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Resumo

B-1,3-Glucanases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes glicosidicas do tipo [-1,3 presentes em
B-D-glucanas, liberando glucose como produto principal. Estas enzimas sdo produzidas por fungos
filamentosos e leveduriformes, assim como bactérias, apresentando amplas aplicagdes biotecnoldgicas.
O objetivo do presente trabalho foi revisar a literatura publicada sobre -1,3-glucanases fungicas,
enfatizando-se suas fungdes nos micro-organismos, alguns parametros utilizados para a determinacao
da atividade enzimatica, substratos utilizados e condigdes de cultivo para a sua produgdo. Também
foram relatadas aplica¢des destas enzimas na obtencao de oligossacarideos bioativos, na caracterizacao
da parede celular de micro-organismos, no controle bioldgico de patégenos de algumas plantas,
como aditivos em ragdes para animais, além de sua adi¢do em vinhos para melhorar as caracteristicas
organolépticas.
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Abstract

B-1,3-Glucanases are enzymes that hydrolyze glycosidic linkages of the B-1,3 type present in B-D-
glucans, liberating glucose as the main product. These enzymes are produced by filamentous fungi and
yeasts, as well as bacteria and have wide biotechnological applications. The objective of this work was
to review the published literature on fungal B-1,3-glucanases, emphasizing their biological functions,
some parameters used to determine enzyme activity, the current substrates and culture conditions to
produce these hydrolases. Also reported are their applications to obtain bioactive oligosaccharides, to
structurally characterize microbial cell walls, their use in biological control of some plant pathogens, as
feed additives, and also their addition to wines to improve the organoleptic characteristics.
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Introducao

As glucanas s3o polimeros de aglcar que
podem ter centenas ou milhares de unidades
monossacaridicas, ¢ diferem entre si pelas ligagdes
glicosidicas que as unem, comprimento de suas
cadeias polissacaridicas, e também pelo grau de
ramificagdo, quando presente. Estes polimeros
podem ser de origem vegetal, como a celulose, que ¢
uma molécula linear, nao ramificada, constituida por
unidades de glucose, unidas por ligagdes glicosidicas
do tipo B-1,4 sendo, portanto, pertencente a classe
das p-glucanas. Também existem as glucanas
de origem animal, como o glicogénio, que
possuem também residuos de glucose unidos por
ligagdes glicosidicas, porém do tipo a-1,4, com
ramificagOes de residuos de glucose, interligados
por ligagdes glicosidicas do tipo a-1,6, sendo estas,
pertencentes a classe das a-glucanas. Um exemplo
de a-glucana vegetal ¢ o amido que ¢ constituido
por dois tipos de polimeros, a amilose que contém
apenas residuos de glicose unidos por ligagdes do
tipo a-1,4 e a amilopectina, que possui residuos de
glucose unidos por ligagdes do tipo a-1,4 e com
ramificagOes de residuos de glucose, interligados
por ligagoes glicosidicas do tipo a-1,6 (DELMER,
1999; NELSON; COX; 2002; ZOBEL, 2006).

Outros tipos de glucanas sdo produzidas por
bactérias, fungos leveduriformes e filamentosos,
as quais participam da composicdo da parede
celular, enquanto outras s3o secretadas para o
meio de cultivo, sendo entdo denominadas de
exopolissacarideos (EPS) (STRAUSS et al., 2001;
BARBOSA et al., 2004; CORRADI DA SILVA
et al., 2006, 2008; YI et al., 2008). Estes podem
apresentar ligagdes tanto do tipo a como B3, havendo
predominancia das B-glucanas, sendo que um tnico
micro-organismo pode produzir mais de um tipo
de EPS com estruturas quimicas diversificadas
(SEVIOUR et al., 1992; BARBOSA et al., 2004).

A sintese de [-glucanas microbianas ocorre
através de etapas que envolvem reacdes de iniciacao,
de alongamento da cadeia e de ramificagdo. A reagao
de alongamento ¢ a etapa mais estudada, a qual ¢

catalisada pela enzima glucana sintetase a partir
de unidades de UDPG (uridina difosfato glucose)
(RUIZ-HERRERA,
estrutural das B-glucanas ¢ auxiliar na manutengao

1991). A principal fungdo

da rigidez e integridade da parede celular de fungos
e leveduras (SEVIOUR et al., 1992; STONE,
CLARKE, 1992). No ambiente natural em que os
micro-organismos sao encontrados, tais polimeros
podem estar relacionados a patogenicidade
(CORSARO et al.,, 1998), ou também estarem
associados a interagdo planta-micro-organismo,
proporcionando protegdo a célula microbiana
contra a dessecagdo ou ao ataque por bacteriofagos
e protozoarios (SUTHERLAND, 1999).

As [-glucanas podem ser degradadas pelas
B-glucanases, que sdo enzimas multifuncionais que
hidrolisam polissacarideos como a celulose e outras
B-glucanas (PITSON; SEVIOUR; MCDOUGALL,
1993, KUMAR; DEOBAGKAR, 1996). Estas
hidrolases participam diretamente do processo de
controle biologico porque hidrolisam B-1,3-1,6-
glucanas constituintes da parede celular de alguns
patogenos (IORIO et al., 2008; FLEURI; SATO,
2008).

As  B-1,3-glucanases
aplicagoes
sobre diversas substincias naturais que possuem
ligacdes B-1,3- glicosidicas podendo ser aplicadas
em industrias de alimentos, como por exemplo,
na producdo de bebidas como vinhos e cervejas,

possuem  diferentes

biotecnologicas visto que atuam

e também na obtencdo de oligossacarideos que
apresentam atividades funcionais, entre outros
(DUBOURDIEU et al., 1985; KIRK; BORCHET;
FUGLSANG, 2002; BLASCO et al., 2006; GIESE,
BARBOSA; DEKKER, 2010; BARBOSA;
DEKKER; GIESE, 2010).

O presente artigo objetivou relatar sobre B-1,3-
glucanases fungicas, enfatizando suas fungdes nos
micro-organismos, alguns parametros utilizados
para a determinagdo da atividade enzimatica,
substratos utilizados e condigdes de cultivo para a
sua produgdo. Também estdo descritas as principais
aplicagodes biotecnoldgicas destas enzimas.

Semina: Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, Londring, v. 31, n. 2, p. 75-86, jul./dez. 2010



B-1,3-Glucanases Fungicas: producéo e aplicacdes biotecnolégicas

B-1,3-Glucanases
Defini¢do e modo de ag¢do

As B-1,3-glucanases
as ligacdes P-(1,3)-D-glicosidicas de glucanas

enzimas hidrolisam
lineares ou parcialmente ramificadas e podem ser
do tipo exo (EC 3.2.1.58) ou endo (EC 3.2.1.39)
(NOMENCLATURE COMMITTEE OF THE
INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY
AND MOLECULAR BIOLOGY, 1992; STONE;
CLARKE, 1992; SUTHERLAND, 1999).

As
constituidos de sequéncias lineares de unidades de
glucose unidas através de ligagoes glicosidicas do
tipo B-1,3 contendo uma extremidade terminal ndo
redutora. Entretanto, ¢ permitido um grau moderado
de substituigdes, assim as enzimas podem atuar sobre
ligacdes do tipo B-1,3-1,6 glicosidicas encontradas
em B-1,3-1,6-glucanas. Como exemplo deste tipo
de glucana pode ser citado a laminarina, isolada da

B-1,3-glucanases atuam em substratos

alga Laminaria digitata, que possui apenas 10 % de
grau de ramificagdo e tem sido muito utilizada como
substrato para a determinacao da atividade de B-1,3-
glucanases (BROCK, 1965; STUBBS et al., 1999;
MOLERO et al.,1999; BARSANTI et al., 2001).

A acdo das B-1,3-glucanases ocorre através
de hidrolises sucessivas a partir da extremidade
da (SUTHERLAND,
obtendo-se glucose e oligossacarideos

nao-redutora
1999),
como produtos finais da reagdo, ¢ em um periodo
mais longo, apenas moléculas de glucose, como
demonstrado por Giese et al. (2006), quando
estudaram uma glucanase ndo purificada de T

glucana

harzianum.

Os
graus de polimerizagdo (GP), como laminaribiose

gluco-oligossacarideos com diferentes
(GP=2), laminaritriose (GP=3) e laminariheptaose
(GP=7) também té€m sido descritos como substratos
para avaliar os diferentes mecanismos de acao
de B-1,3-glucanases (MIYANISHI et al., 2003).
Porém, ¢ importante ressaltar que concentragdes
elevadas desses substratos podem inibir a atividade
desta enzima (SUZUKI et al., 2001). Sanchez,

Villanueva e Villa (1982) isolaram duas exo-
B-1,3-glucanases produzidas por uma cepa de
Saccharomyces que
atividade em laminarina (100%), pustulana (45%) e
também no substrato cromogénico p-nitrofenil-p-D-
glucopiranosideo (p-NPG) (15-35%). A B-glucanase
produzida pela Candida utilis apresentou atividade
sobre laminarina, pustulana, B-1,3-1,4-glucana
isolada de aveia e p-NPG (NOTARIO; VILLA;
VILLANUEVA, 1976).

cerevisiae apresentaram

Algumas fungoes fisiologicas das p-1,3-glucanases
nos micro-organismos

As B-1,3-glucanases sao produzidas por bactérias
(FLEURI; SATO, 2008), leveduras (NEBREDA
et al,, 1987, DAENEN et al.,, 2008), ¢ fungos

filamentosos (VASQUEZ-GARCIDUENAS;
LEAL-MORALES; HERRERA-ESTRELLA,
1998).

Muitos fungos fillamentosos e leveduriformes
sdao produtores de B-1,3-glucanases extracelulares,
produzindo-as constitutivamente ou indutivamente,
podendo também serem encontradas associadas
a parede celular ou somente no interior da célula
(RAPP,1989; PITSON; SEVIOUR; MCDOUGALL,
1993). O
harzianum, por exemplo, sob indu¢do, produz um

fungo filamentoso  Trichoderma
complexo enzimatico com pelo menos sete B-1,3-
glucanases (VASQUEZ-GARCIDUENAS; LEAL-
MORALES; HERRERA-ESTRELLA, 1998). A
levedura Saccharomycopsis fibuligena ¢ produtora
de B-1,6-glucanases extracelulares e intracelulares

(MULENGA ; BERRY, 1994).

As PB-glucanases desempenham um papel
importante no processo morfogénico principalmente
em leveduras, onde estdo relacionadas aos processos
de germinacao, esporulacdo e no crescimento celular.
Assim como as quitinases e outras hidrolases, as
B-glucanases também estao associadas com a quebra
de ligacdes intra e inter poliméricas dos constituintes
da parede celular de micro-organismos, bem como
com o alongamento destes polimeros através de
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reacdes de sintese reversa (BHAGWAT et al., 1996;
RAST et al., 2003).

A propor¢ao de B-glucanas na parede celular
microbiana estd relacionada com o nivel de
secrecao de [-glucanases, uma vez que estas
atuam na modificacdo da parede, durante a fase de
crescimento do micro-organismo e, posteriormente,
no processo de autdlise (HERNANDEZ, OLIVERO;
LARRIBA, 1983; McLEOD; SMART; FRY, 2003;
ADAMS, 2004).

Parametros para a determina¢do da atividade
enzimadtica

A escolha do substrato para a determinagdo da
atividade de B-1,3-glucanases deve ser criteriosa,
visto que as P-glucanases podem ser confundidas
com as P-glicosidases (VILLA et al., 1975), uma
vez que esta ultima tem capacidade de hidrolisar o
p-NPG, enquanto que as f-glucanases apresentam
baixa especificidade para hidrolisar ligagdes
simples de aril e alquil glicosideos (TINGLE;
HALVORSON, 1971).

Uma caracteristica interessante das [-1,3-
glucanases ¢ que estas hidrolases ndo apresentam
especificidade para um tUnico substrato (BROCK,
1965). Suzuki et al. (2001) estudaram uma [-1,3-
glucanase (45 kDa) de Saccharomyces cerevisiae
expressa em Escherichia coli, a qual apresentou
maior afinidade por substratos de menor GP como
a laminaribiose, gentiobiose e também sobre o
p-NPG. A enzima foi classificada como uma exo-
B-1,3-glucanase, por hidrolisar substratos como
laminarina e pustulana (B-1,6-glucana) liberando
unidades de glucose a partir daunidade terminal ndo-
redutora. As B-glucanases produzidas por fungos
filamentosos também podem atuar sobre diferentes
substratos, como descrito por Kulminskaya et al.
(2001) que demonstraram a atividade de uma exo-
B-1,3-glucanase produzida por Trichoderma viride
em laminarina, B-oligoglucosideos com diferentes
graus de ramificagdes, assim como curdlana e

pustulana.

Os tempos de incubagao para a determinagao da
atividade de B-1,3-glucanase descritos na literatura
variam em intervalos de 10 a 20 minutos (GIESE
et al., 2005; SIM, HANG, 1996) ou bem maiores
como 1 hora (VASQUEZ-GARCIDUENAS;
LEAL-MORALES; HERRERA-ESTRELLA,
1998; DAENEN et al., 2008; PENG et al., 2009).
Os tampdes mais utilizados na determinag¢dao da
atividade tem sido acetato de sodio (STRAUSS
et al., 2001), variando-se o valor de pH desde 3,2
até 5,6 (STUBBS et al., 1999), tampao fosfato de
potassio (pH 5,5) (BROCK, 1965) e acetato de
potassio (pH 5,0) (MASIH; PAUL, 2002).

A temperatura utilizada para a determinacdo da
atividade de -1,3-glucanase tem variado de 25 °C
(MASIH; PAUL, 2002), 40 °C (PENG et al., 2009),
ou até mais elevadas como 50 °C (BAR-SHIMON
et al., 2004; GIESE et al., 2005).

As B-glucanases também podem ter a
atividade inibida pela presenca de compostos
como cloroférmio, benzenodides, organofosfatos e
quelantes, entre outros, bem como pela concentragao
de substrato ou de produtos formados durante a
reacdo (RANA et al., 2003). Uma p-glucanase
produzida por Trichoderma viride teve sua atividade
2+

inibida na presenga de ions Fe**, Mg*, Mn?" e Cu
e aumentada na de Fe**, Zn?" e Ca?" (YT et al., 2008).

Fontes de carbono utilizadas para a producao
de B-1,3-glucanases

pode ser
influenciada por componentes do meio de cultivo,

A producdo de P-glucanases
principalmente pela concentracdo e natureza
quimica da fonte de carbono. O excesso de glucose
ou outra fonte de carbono facilmente acessivel pode
reprimir a producdo de [B-glucanases por alguns
micro-organismos (BIELECKI; GALAS, 1991;
GIESE; CORRADI DA SILVA; BARBOSA, 2003).
Entretanto, micro-organismos como o Trichoderma
viride, Saccharomyces cerevisiae e Candida
albicans ndo sofreram repressdo catabolica e as

B-1,3 e B-1,6-glucanases foram secretadas para o
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meio extracelular durante a fase de crescimento
(DEL REY; GARCIA-ACHA; MOMBELA, 1979,
MOLINA et al., 1989).

As sdo por
uma grande diversidade de fungos. Cruz et al.

B-1,3-glucanases produzidas
(1993) relataram a presenca de atividade litica
do Trichoderma harzianum quando cultivado na
presengca da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae e Botrytis cinerea como fonte de carbono,
devido a produgdo de enzimas como [-glucanases
e quitinases. O fungo Trichoderma harzianum
produziu esta enzima também na presenca de
parede celular de outros micro-organismos como
Mucor rouxii, Neurospora crassa e Rhizoctonia
solani (VASQUEZ-GARCIDUENAS; LEAL-
MORALES; HERRERA-ESTRELLA, 1998).

Algumas B-glucanas tém sido utilizadas como
fontes de carbono indutoras para a producdo de
B-1,3-glucanases. A escleroglucana, uma f-1,3-
1,6-glucana produzida pelo fungo Sclerotium
glucanicum, foi utilizada como fonte de carbono para
a producdo de B-1,3-glucanases por Trichoderma
atroviride (DONZELLI; SIEBERT; HARMAN,
2005), utilizando-se planejamento fatorial e analise
por metodologia de superficie de resposta. Os
experimentos que continham maiores concentragdes
de escleroglucana levaram a obten¢do dos maiores
titulos de producao da enzima. Em outro trabalho,
a producdo de B-1,3-glucanases por Trichoderma
harzianum foi comparada utilizando-se duas
diferentes fontes indutoras, ou seja, uma f-1,3-
1,6-glucana denominada botriosferana, produzida
pelo fungo Botryosphaeria rhodina, e o micélio
autoclavado e liofilizado deste mesmo fungo. Em
ambas as fontes de carbono o micro-organismo
cresceu e produziu [-glucanase, entretanto, o
micélio do Botryosphaeria rhodina proporcionou
maiores titulos de atividade enzimatica (GIESE et
al., 2005).

A parede celular do fungo Botrytis cinerea foi
a melhor fonte indutora para a produgdo de exo-f3-
1,3-glucanases e endo-B-1,3-glucanases por Pichia
membranifaciens, cuja producdo foi muito baixa

quando a levedura foi cultivada na presenca de
glucose, e um pouco maior em laminarina (MASIH;
PAUL, 2002). Fragmentos de parede celular do
patéogeno Penicillium digitatum, induziram a
atividade da exo-p-1,3-glucanase na levedura
Candida oleophila, quando adicionados aos cultivos

(BAR-SHIMON et al., 2004).

Além do substrato, outros fatores também podem
interferir na sintese de P-1,3-glucanases. Jayus,
McDougall e Seviour (2005) relataram o aumento
da producdo desta hidrolase com o aumento da
concentracdo de oxigénio no meio de cultivo,
por Acremonium sp. IMI 383068 em pustulana
e, principalmente, escleroglucana como fonte de
carbono.

de
extracelulares esta relacionada a degradagdo das

A producdo microbiana B-glucanases
B-glucanas presentes como fonte de carbono
(PITSON; SEVIOUR; MCDOUGALL, 1993).
Estas enzimas estdo envolvidas no processo de
autdlise dos micro-organismos e geralmente nao
sdo secretadas para o meio extracelular durante a
fase exponencial de crescimento, e sim durante
a fase estacionaria, como no caso da levedura

Saccharomyces exiguous (INOUHE et al., 1997).

Aplicacoes das pB-1,3-glucanases

As B-1,3-glucanases apresentam diversas
aplicagdes desde o uso na caracterizagdo da parede
celular microbiana como também na industria
alimenticia, na producdo de bebidas como vinho
e cerveja, ou também como suplemento alimentar
em ragdes, devido a presenca de [-1,3-glucanas.
As principais aplicacdes biotecnoldgicas destas
enzimas estdo descritas a seguir.

Obtencgdo de oligossacarideos bioativos

Alguns exopolissacarideos
escleroglucana,
pestalotana tém sido descritos como B-glucanas com
atividade antitumoral (BARBOSA, et al., 2004). A

fingicos
esquizofilana,

como
cinereana,
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botriosferana ¢ uma f3-glucana produzida pelo fungo
ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05 que
demonstrou atividade anticlastogénica (MIRANDA
et al., 2008). Algumas B-glucanas que apresentam
atividade biologica possuem baixa solubilidade
em agua e elevada viscosidade, dificultando o
desenvolvimento de Desta
forma, as B-glucanases constituem uma ferramenta
importante que pode ser utilizada para a obtengado
de gluco-oligossacarideos que, mantenham ou
levem a um aumento da atividade biologica original
(SUTHERLAND, 1999; GIESE; BARBOSA;
DEKKER, 2010). Os
bioativos derivados das [-1,3-glucanas tém sido
descritos
estimulantes da resposta anti-inflamatoria, mediada
pelas células do sistema imune, através da inducao de
mediadores pro- e anti-inflamatérios. O mecanismo
de acdo anti-tumoral tem sido relacionado a indugao
das diversas respostas imunoldgicas do hospedeiro,
principalmente pela ativagdo das células “natural
killer” (NK) (BARBOSA; DEKKER; GIESE,
2010).

testes bioldgicos.

gluco-oligossacarideos

como agentes imunomoduladores e

A atividade biolégica de um polissacarideo
muitas vezes esta relacionada a sua massa molecular,
configura¢do e posi¢ao das ligagdes glicosidicas,
entre outras caracteristicas (CALAZANS et al.,
2000, CHAIDEDGUMJORN et al., 2002). A
hidrélise acida tem sido a via de obtencdo mais
utilizada na obten¢ao de oligossacarideos, entretanto
esta proporciona a produgdo de maior quantidade
de mono-, di- e trissacarideos, além de produtos
colaterais como furfurais. Por este motivo a hidrolise
enzimatica de B-glucanas tem sido avaliada para a
obtenc¢do de diferentes gluco-oligossacarideos, uma
vez que esta proporciona a producgio de oligdmeros
de maior massa molecular (GP>4), que apresentam
propriedades biologicas (GIESE; BARBOSA;
DEKKER, 2010; BARBOSA; DEKKER; GIESE,
2010).

Martin-Cuadrado et al. (2008) descreveram a
hidrolise enzimatica de laminarina e curdlana (-1,3-
glucana) com f-1,3-glucanases produzidas por

Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces
pombe. Os principais produtos da hidrolise de
ambos os substratos foram laminaribiose (G2),
laminaritriose (G3) e laminaritetraose (G4) apos 8
horas de incubagdo, e acima de 80% de G2 e G3,
apds 24 horas. Giese et al. (2006, 2009) obtiveram
oligossacarideos de diferentes massas moleculares
(GP>3) quando utilizaram [-1,3-glucanases
produzidas pelos fungos Trichoderma harzianum e
Botryosphaeria rhodina na hidrolise das -1,3-1,6-
glucanas laminarina e botriosferana.

Os
oligossacarideos também sao considerados fibras

gentio-oligossacarideos e  laminari-
alimentares, pois sdoresistentes as enzimas queatuam
no sistema digestivo e auxiliam o funcionamento do
sistema digestivo por beneficiarem a proliferagao
de bifidobactérias e lactobacilos presentes na flora
intestinal (SHODA; FUJITA; KOBAYASHI, 1998;
RYCROFT et al., 2001; SANZ et al., 2006).

Controle bioldgico

O desenvolvimento de métodos de controle
biolégico como uma alternativa aos fungicidas
quimicos no controle de doengas tem sido estudado
nos ultimos anos. Varios micro-organismos tém
sido descritos por apresentarem caracteristicas
antagonistas a certos patdogenos, como por exemplo,
o fungo Penicillium expansum, causador do mofo
azul em cerejas (XU; TIAN, 2008). O modo de
acdo na atividade antagonista contra patdogenos
pode variar dependendo do micro-organismo. Por
exemplo, a levedura Rhodotorula glutinis LS-11
competiu por nutrientes com o patdgeno, enquanto
que outra levedura Cryptococcus laurentii 1L.S-28
interagiu diretamente com o patdgeno utilizando
hidrolases (CASTORIA et al., 1997). A aplicacao
de pB-1,3-glucanases ou dos micro-organismos
produtores dessas enzimas ¢ importante para retardar
o crescimento de fungos patogénicos ¢ diminuir a
deterioragdo dos frutos causada pelos mesmos. Xu e
Tian (2008) observaram indugao da produgdo destas
enzimas pela levedura Pichia membranaefaciens
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na presenca de Penicillium expansum, causador de
stress oxidativo em tomates, favorecendo o controle
deste fitopatogeno.

A aplicagdo das B-1,3-glucanases no controle
bioldgico ocorre devido a composicdo da parede
celular dos micro-organismos patogénicos, a qual
¢ composta principalmente de B-glucanas (IORIO
et al.,, 2008; FLEURI; SATO, 2008). Masih ¢
Paul (2002) observaram a acdo hidrolitica de
B-1,3-glucanases secretadas pela levedura Pichia
membranifaciens, isolada de uva, sobre a parede
celular de Botrytis cinerea, o fungo causador da
doengca do mofo cinza em parreiras de uvas. A
levedura Pichia guilliermondii apresentou atividade
antagonista ao Rhizopus nigricans, encontrado
em tomates durante o armazenamento, devido a
producdo de enzimas como B-glucanases (ZHAO et
al., 2008).

Santos, Sanchez e Marquina (2004) avaliaram
a acdo antagonista de 42 leveduras de 20 espécies
diferentes sobre 18 cepas de Botrytis cinerea. As
leveduras que apresentaram maior a¢ao antagonista
foram Pichia membranifaciens, Pichia anomala
e Debaryomyces hansenii devido a atividade de
B-glucanases.

O produto comercial “Aspire”, recomendado
para o controle bioldgico de podriddes pos-colheita
de citrus e de frutas como maca e péra, tem como
base a levedura Candida oleophila, devido a
producado de B-glucanases. A levedura C. oleophila,
de acordo com Bar-Shimon et al. (2004), relataram a
producdo de varias enzimas degradativas da parede
celular de Penicillium digitatum, incluindo-se exo-
B-1,3-glucanases, quitinases e proteases.

Adi¢do em ragoes para animais

O de principalmente
B-glucanases, racdes
suplementares fabricadas a partir de grados como

uso hidrolases,

as como aditivos em
cevada, trigo e milho tornou-se popular durante a

década de 80. A acdo de B-glucanases sobre estes

cereais liberou nutrientes e, conseqiientemente,
aumentou a digestibilidade, uma vez que estes
graos sdo ricos em fibras insoluveis as quais foram
parcialmente hidrolisadas por acdo das enzimas
adicionadas (BRUFAU; FRANCESCH; PEREZ-
VENDRELL, 2006).

A cevada, por exemplo, ¢ um cereal utilizado
na alimentagdo animal e ¢ constituida por amido
e também por B-1,3-1,4-glucanas (TADA et al.,
2008). A suplementagao de ragdes com B-glucanases
produzidas por Trichoderma longibrachiatum
e Aspergillus niger aumentou o peso corporal
e promoveu maior crescimento de frangos com
apenas seis semanas de vida (YU; HSU; CHIOU,

1998).

Melhoramento da qualidade de bebidas

As [B-glucanas e pentosanas sdo constituintes
de diversos cereais, ¢ quando em contato com
a agua, possuem capacidade de formar géis.
Na industria de cervejas, por exemplo, a alta
viscosidade proporcionada pelas [B-glucanas
presentes no malte, causam problemas durante
o processo de filtragdo (KETTUNEN et al,
1996). Portanto, a adicdo de P-glucanases nos
processos de produgdo de bebidas é importante
para promover a diminuicdo da viscosidade e
aumentar a liberagao de agucares soluveis presentes
no malte e outros cereais (BAMFORTH, 2009).
Daenen et al. (2008) demonstraram que a levedura
Saccharomyces cerevisiae utilizada na produgdo
da cerveja apresentou atividade de B-glucanases,
as quais estavam envolvidas na liberacdo de
agliconas (isoflavonas) a partir de lupulo, o que faz
com que a enzima tenha um papel importante na

bioflavorizagao.

A atividade das p-glucanases também esta
relacionada com a filtrabilidade dos vinhos tintos
e brancos (HUMBERT-GOFFARD et al., 2004),
além da propriedade de melhorar seu aroma e sabor
através da liberagao de compostos volateis durante
a fermentagdo. Gil et al. (2005) expressaram o
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gene de uma B-glucanase (EXG1) em uma cepa de
Saccharomyces cerevisiae produtora de vinho, a
qual melhorou o perfil do vinho produzido através
do aumento da liberagao de alcoois e terpenos como
alcool fenitilico, nerol e geraniol. Portanto, estas
hidrolases desempenham um papel importante na
fabrica¢dao dos vinhos, desde a fermentagdo até o
envelhecimento, onde catalisam diversas reagdes
de Dbio-transformagdo (VANDERHAEGEN et
al., 2003; HUMBERT-GOFFARD et al., 2004;
BLASCO et al.,, 2006). Além de atuarem na
hidroélise das B-glucanas constituintes das paredes
celulares das leveduras presentes no mosto, também
promoveram diversas modificagdes quimicas que
melhorou a coloracgdo e diminuiu a adstringéncia do
produto final (POZO-BAYON; ANDUJAR-ORTIZ;
MORENO-ARRIBAS, 2009).

As B-1,3-glucanases podem ser encontradas
tanto em vinho branco, como em vinho tinto, novos
ou envelhecidos, apesar das condi¢gdes de baixo
pH e elevada concentragao de etanol (HUMBERT-
GOFFARD et al., 2004; BLASCO et al., 2006).
Os niveis de enzimas hidroliticas como [-1,3-
glucanases, -1,6-glucanases e -glicosidases podem
variar de acordo com o tempo de envelhecimento.
Essas enzimas provém dos proprios bagos da uva ou
de micro-organismos presentes nas uvas € no mosto
(BLASCO et al., 2006).

Strauss et al. (2001) isolaram diversas leveduras
de uvas na Africa do Sul, e dentre as leveduras
de B-glucanase
destacaram-se os isolados de Candida stellata,

que apresentaram atividade
Candida hellenica e Kloeckera apiculata. Dentre as
leveduras vinicas, varias espécies de Saccharomyces
e ndo- Saccharomyces t€m sido selecionadas
como produtoras de B-glucanases e B-glicosidases
(AREVALO VILLENA; UBEDA IRANZO;

BRIONES PEREZ, 2007).

As B-glucanases, além de participarem do
processo de clarificagdo de vinhos e cervejas
(DUBOURDIEU etal., 1985), auxiliam na liberagao
de compostos precursores do aroma e compostos

fenolicos unidos a cadeia de P-glucanas presentes
no mosto (GUNATA et al., 1988).

O uso de ferramentas de biologia molecular
para criar leveduras recombinantes que expressem
o gene da P-1,3-glucanase visando o aumento
da producdo destas enzimas tem sido estudado,
principalmente para aumentar a degradagdo das
B-glucanas presentes na composicdo dos mostos
(PLANAS, 2000).

Consideracoes Finais

A
biotecnologia tem um futuro promissor para novos
processos industriais. Entretanto, a sua produgdo

aplicagdo das  fB-1,3-glucanases em

em maior escala ainda tem custo elevado devido
ao substrato utilizado como indutor da enzima.
Novas pesquisas sobre a regulacdo da sintese
destas hidrolases por via fermentativa, purificagdo
e mecanismo de acdo ainda sdo necessarias
para ampliar a compreensdo e exploracdo das
B-1,3-glucanases no desenvolvimento de novas
tecnologias.
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