,0087 0,0092
6,5 0,0045 0,0011 0,0001 0,00001
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TABELA 4 Desvio padréo em 60 minutos de incubagdo para a levedura 185

PH 30°C 35°C 40°C 45°C

3,5 0,0012 0,0019 0,0038 0,0021
4,5 0,0015 0,0069 0,0067 0,0031
5,5 0,0054 0,0079 0,0011 0,0006
6,5 0,0023 0,0029 0,0025 0,0002

TABELA 5 Desvio padrido em 15 minutos de incuba¢do para a levedura 166

PH 30°C 35°C 40°C 45°C
3,5 0,0195 0 0 0
4,5 0 0 0 0
5,5 0,0040 0,0268 0,0046 0,0233
6,5 0 0,0445 0 0,0157

TABELA 6 Desvio padréio em 30 minutos de incubacfio para a levedura 166

PH 30°C 35°C 40°C 45°C
3,5 0,0042 0 0 0
4,5 0 0 0 0
5,5 0 0,0426 0,0148 0
6,5 0 0 0,0025 0,0036
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TABELA 7 Desvio padriio em 45 minutos de incubagdio para a levedura 166

PH 30°C 35°C 40°C 45°C
3.5 0 0 0 0
4,5 0 0 0 0
5,5 0,0038 0,0110 0,0070 0
6,5 0,0031 0 0 0

TABELA 8 Desvio padrio em 60 minutos de incubagiio para a levedura 166

PH 30°C 35°C 40°C 45°C
3,5 0,0024 0 0,0055 0
4,5 0 0 0 0
5,5 0,0050 0,0016 0,0036 0
6,5 0,0020 0 0,0966 0

TABELA 9 Desvio padrio em 15 minutos de incubagiio para a levedura CCT-

3172
PH 30°C 35°C 40°C 45°C
3,5 0,0109 0,0120 0,0121 0,0193
4,5 0,0030 0,0135 0,0236 0,0085
5,5 0,0040 0,0071 0,0136 0,0458
6,5 0,0066 0,0048 0,0630 0,0014
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TABELA 10 Desvio padriio em 30 minutos de incubacgo para a levedura CCT-

3172
PH 30°C 35°C 40°C 45°C
3,5 0,0056 0,0018 0,0004 0,0142
4,5 0,0036 0,0055 0,0024 0,0042
5,5 0,0008 0,0018 0,0031 0,0056
6,5 0,0005 0,0006 0,0027 0,0036

TABELA 11 Desvio padréio em 45 minutos de incubagio para a levedura CCT-

3172
PH 30°C 35°C 40°C 45°C
3,5 0,0029 0,0037 0,0037 0,0063
4,5 0,0019 0,0001 0,0057 0,0043
5,5 0,0035 0,00009 0,0064 0,0009
6,5 0,0023 0,0034 0,0026 0,0002
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TABELA 12 Desvio padrio em 60 minutos de incubagdo para a levedura CCT-

3172
PH 30°C 35°C 40°C 45°C
3,5 0,0001 0,0024 0,0021 0,0059
4,5 0,0022 0,0039 0,0022 0,0012
5,5 0,0016 0,0001 0,0028 0,0022
6,5 0,0016 0,0009 0,0105 0,0014
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APENDICE

Solugdes para SDS - PAGE

Solugdo de coloragiio

Coomassie Blue R250 0,5g
Metanol 800mL
Acido acético 140mL
g.s.p- 2L
Solugéo descorante

Metanol 800mL
Acido acético 140mL
q.s.p- 2L
Solug#io secante

Metanol 650mL
Glicerol 5mL
q.s.p- 1L
Solug@o fixadora

Metanol 450mL
Acido acético 100mL
q.8.p- IL
Tampdo de amostra

SDS 4,6g
glicerol 20mL
Azul de bromofenol 200mg
2-f-mesrcaptoetanol 5%
Tris-HCI pH 6,8 (6,25mM) 200mL
Gel de acrilamida 12,5%

H,0 3,3mL
Acrilamida 4,15mL
Tris 1,5M 2,5mL
Persulfato de aménio 10% 50uL
Temed 8ul
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Sobre gel 6%

H,0O

Acrilamida

Tris 0,5M
Persulifato de amGnio
Temed
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1,95mL
0,7pL
0,85uL
10pL
7,5uL





