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Perfil enzimatico de leveduras isoladas durante o processamento de
azeitonas de mesa da cultivar Negrinha de Freixo

Tatiane Oliveira'?, Eliane Colla', P. Baptista?, José A. Pereira’ e Ermelinda L. Pereira?
' Universidade Tecnolégica Federal do Parani, Campus Medianeira, 85884-000
Medianeira- Parana, Brasil, taticgoliveira@outlook.com; ecolla@utfpr.edu.br;

2 Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO) — Escola Superior Agréria, Instituto
Politécnico de Braganga, Campus de St* Apolonia, 5301-855 Bragancga, Portugal.

Resumo

No presente trabalho, avaliou-se o perfil enzimatico de leveduras isoladas durante
o processo de fermentacao natural de azeitonas de mesa da cultivar Negrinha de Freixo,
a mais importante da regido do Nordeste de Portugal. Foram testados onze isolados de
leveduras, pertencentes aos géneros Saccharomyces, Candida, Pichia, Debaromyces,
Rhodotorula e Galactomyces, através de métodos qualitativos, para a producao de lipase,
protease, amilase, xilanase, catalase e -glucosidase.

A atividade da catalase foi observada em todas as espécies isoladas (C. tropicalis,
P. membranifaciens, S. cerevesiae, C. norvegica, D. hansenii, R. graminis, C. boidinii, P.
guilliermondii, R. glutinis, P. manshurica e G. ressii). A atividade da amilase foi
observada apenas em G. ressii. Todas as espécies testadas apresentaram reduzida ou nula
atividade para as enzimas xilanase e protease. R. graminis, R. glutinis e G. ressi
apresentaram elevada atividade da enzima B-glucosidase e S. cerevisae e P. manshurica
elevada atividade da enzima lipase. Os resultados obtidos demonstram o potencial de uso
de algumas leveduras para fins biotecnoldgicos, designadamente como culturas starters
durante o processamento de azeitona de mesa.

Palavras-chave: Lipase, protease, amilase, xilanase, catalase, 3-glucosidase

Abstract

The aim of this study was evaluated the enzymatic profile of yeasts isolated during
the natural fermentation process of table olives Negrinha de Freixo cultivar, the most
important of the Northeast region of Portugal. Eleven isolated yeast strains belonging to
the genus Saccharomyces, Candida, Pichia, Debaromyces, Rhodotorula and
Galactomyces were tested through qualitative methods for the production of lipase,
protease, amylase, xylanase, catalase and -glucosidase.

The catalase activity was observed in all isolated strains (C. tropicalis, P.
membranifaciens, S. cerevesiae, C. norvegica, D. hansenii, R. graminis, C. boidinii, P.
guilliermondii, R. glutinis, P. manshurica and G. ressii). Amylase activity was observed
only in G. ressii. All species tested showed slight or none activity for xylanase and
protease enzymes. R. graminis, R. glutinis and G. Ressi showed high activity of B-
glucosidase and S. cerevisiae and P. manshurica showed high lipase activity. The results
demonstrate the potential use of some yeast for biotechnological purposes, such as starter
cultures for the table olive processing.

Keywords: lipase, protease, amylase, xylanase, catalase, B-glucosidase
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Introducao

As leveduras sdo fungos unicelulares eucariontes amplamente utilizadas para fins
biotecnoldgicos, designadamente na producdo de alimentos, bebidas, produtos
farmacéuticos, enzimas industrias e outros produtos. Varias espécies estdo envolvidas na
fermentagdo espontanea de varios produtos alimentares fermentados (Moslehi-jenabian,
Pedersen, & Jespersen, 2010). Por exemplo, no processamento da azeitona fermentada as
leveduras estdo associadas com a produ¢dao de uma ampla variedade de compostos que
influenciam a textura e o desenvolvimento de aromas tipicos das azeitonas de mesa
(Arroyo et al. 2008).

Nos ultimos anos diversas trabalhos tém enfatizado a importancia de selecionar
leveduras de produtos fermentados para serem usadas para fins biotecnoldgicos,
designadamente como culturas sfarter ou probiodticas em varios produtos alimentares
(Gil-Rodriguez et al., 2015; Bonatsou et al., 2015; Syal e Vohra 2013; Bautista-Gallego
et al., 2011; Sourabl et al. 2011; Silva et al. 2011). Assim, de forma a selecionar as
leveduras com melhor desempenho, sdo realizados testes para avaliar a atividade
enzimatica, a atividade antimicrobiana, a produc¢do de enzimas do complexo B, a
tolerancia aos sais e ao pH, entre outros ensaios.

Neste contexto, o presente trabalho pretendeu avaliar a capacidade de produgao
de enzimas de interesse tecnologico por leveduras isoladas durante o processo de
fermentacdo natural de azeitonas de mesa da cv. Negrinha de Freixo. Esta azeitona ¢ um
produto da regido de Tras-os-Montes com denominagao de origem protegida (DOP).

Material e Métodos

Um total de 11 espécies de leveduras, previamente identificadas por Pereira et al.
(2015), representativas da flora microbiana presente durante o processo de fermentagao
da azeitona de mesa da cv. Negrinha de Freixo foram testadas quanto a producgdo das
enzimas lipase, protease, amilase, xilanase, catalase e B-glucosidase através de testes
qualitativos.

As leveduras isoladas, na polpa da azeitona imediatamente antes do processo
fermentativo, na polpa da azeitona em contacto com a salmoura e na salmoura pertencem
aos generos Saccharomyces, Candida, Pichia, Debaromyces, Rhodotorula e
Galactomyces.

Para a pesquisa da enzima catalase utilizou-se o método descrito por Whittenbury
(1964), utilizando-se o peroxido de hidrogénio 3% (v/v). A atividade da catalase foi
observada através do aparecimento rapido de bolhas de gas. A atividade da protease foi
determinada a partir do método descrito por Strauss et al. (2001), através do espalhamento
do inoculo em placas com meio Potato dextrose agar (PDA) contendo 20 g/L de caseina.
Ap6s um periodo de incubagdo de 5 dias a 30° C considerou-se positivo a formagdo de
uma zona clara em torno da colonia. Os ensaios para avaliar a atividade da enzima f3-
glucosidase foram realizados de acordo com o método descrito por Bautista-Gallego et
al. (2011), usando arbutina como substrato. O meio basal consistia de 6,7 g/L Yeast
Nitrogen Base (YNB, Difco), suplementado com 5 g/L de arbutina e¢ 20 g L de agar,
ajustado o meio para pH 5,0 com 0,1 N de HCI. Ap0os esterilizagdo do meio adicionou-se
por 100 mL de meio 2 mL de solugdo de citrato férrico amoniacal a 1% (p/v). As leveduras
foram inoculadas em estrias radiais e incubadas a 25°C durante 8 dias. As estirpes capazes
de hidrolisar o substrato apresentaram uma cor castanho escura a volta das coldnias. A
atividade da lipase foi realizada a partir do método descrito por Samad et al. (1989), com
poucas alteracdes. O meio Yeast Extract Agar (YEA), suplementado com tween 80 (1%)
e vermelho de fenol (0,01%), foi ajustado para pH 7,3—7.,4 utilizando 1N NaOH. As placas
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foram inoculadas com as leveduras e incubadas a 37° C por 48 horas. O resultado foi
observado a partir da mudanca de cor do meio. A atividade da amilase foi realizada
utilizando o meio agar de amido constituido por peptona (10 g/L), extracto de levedura
(5 g/L), NaCl (5 g/L), amido (2 g/L) e agar (15 g/L). O pH deste meio foi ajustado para
6,8+0,2 com 0,1 N HCI. Apos inoculagao das leveduras as placas foram incubadas a 30°
C durante 5 dias. Ao fim desse periodo, adicionou-se as culturas uma solu¢ao de lugol
tendo-se considerado reagao enzimatica positiva a formacao de um halo de cor castanha
em torno das colonias. Para analisar a capacidade das leveduras produzirem a enzima
xilanase, seguiu-se o método descrito por Hernandez et al. (2007). Para o efeito, utilizou-
se o meio YEA suplementado com xilano (5 g/L), peptona bacteriologica (5 g/L) e NaCl
(5 g/L). Apos sementeira do meio as placas foram incubadas a 25° C durante 10 dias. A
presenca da enzima xilanase foi observada pelo aparecimento de um halo claro ao redor
das colonias.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado para cada um dos isolados e os
resultados expressos de forma qualitativa, onde “-* atividade nula; “+” atividade fraca;
“++” atividade moderada e “+++” atividade forte. Para a pesquisa da catalase os
resultados foram expressos em termos de presenga “P”” ou auséncia “0*.

Resultados e Discussio

Na Tabela 1 encontram-se os resultados da atividade enzimatica apresentado por
cada isolado testado.

Todas as estirpes avaliadas apresentaram atividade da enzima catalase. Resultados
semelhantes também foram observados por Nogueira et al. (2012), Bautista-Gallego et
al. (2011) e Hernandez et al. (2007) na maioria das leveduras isoladas durante o processo
de fermentacdo da azeitona. Esta enzima tem a capacidade de reduzir a oxidagdo de acidos
gordos insaturados e a formacdo de peroxido de hidrogénio contribuindo para a
preservacao das azeitonas (Hernéndez et al., 2007).

Os resultados relacionados com a producao da enzima lipase mostraram que todos
os isolados testados, a excecdo da G. ressii, foram capazes de hidrolisar os triglicerdis
presentes, podendo-se destacar com forte producdo as estirpes P. manshurica e S.
cerevisiae. Porém, Rodriguez-Gomez et al. (2010) ndo observaram nenhuma atividade
desta enzima em S. cerevisiae isolada em azeitonas pretas. De acordo com estes autores,
esta atividade ¢ desejavel em leveduras fermentativas porque pode melhorar o sabor da
azeitona através da formagdo de compostos volateis produzidos pelo catabolismo dos
acidos gordos livres.

A atividade da protease, detetada pela formacao de um halo claro ao redor das
coldnias de leveduras, foi fraca em C. tropicalis, C. norvegica, C. boidinii, S. cerevisiae,
R. graminis, R. glutinis, P. membranifaciens e D. hansenii, verificando-se nessas espécies
um pequeno halo quase imperceptivel. A auséncia de halo foi observada em P.
manshurica, G. ressii e P. guilliermondii. Atividade forte desta enzima foi mencionada
por Bautista-Gallego et al. (2011) em P. galeiformis isolada de azeitonas verdes de
diferentes cultivares espanholas. Esta enzima tem varias aplicacdes em diferentes
industrias. Tem a capacidade de hidrolisar as ligacdes peptidicas das proteinas levando a
formagao de grupos amina (NHz) e carboxila (COOH), originando polipeptideos de
menor peso molecular ¢/ou aminoacidos livres.

Os isolados que apresentaram atividade da enzima [-glucosidase foram
identificados através do aparecimento de uma coloragdo castanha escura ao redor das
coldnias no meio de cultura com arbutina. R. glutinis, R. graminis ¢ G. ressii apresentaram
forte atividade desta enzima, enquanto que C. norvegica e P. guilliermondii apresentaram
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moderada atividade. Atividade nula desta enzima foi observada em P. membranifaciens,
S. cerevisae, D. hansenii, C. boidinii ¢ P. manshurica (Tabela 1). Nogueira et al (2012)
referem igualmente nula produgdo desta enzima para as leveduras C. boidinii e P.
manshurica isoladas no final da fermentacdo da azeitona da cv. Cobrancosa. Esta enzima
tem a capacidade de clivar as ligacdes B-glucosidicas em diversos substratos. No processo
de fermentacdo da azeitona esta envolvida na biodegradacao dos polifendis presentes no
fruto da azeitona, causando a diminui¢do do teor de oleuropeina, composto que provoca
o amargor do fruto, melhorando assim as caracteristicas sensoriais no produto final
(Arroyo-lopez et al., 2012).

Em relacdo a atividade da amilase, apenas a G. ressii mostrou fraca atividade e as
restantes espécies apresentaram atividade nula. Esta enzima apresenta grande importancia
em biotecnologia com principal aplicacdo na industria alimenticia (Spier et al., 2006).

Relativamente a xilanase, as estirpes D. hansenii e P. manshurica mostraram nula
atividade enquanto que as restantes exibiram fraca atividade. Bautista-Gallego et al
(2011) ndo observaram atividade desta enzima em leveduras isoladas de azeitonas verdes
de diferentes cultivares espanholas. Esta enzima tem sido associada ao amolecimento dos
frutos da azeitona sendo este aspeto indesejavel durante o processo de fermentacdo da
azeitona (Hernandez et al., 2007).

Conclusdes

Os resultados obtidos demonstram o potencial uso das espécies R. graminis, R.
glutinis e G. ressi como produtoras da enzima B-glucosidase e das espécies P. manshurica
e S. cerevisae como produtoras da enzima lipase. Contudo, serdo necessarios testes
adicionais para melhor caracterizar estes isolados, de forma a possibilitar o seu uso como
culturas starter no processo de fermentacao de azeitonas de mesa, a fim de promover um
produto final com melhores caracteristicas nutricionais e tecnologicas, bem como com
maior tempo de vida til.
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Tabelas e Figuras

Tabela 1 - Resultados médios da atividade enzimatica das leveduras isoladas durante o
processo de fermentacdo da azeitona da cv. Negrinha de Freixo.

Espécie Substrato Catalase Lipase Protease Amilase Glucfsidase Xilanase

C. tropicalis Polpa! P + + - + +
P.

membranifaciens  Polpa! P + + - - +
S. cerevisiae Polpa! P 4+ + - - +
C. norvegica Polpa? P + + - ++ +
D. hansenii Polpa? P + + - - -
R. graminis Polpa? P + + - +++ +
C. boidinii Polpa! P + + - - +
P. guilliermondii Polpa? P + - - e +
R. glutinis Polpa? P + + - +++ +
P. manshurica  Salmoura P +++ - - - -
G. ressii Slamoura P - - + +++ +

1313

Legenda: “P” presenca; nenhuma atividade; “+” fraca atividade; “++” moderada atividade, “+++" forte
atividade; ! Polpa da azeitona em contato com a salmoura; > Polpa da azeitona antes de ser imersa na
o

salmoura.
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