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RESUMO =

Duas mil cento 8 guarenta linhagens da
microrganismes foram isscisdas de amostras de solo, frutas e
fiores & testadas quante & capacidade dp desramifipcar a
amitopectina. Bez ltinhasgens de bactérias foram selecionadas
preliminarmente caomo produtoras de enzimas amiloifticas
desramificantes. Entre estas, uma linhagem identificada comso

Klebsieclla =9 apresentou alta produtividade de

puiuianase.

& gnzima amitolitica desramificante de
Kiebsiells sp hidrolisou as ligagiies glicosidicas altfa-
1.6 do amido e das puiuiana (potimero de mattetrioses unidas
pela extremidade por ligegfes glicosidicas aifa-1,8). A&
enzima pode ser classificada cvomo ums puluianasse (pululana

G~glucanchidrolase, E.6.3.282.1.41.).

Estudou—se a producao da pylulanase axtracelufar
pela tinhagem selecionada de Kiebsiellia = & a enzima foi
purificads através de fracionamente com sulfeto de aminie,
cromatografia em coluna de DEAE-celulose 8 (CM-celuiose. A
eigtroforese da snzima purificads em gye!l de poliacrilamida e
amilopectinag mostrou uma banda de atividade amilolitica

desramificante. A enzima purificada foi caracterizada. A

Xxiv



enzima apresentouy atividade 6timae em pH 8,0 ¢ & 5O of. A
atividade anzimatiea nido foi afetads por NeGi: KGi;

L4 80 : Al 0 . Bad{OH) : CaGO0 . NiSO ; MgCl : ZnS80 ; MaCl

2 4 g 3 z 3 4 2 9 £
CusD ; Fe (S0 Y : FeGl e CaCl poréem fui fortamente
4 2 4 3 3 e
inibida por HgCl na concentragdoc 1 mM de sal em relagko ao
2

votume final da mistura de reac¢ao.

0 reagente MWN-bromosuccinimids ns coencentragdo 0,1
mM em relagde ag volume finagl da mistura ds reagao inibig
totaimente a atividade de puiuianase, indicando qus residuvs
triptofano podem esntar envolvidos na atividade enzimatica.
p~Glorgmercuribenzoate @ lodoacetamida ndo inibiram a
pululanase de Klebsiella sp, indicando gque grupes tiod

aie estio envolvidos na atividade snzimética,

verificou—se gue a aplicacdo de amilogiicosidase e
de puluianase na etapa de sacarificagio ds mandioca reduz o

tempo de reagaéc e aumenta v rendimento de glicose.

A splicagBo de puliulanase em cembinac&o com beta—
amilase aumentou o rendimento na ablencdo de maltose a

partir de amido.

v



SUMMARY =

A e P e by et b

Two thousand one hundred and forty strains of
microorganisms were isolated from soii, fruit and flower
samples and examined for their capacity to debranch alpha-
1,6 glucosidic {inkages in amylopectins, Ten strains af
Bacteria which produce starch debranching Bnzymes were
selected. Of these, ons strain, which was classifled as
Kilehsiellsn wp, demonstrated the highest puliuianase
acetivity., The starch debranching enzyme of Kiebsiella sp
was Ffound to hydroaiyze the aipha-1.8 giucosidie bond of
atarch and pullufan (3 polymer of maltetriose units joined
by aipha—~1.,8 glucasidic iinkages). The enzyme canh be
ciassified as puliuvlanase (putlulan B-gtltucanohydrolase

£.6.3.2.1.41.).

The production of extracelutar pullulanose was
performed by using the selected strain of Kiebsiella sp,
and the senzyme was purified by fractionation with ammoniun
sulfats, DEAE~ceilulipse and CM~cellutose column
chromatography., Electrophorsesis of the purified enzyme tdsing
a mixed polyacrilamide and amylopectin ge! showed one hand
which had debranching agtivity., The purified snzyme was
characterized. The optimum pH and temperature pf the enzyme
were B and 50 o€ respectively. The enzyme activity was not

affected by 1 mM NaCi, KC!, Li S0 : A1 0 ;: 8a(0H) ; Cal0 :
2 4 g 3 2 e
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and GaGl in the final reaction velume, but It was strongly
rid
inhibited by HalGi .
2

A concentration of 0,17 mM of the reagsnt N-
bromosuccinimide in the final resction wvolume totaily
inhibited the puiiuianase activity, indicating that
tryptophan restdues may be involvaed in the snzymatic
activity, p-Ghigromercuribenzoate and indoacetamide did not
fnhibit puifuianase activity of Klebsiella sp, indicating

that thiol groups are pot invelved in the enzyme activity.

it was found that when a mixture of
amifoglucosidase and pulfutanase wWas used for the
saccharification of cassava starch, the reaction time was
reduced and the yield of glucose incraased. The appltication
nf pulfuianase together ﬁith beta—amyiase alse increased the

yigld of maltose derived from starch,

xvii
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As pulutanases (puluiana § glucanohidroiase, E.G.
3.2.1.9%1.3 hidrotisam especificamenta 88 tigagaes
gticosfdicas alfa-1,8 do amide, pululana & produtos de
degradacao. Sua especificidade difere das amilases mals
conhecidas como: alfa-amilase (8!fa-1,4 glucsno, 4-glucano~
hidrolase, E.C. 3.2.1.1.) e  heta-amiltase {(alfa—1,9 glucano
maltehidrolase, E.O0. 3.2.7%.2.) gue hidroiisam as tigagBes
gticosidicas atfa~1,.4 do amidg, glicogénio & produtos de
dagradagso. Diferesnecia-se das gilcoaemilases ou
amlloglicosidases f{(aifa—-1,494 glucans glicohidroiase, E.O.
3.2.1.3.2) gue hidrolisam a8s ligagbGes gticosidicas ajfa-1,9
de amide a também as ligagbes glicosidicas alfa~1,8 @ atfa~
1,3, porém am  menor velocidade. A& especificidade da
pululanase em  hidrolisar as tigacles glicosidicas atlfa-1,8
de dextrinas ramiflcadas ‘torna~a Importante na andiise
gsstrutural de amilopectina e glicogénio € dg interesgse

potencial na inddsiria de conversdo de amido.

A putulanass aplicada e&m combinagao com -
amiiogiicosidase agumenta & velocidade d8 sacarificagae & o
rendimente de glicosg a partic ds gmido, A enzima
desramificants utilizada em conjunte com a8 beta—amitase
aumenta & produgdo de maltose 3 partir de¢ amido. Os xarpgpes

gde glicose tém grands aplticagso em canfettaria, em
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panificagdoc ¢ na produgio de gelélas, conservas, behidas
carbonatadas o fermentadas. 0s xaropes contendo maltose comso
malor componente oferecem resisténciea a formagéoc de cor, 2
absergdo de umidade e @8 cristalizagdo tornando—-o adeguado
gara uss em confeitaria. Estes xaropes contendoe afts
concentragao de aglcares fermentéveis podem ser utitizados
em panificagan, cervejaria € outros processos fermentatives.
As enzimas desramificantes como  a pululanase podem fambém
ser utilizadas na fabricscdo de cerveja a partir de cereais

nho malitados,

0 presante trabalho visa o isoismento e selecéo de
microrganismo produtor de enzima amiiogti{tica desramificante
putulanase que hidrolisa as Jigaches glicosidicas alfa—1.8

dog amido & pututang,

G microrganismo methor produtor de pululanase seré
submetido 80 estudo de produgdo de enzimas em diferentes

meios de cultura e temperaturas de incubagao,

A preparagado bruta de pulultanase extraceiular de
Kilebsiella sp ng 192 seré submetida & purificagio através
de fraciopnamento com sulfato de aménic, cromatografia em
coeluna de DEAE-celulose 8 OM-celulose para 8 caracterizacéo

biaguimica de enzima.



Estudar—-se—-85 & apficagde ds pululanass nos
processos de produg¢ho de glicose & de maltose a partir de
amido utilizando~se regspectivamente amijogilcosidase & bsta-

amitase,
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A primeira enzima amilefftica desramificante do tipp
puiulanase, descrita em 1851 por Hobson st alli (6%}, faoi obtida
de plantas superiores: WVicia faba {(fsijio fasva) e Solanum

tuberossn {betata) e denominads HR-sgnzima {amijopectina &~

glucanohidrotase E.C. 3.2.1.8.). A anzima desramificante
hidrolisava as ltigagbes glicosidicas atfa-1,8 da amiiopectina e
beta-dextirins Pimite, de amiioppeeting eom um aumentn

caracteristico da cpoloragido azul com spfugso de iedo,

Em 1851, Kerr et alii {73), verificaram gque 23
amiiogitcosidase d8 Aspergillus niger hidrolisava amilose e

ami ippectina liberando unidades de giicoss.

Ppol e lUnderkofier, em 1853 (123) dsscreveram ¢ uso de
anzimas sacarificantes fiangicas para @ conversde de amido no
processo de fermentegdo alcedlica. As preparagbes enzimaticas de
fispergillus niger NRRL 300 apregsentavam alta atividade de
maltase £ baixa atividade de aifa—-amilase. As preparagodes
enzimaticas de #fAspergillius orygrae  150-38b mostravam alta
atividade des aifa~amilase e balxa atividade de maltiass @
dgextrinase {imite, enquanto que as soluches enziméticas de
A. miger NRRL 337 possufam altta atividade de dextrinase Jimite

e stividade intermedigria de gifo—amilase ¢ maliase.
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Em 1853, Adams (7}, reiatou que a beta-amilase eras
encontrada em batata doce, gr3os de cereals & de s6ja. A enzims
kidrolisava o amide, t{iberando beta~maltose a partir da
extremidade ndp redutora das cadelas glicosfdicas aifa~1,49 porém
ndg rompia as figagdes glicosfdicas atfa-1,6. A beta—amilasa
hidrolisava compietamente g amiioss produzinde maltose. A
amitopectina era  hidrolisada parcialmente pela {iberaglo de
maitose da extremidade das cadeias remificadas até que a agdo da
enzima era interrompida com a apraximagde de regides ramificadas
contendo ligagdes glicosfdicas alfs-1,B. A enzima exercisa
peguena infludncis ne viscosidade da pasts de amido e hidrolisava
o amido com rendimento de aproximadamente BD% de maltose. 0 autor
ghservoy que a beta-amilase tinhe pequens valor industrial mas s
combinacdo de alfa~amilase @ beta~amilase era amplamente

stilizada em cervejarias, fermentagfes industrigis e panificagdn.

Em 1854, Peat et aiii (12%1) wverificaram que as
preparagies de R-~enzima de feljdo fava e de bhatats ndo

hidrolisavam o glicoagénio.

Em 1858, MacWiiliam e Harris (88), relataram gue o
fracionamenteo, tanto do concentradoe d2 malte de cevada como do
feijao de fava, através de cplunas de alumina, resultava em duas
enzimas amilolfticas desramificantes. Uma das enzimas, denominada
gextrinase—{imite hidroiisava as ligagdes gticosidicas gifa-1,6
ge alfa—dextrina timite, que continham cinco a oito resfduos de

glicose, produzidas pela agko de alfas~amilase salivar sobre 3
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amiiopectina 8 parecia nioc atuar em substrates de maisor peso
molacular. A dextrinase-)imite também ns0 degradava isomaltose,
isomaltatriase, nem substrates contende quase excliusivamente
jiga¢bes glicosidicas atfa—1,8. A anzima parscia reguerer
substrates contendo ampas ligagfdes giicosi{dicas alfa-1,9 8 aifa-
1,6. A segunda enzima desramificante, R-enzima, hidrelisava
amilogpectina e beta-dextrina limits, porém ndc atuava sobre a8
alfa-dextring timite. A R-enzima de malits assemelhave-se a R-
enzimas de Feljdo favae e de Dbatats dece mas parecia ser mais
sspecifica para a hidrdlise das ramificagdes externas dos
substrates, produzindo somente pequena guantidade de maltose @
maltotricse, mesmo &phs 24 horas de reagdo. A dextrinase-limite e
h-enzima de malte de cevada apresentavam atividade atima a 40 et
g pH #étimo de atividade a 5,17 e §H,3 respectivamente. lons
molibdato inibiam completamente a agioe da R-enzima mas ndc a agdo

da dextrinase~iimite.

& putuianase micrebiana (pututana B-ylucano hidrolase,
F.C. 3.2.1.91.) Foif descoberta em 188% opor Bender e Wallsnfels
(21) em Aerobacter aserogenes, linhagens gque atualmente sdo
classificadas comop membros do génerv Entercbacter ou

Kiebsiella (27,38,77). 0 microrganisme era mucdide e capaz de

utitizar puivlana, um polissacarides eaxtracelular censtituido
sasenciaimente de unidades de maltotriose unidas por ligagles
giicosidicas alfa-1,8 produzide pela fevedurs Pullularia

puliulans (Aureobasidium pullulans), como 4nica fants de
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carbono. A Tormag8oc de exocenzima georrla somente na pressnga de

maltotriose.

Em 1881, Pazur e Ando (117), descreveram a separagdo de
transgllcosidase (amilo 1,8 giicosidase, E.C, 3.2.1.33.): otligo
1,49 glucantransferase, E.C. 2.9.1.24.% da preparagio comercial de
amiiogiicosidase de A. niger. A enzima purificada sra capaz de
trangferir unidades glicosi! de maltnse, mattotriose, isomaltose
e amido para aceptores apropriados. A transfer&ncia ds unidadas
gtieosii a aceptltores resujftava na producio de ROVOS
gitgoessacarideos enquante a8 transferdncisg para &gua resultava na
hidrélise. A enzima apresentava atividade &tima em pH 3,5 a

30 80,

Pazur s« Kieppe, em 1882 (118), verificaram que @
amiloglicosidase purificsda de Asperglililus niger hidrolisava
as ligagies glicosfdicas alfa-1,4 & também as 1ligagdes
glicosidicas alfa~1,8 e aifs-1,3 de oligossacari{deocs porém em

menor velocidade do que as ligagbes glicosidicas alfa—1,49.

Abdutiah et atti, em 1884 (1), relataram gus a
pututanase, uma en2ima extracelular de Asrocbhacter RErOQENES,
hidroiisava as ligagides gticesidicas alfa~1,86 de glicogénio,

amitopectinag 6 oligossacarfdens derivados,

Wallenfels et aiii, em 18688 (154, estudaram a

estrutura de puivtana g verificeram que o polissscaridso
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apresentava peso molecular estimado em 235.000. A puiulansse de
serobacter aeroggenes hidrolisavae puluiana {iberando unidades
de maltotriose, 0s suteres constataram gue as subunidades da

maitotriose estavam unidas por figacdes glicosigicas alfa~1,B8 nas

gextremidades,

Brown 8t atii, em 1865 (24), verificaram a agdo dsg
pulutansse extracelular, da iinhagem d¢g Aercbacter asrogenes
ATCC 8821, sobre 6ligossacarfdeos remificados obtidoes da
hidrbolise de glicogénic com alfa-amilase. A pululanage rompia as
ligagBes glicosidicas aifa~1,68 de cadeias laterais contendo duas

ou mals unidades de glicose porém nac libsrava gliicosa como

produto.

Abdullah et atil, em 1885 (2) descreveram um método
enzimatico usando beta~amilase de batata doce e pululanase de
Acrohacter agrogenes para a determinagde do comprimento médio
das cadeias de glicogénio e amilopectina. 05 autores reliataram
gue as anadlises foram vrealizadas com gquantidades de 1 mg de
glicogénio obtidos de 7 mg de amostras‘de blépsia de paclientes

com dosngas de estocagem de glicogénia.

tinderkofler et alij,em 1865 (151} relataram a aplicagas
das aifa-amitase, beta~amilase 8@ amifoglicosidase na produglo de
xarope com combinsgdes variadas de glicose, maltese @ agficares de
mator pess wmeiecular. ©0s autores observaram que preparagoes

comerciais ge amiloglicoasidase apresentande quantidade



@

neglilgenciave! de transglicosidase catalisavam a potimerizacio de
giicose, Esta reagadsc era catallsada pels amilogliicosidass
resultando na sintese de isomaltose @ gligossacerideos de maior
peso molecular contendo iigagbes glicosidicas alfa~1,6 & dependta

#a concentragdo de gficose e da enzima presente.

Abdultah et alii, em 1888 {3y, verificaram gHe  a
pululanass gxtracelular de Aerobacter AErogenes gra
especifica para & hidréiise de ligagbes glicosidicas alfa~-1,6 8m
poiissacar{deos amilaceos ramificados e olligossacarideos
depivados. Sua agBo & espscificidade era similar ao complexo
R-enzima de vegetais. 0s sutores verificaram que a pululanase nao
htdroiisava isomalfose e que havia um reguerimenioc absoluto para
tigagdes glicosidicas alfa-1,4 no substrato. A gnzima nBo stuava
em compostes ono gual gliicese estave unida através de ifgac¢an
atfa~1,8 a maltossacaridecs., & agdo sobre plfa-maltossacarfideons
unidos por tigagao alfa-1,8 & glicose era negligenciével oy tip
baixs gque poderia ser devido a impureza enzimidtica. A puluylanass
atyava rapidamente sobre ligagdes atfa~-1,B somente guando os
compenentes unidogs pela ligagdo eram maltossacarideons; desta
formas 0 substrate minaimo para 8 atividade &ra o

b2
fetrassacariden 6 ~aifa-maltosiimattosa.

Wallenfels et alii, em 18366 (1585), reistaram a produgho
8 purificaggn dea pulutanase de Seraobhacter asrogenes
na forma de enzims ligads & cé&jula. Os auvtores verificaram

que a liberagdo de puiuianass no meio de ecultura podia



i9

ser gvitads por matodos de culturs eapeefflecos & que
fnan havia diferenca gntre & gnzimsa fivre g 8 ligads
& céluta. A4 pululasnase iigada & céluia era obtids através

da ecuttura continua do microrganismoe am meio Gzapeck cons—
tituido ge  0,3% NaNO ; 80,1% KH PO ; ©.05% Mgs0 7H 6. 0,05%
P 2 4 4 2
KCi: B,001% FeSO ., 7H D, ajustade a pH 7,2. 0 fator de cres—
cimento iimitant: utit?zado, fol a fonte de carbono 0,25% de
maltose ou D,25% de pululana ou 0,8% de gliceroi + 0,08% ds
maltose ou 0,.2% ds glicerel + 0,08% de pufulana para @
indugfo de enzima. No Infcio da fermentagin fol utilizadg
melo dea cuiturs contendo D,49% e maltose e 0,49% ds
giicose para obtengido da enzima no estado ligado. A adigan
continua do meio, com um fator de diluigén da
g,c haraﬂni fai efetusada noe Tinal dg fase exponegncial g8
crescimento. Os autores observaram gue & pululanase produzide sob
as copdigies de cultura continua era fTirmemente ligada a6 cétuia,
e masmo & sgita¢dc prolongada das célutas em agus destiiada,
giterentes tampdes ou splupbes hipertBnicas removiam somente um
tergo da enzima ligada & célula. Cerca de 90 a B85% da enzima fol
gxtrafda aphs agltacdoc de 10 § de céjulas frescas e.ﬁmidas em
100 mL de solucho 0,1% (p/v) de laurii seifate de sédio (30S8) nu
splugho O,49% (pfv) de Triton X-100. A& soiugBo enzimadtica obtida
continha 7 unidades de pululanase/mi. Uma  unidade de atividads
fpi expressa como @8 guantidade de enzima que liberava 1 umol de
maltotrioese em um minute a 30 o0 e pH 5.0. 0 aumente de aglcar

ragutor foli determinado com ¢ reagente de Nelson (104). Os

aytores obtiveram 8 pululanase purificada através de procsedimento
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em duas etapas. Na primeira etapa 500 mi de sclugho enzimadtics,
ebtida apés extracdao de 60 g 68 células, contendo 3500 unidadas
gde putuianase ¢ 170 mg de pratafna fol adicionada o uma suspensdo
de 3,0 g de DEAE-celulose em 50 mL de tampSo Tris~HCI 0O,01M pH
7.,7. A suspensido fol agitada por 30 mingtos a 0 oC & a resinag
tavada com solugao de sulfato de aménio O,D0IM. A enzima Foi
recuperada pela agita¢gac da resina com duas porgfes sucessivas de
20 mL  de seiugde de sulfato de amBnivc 0D,4M. Na segunda etapa,
gotas de scluglo de suifato de ambnio saturada foi adicionada a
48 mi de solugdo enzimstica resfriada a O ol obtids nas primeira
etapa. Os autores obtiveram trés fraghes em diferantes
gsoncentragées de sulfato de amBnio. Nesste trabalho nd8c Ficou
esclarecida a concentragado de sulfatoc de ambnio para a obtengio
das fragoes. 0s precipitadns formados em difarentes concentragies
dg suifato de ambnio foram removidas por centrifugacdo e
dissolvidos em 9 mbL de tampho fosfate 0,002M pH 7,2, & Ffracdo |

continhg 18 unidades de putuylanase, 1 mg de oproteins e pgutros

materlais, a fragéo Il apresentava 2.100 unidades de pululanase &
27,2 mg de proteina e a3 fragao 111, 420 unidades de pululanase e
21 mg de protefna. As fragfes | e 11! contendop balxs étiyidade
especifica foram descartadas e a fracio 1 contendn alta

atividade espegifica fol utitizada para sstudos posteriores. Os
autores verificaram que a pululansse ligada & céluta foi
purificada cerca de 4 vezes apds a apsorgdo em DEAE-celuliose @
fracionamento com sulfato de ambnio., & sietroforese da fragio 11
em gel de poliacrifamida e coloracBo com Tamideblack™ 110 B

apresentou uma Onica bandsa, indicande 8 presenca de uma Gnica



proteina, No diagrama de sedimentagie, os sutores veriflcaram a
presenca de um segundo pice. Apbs sepsragae, ohservaram gue este
apresentava reagho de blureto negativa, ferte reagdo de antrona @
nenhuma atividade de puiuianase. Os autores estimaram o pese
moiecular #a putulanase purificada em 145.000 através dos estudos

de sedimentagio e difusso.

Em 1866, Hender & Wallenfels (22), descreaveram métodos

de cultive de fierobacter agrogen®s, preparagac de
puluianase extracelular, produgado, puyrificsgdo e algumas
propriedades ge pulylanase ghtida na forma de anzima
figada & céiula. Para a produgdn de putulanase
axtracelyiar, 0 microrganismo fot cuftivade em meiag de

Czapsck modificado constituide de 5,00 g NaNO , 1 g KH PO,
8,5 g Mg50 7H O, 0,5 g KGi, 0,01 g Fesl . ?HEO, 8 q piptﬁna
9 g 4 e
e 5 g maitose e agus destiiada para 1 L, @justade para pH
g,0. Aphs 48 heras a 30 oG sob condigdo 6time de aeragac, as
céfutas foram removidas por centrifugagsn g 8 sobrenadanta
contends 0,12 wunidades de atividade/miL foi resfrisade a O of. A
anzima foi precipitada cem 1,5 volumes de acetana resfriada, o
precipitado removido por canfrifugacéﬁ g€ seco @ vacun, Para a
prepara¢io d4a pululanase extracelular, 19 de precipitado seco Tol
extreido, por 3 horas, com 8 mi de tampdo Yostato 0,02M pH 6,8 &
O oC. O resfduog iInsoldvel foi removido por centrifugagse @
extrafdo novemente com 1 mi do mesmo tampdo. O extrato combinado

foi dialisasde contra tampdo fosfate O0,2M pH 8,8 por 249 horas 8 3

SsolUGRD anzimatica obtida apressentava 10 ynidades de
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puigtanase/mL. Pars 8 obtengdo, extragdo, purificagdo de
puluianase ligada & céiula, Foi descerite o método previaments
reiatade em ‘trabaiho anterior (155). 0Os autoras verificaram gue
nko havia diferenga entre a enzimes extraceluiar abtida por
cuitura em batelada e & enzima ligada & célula obtida ds cultura
continua. A pu!ufanase apresentava atividade entre pH 4,0 » 8,0,
com atividade 6Htima em pH 5,0. & atividade aumentava com K
temperatura até 47,5 of & decrescia em temperaturas supsrinres. A
puluianase hidrolisava as ligaghes glicosf{dicas alfa-1,8 da
puluiana e da amllopecting, mas hao rompia as ifgagdes
glicosidicas alfa~1,6 da dextrana. Aparentemente a peiglangse
atacava as ligagdes glicosfdicas alfa~1,8 dos substrates somente

se havia lliyesgoes glicosidicas alfa~1,9 vizinhas.

Catliey et alii, em 1868 (28), verificaram que  uma
amostira de pululana continha 6,B% de aifa-maltotetroaonsse unidas
através das extremidades por |igagdes glicesidicas atfa-1,6 a
resfduos de maltotricse. GObservaram que & puluianase da

Aeraobacter aerogenes atuava como usma endoenzima.

Abdutlah ¢ French, em 1888 {(5,47), vrelataram gue a

pututanase era capaz de catallsar reagles de condensacio. Us
2
gutores verificaram a formacio de B ~aifa-maitosi! maltose @

1
8 -alfsg-mailtosii maltose a partir de solucdn P5% de maitese,

sando o primeiro produto predominante. Testando mattotriose,
como substrato, oebservaram a formagdo de trés

3 2 1
hexassacarideos (¢ , B g B ~alfa-maltotriosiimaltotrinse).
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gtitizando maitose e amiiose, como substratos, 08 auvteres
ohtiveram polissacarideos ramificados com menor ocapacidade de
coloragdo com iodo € menor susceptibilidede a agao da beste-
amitase., A rea¢3o de sintese catalisadas pela puivianase era
dependente da concentracgde, sendo gue havia formacdo de psquena
guantidade de tetrassacaridep a partir de concentragdes de
maltose inferiores & 5%. Os autores verificaram também gque a8
heta-amilase catalisava a sintese de tetrassacariden a partir de

maltosse (5},

May Frantz et aliti, em 1888 (882, purificaram a
pulutanase extracelular, preparads como descrite por Bender e
Walienfels (21), pela precipitagho o filtfada fivre de célutas
de Asraobacter aerogenes oom acetona seguldo de fiiftragdo em
caiuna de $ephadex & 20D, Observaram gue guando solugbes da
enzima recém preparadas eram percoladas em Sephadex £ 204, a
mator parte da atividade (> 90%) era recuperada em um anico pico
com um volume de eluvigiBp tigeiramente malor do gue o volume vazio
da coluna, 0O segundo pico de atividade enzimética (< 10%) era
sluido apfs cerca de duags vezes o vplums de sluigdo do primelro
pico. Quandoe solugdes de enzima estocadas em refrigeradar por
jonges perfodes eram fracionadaes, # guantidade de anzima
recuperada ng segundo pico aumentava com concomitante decréscimo
na atividade do primeirp pico. A mesma mudanga era obssrvada
quando & preparagde senzimatica bruts era incubada &8 300 £ por
varios dias. Os suteres conclufram que a pulutanase parecia

existir em duas formas, sendo gque aquela de malor peso moelecular



padia ser convertida na forma de mencr pess {forma mails Jleve)., D
peso molecuiar da primeira foi! estimado em 150.000 e da segunda
cerca de H0.000. Nao foi determinado se as duas formas de enzima
resultaram de um fenfmenos de agregagdo de mondmeros oy s8 eram

duas espécies de protelinas.

& recupsragio parctal da atividade de puluianase
extracelutar da Aerobacter aerogenes  §pbs daquecimento 8
100 o0 fol descrita por Abduliah et atiy {4). & regensraciéo étima
scorria em pH 8,8 - 7,1 sendo complats apds 20 minuvtos de repouso
& temperatura ambiente. 0s autores obtiveram recuperagdn de 50% »
30% da atividade iniclial apiés B 8 10 minutos de aguecimento 3
100 oC & pH 7,0, respectivamente, 0 estudo de cinédtica de
recuperagso da enzima apds aqueciments 8 70 o &£ indicou gque duas
gnzimas podiam estar presentes na preparachko de pululanase
tiofilizada em foampido fosfato pH 7,0 ¢ ebtida por precipitagdo do
filtrado do meio de cultura com scetong. fma das enzimas,
consistindo 20% do total, era termossensfvel 6 nip recuperava a
astividade. 8 segundo componente podia racupsrar a atividade mas
gra sventualimente desnaturade pelo cator, OQutras preparagoes de

pulultanase aprasentavam diferente conteode relfative dos dois

componentes.

Em 1888, Graxali {337 refatow 4que finhagens de
Anpergillus niger g8 Rhizopus sp produtoras de
amlioglicosidase, também conhecidas como glucamilase, gama-

amijlase ou alfa—1,4 glucanag glucohidroiass, gproduziam enzimas
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come  as transglicesidases que catatisam a farmacio de
carboidratos naoc fermentéveis a partir de maltose @ gliicose,. D
autor sugeriu o utilizagho de resins de troca i8nice como
Amberiite 200, Amberlite IRGC 850, Duoslite -85 ou Duciite A-2 para

a remogdo de transglicosidase de preparagles de amiloglicosidase.

Cadmus at alii (26) obtiveram BU~B85% de rendimento ge
glticose & partir de amostras de farinhas integrals de miihe,
trigo 8 sorgo utilizando uma combinagdo da aifa—amilase de cevada
g de Bacillus subtilis e glicocamilase de Acspergillus sp.
As preparagBes enzimaticas de giicoamiliase de A, awamori NRAL
3112 8 &. niger NRRL 3122, apresentavam balxas atividade de
transglicosidase ¢ foram mais eficientes na conversao de amido
para glicose. O0s autoeres descreveram processos de utilizagao de
xaropes de glicose como fonte de cerboidratos para a producio de
poiissacaridens, &clido citricn, auide fumadrico e acido 2-

cetogluednico.

Em 1887, Pazur e Okade (118), ao estudar & res¢ao de
sintese de ollgessacaridess a partir de glicose, catalisada pelas
giignamilases de Rhizopus delemar € d8 &. nlger conciuiram
que @ velocidade de reversao catalisada pela glicoamiiase de R.
delemar era aproximadamente ddas veres superiopr a aquelsg da

gnzima de H. niger.

Beda e Nanri, em 18687 (1483, westudaram 38 enzims

desramificante do tipo putulianase de Escherichia intermedia e
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a denominaram isoamiiase. A atividade da enzima ers otima a 47 ol
¢ em pH 8,0, A enzima hidrolisava as {igacbes glicosf{dicas alfa~
1,6 do amldo, giicogénio e pufulana e f{ibsrava maltose @

maltotriose de beta-limite dextrina de glicogénic.

Kool e Armbruster, em 1887 (78} reiataram gque a
porcentagem de cansumo de glicose em panificagdo, confeitaria,
bebidas, conservas, misturas secas, produtos lsctees e outras

aplticagies compreendiam respectivaments 33%, 18%, 11%, 11%, 6%,

3% & 18%.

Walker, em 1868 (183}, verificou gque extratos de trés
tinhagens ga Streptococcus mitis degradavam pululana
produzindo glicose, maltosse, maltotriose coamo produtos

pringipais, davido a agao combinada da putuianase 8
transglicosidase. A pulujianase hidroflisava as iigagdes
glicosidicas gifa—1,0 da puiuviana, produzindo malttotriose gue 8ra
transformada em glicose, mailtose & pequengd guantidade de
pligossacarideos f{ineares pela transgiicosidase, Os extratos
celulares d¢ Strepltococcus mitis continham transglicosidase
aitamente ativa gue hidrolisava lligagiies glicosidicas

alfa—-1,4 transferindo uma ou mais unidadas glicosi! do final néo

redutor de uma mojécula goadora para a final nao
redutor de uma molécula receptora. A transgtlicesidase da
preparag¢éao gnzimética gra eliminaga por fracienamento
com sulfate de aménio. A puluianagse intracetuiar gra

produzida na suséncia de indutores &8 & adi¢&no de glicoss
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sy maltose as meio de cultura ndg aumentave o rendimento
ga enzima. O menor substrate hidroiisado pela puiulanase foi o

tetrassacariden Bewmaitos!i maitoss. 4] autor observou =@
sintese de piigussacaridess pela puiutanage, em attas
concentragies de maltotriose, sendo gue & condensa¢do de unidades
malteosi! ocorria menos rapidamente. A puluianase apressntava
atividadgde &tima a8 30 of e na faixa de pH 5,49-%,8, Era rapldamente

inativeda em tempsraturas superiores 3 40 of ¢ ndo recuperava a

atividade apds a3 estocagem a temperaturs ambiente.

Em 18688, Les st alil (823, descrevaram um métods de
estudo da estw.tura da amilopecting usando enzima amiloiitica
gesramificante, 0 perfil das cadeias lineares era determinada
atravéé da desramificeciée de amiiopectinag & de beta—-dextrina
fimite de amilopectina pela pululanase seguide do fracionamento

em colung dg Sephadexn G H0 e determinagho do comprimento médio

gdas cadeias.

Em 18988, Harada et atil (B5), isclaram o microrganisma
Passudomonas sp. 5B 18 produter de  isosmilase {(amifopectina
E-giucanchidrotase, E.C. 3.2.1.8.3} extracetuytfar capaz de

desramificar totaimente o glicogénic 8 a8 amilopectina.

¥Yokobayashi et alii, em 1888 (188), compararam a
gapecificidade da isoamiiase de Poseudomnonzs sp. 58 15 ¢om a de
puiulanase extraceluliar de Aerobacter aerosenes ATCE 8821, A

enzima amilolitica desramificante d¢ Pseudomonas sp. 5B 15 nio
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gra capaz de hidrolisar as iigagdes gilcos{dicas alfa-1,8 da
pulutana. A isocamilase hidroiisave completamente © glicogénie
pela ag¢do sucessiva ou simulténea com beta-amilase deé batats doce
enquanto que a puiulanase degradava completamente pelas agio
simulténea mas provocava somente um psguens aumento na bsta-
amiloiise limite do glicogénio por agdo sucessiva com beta-
amilase de batats doce. Os auteres sugeriran que & degradacsoc
incompieta do glicogénio por a¢dc swcessiva era devide a
incapacidade da pululaznase penatrar no interior da molédcula de
glicogénio. Verificaram que cerca de 20-30% de Dbeta-dextrinag
fimite de glicogénioc era resistente a agde da isocamilase @
concluiram gque @ a¢d8p caratteristica da isoamifase envolivia a
- nidrbiise de todas as ligagdes glicosidicas de giicog8nio, mas ds
ilgacﬁés que unem resfduos de maltose & cadeia de resfiduos de

glicose wunidos por ligagdes glicosidices saifa-1,4 née eram

faciimente hidroiisadas.

Wallenfels et alii, em 18889 {157), reiataram gque @
puiulanase de Aerchacter asrogenes stuava como uma exoenzims
sgbre o substrato pulufana. A quantidade de maltotriose {iberada,
determinadas através de cromatografia s gés, aumentava linsarments

com o tempo de reagdo.

Devide aos resultades contraditérios citados por
Walienfels et alii (1857), os pesquisadores Drummond et alii (38),
pgegaminaram em 1888 =n maecanismoe dg agao da pululanase

anterinrmente observadoe (2B e confirmaram qgue 2 puiuizEnase
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hidrolisava a pululanes ao acaso indicandg que a mesma podia ser
classificada como uma endoenzima. A cromatogratia do hidrolisado,
em camada delgada, apresentava ailém de maltotriose, hexs, nona,
dodecassacarideos, etc, Para exclulr & possibiltidade  da
pulytanase ser uma exoenzima e 08 ollgimeros de maltotriose segrem
originarios da a¢do da transglicosidase, a hidrélise de pululana
foi repetidsa ng presencs ge maitose ¢ ciciomaltohexaoss
(Schardinger alfa~dextrina), verificaram através de cromatografia
em papel que nioc havia formagBo de noves oligossscaridens @

portanto n&o havia conteminagdo com transglicosidase.

Tamura et alli, em 1888 (144),  utilizeram as enzimas
dgesramificantes de Pseudomonas sp. SH 18 ¢ pulutfanase de
ﬁerabécter BEFOQENES ATGG 8B21 no estude da estruturs da
alfa-D-gtucana altamente ramificadsa de Vibrio
parabacmolyt icas ABBE, Esta glucang diferla do gllcogénio, Era
restatente & a¢se de aifa € bets~amilase, porém era degradads

petas enzimes desramificantes iiberando maltotriese 8

maltotetrase.

Enevoldsen e Bathgate, em 1883 (4%1), anslisaram a
gstrutura de gextrinas nao fermentéveis gm mosto de
cerveja, utilizando pulu.ianase extracelulsar g8 A. BErogenes
¢ beta-amilase de cevada, is autores postularam gque g8
maltooilgossacarideps lineares: maltotetraose, maltopentaose,
maltohexaose, majtoheptaosse £ maitoctsose estavam presentes no

mosto. £ psls menos anzeg oligussacarideos ramificados
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foram encontrados g5 ~atfa-maltesil maltose, B-atfa-gliicostl

maltotrjose, dois pentassacarideos, ddis hexassacarideons, dols

heptassacarfdeos e trés octassacaridsos.

Mehire et alli, em 1869 (58), ap estudarem as reaches de
reverado € sintese de novas ligacBes glicos{dicas conclulram que
a gilcoamilase cristalinag de Rhizopus niveuas catalisavs
rapidamente a s&intese de maltose e & sintese em menor veionidade
de isomaltose & partir de D-glicose na ¥fase iniciat da reagc3o. A
isomaltose era predominante apdés o4 horas de reagde. A Dbele-
amiiase cristalina de_ patata doce cataiisava rapldamente a

sintese de maitotetraose a partir de maltipse.

Ap eatudar @& especificldade de substrato da puiuianase
de Aercbzacter aerocgengs, Abduliakr e French, em 1870 (B)
conciulram que a enzima Hhidrolisavae as [lgaghes gitcosidicas
atfa~1,8 de oligossacarideos contende no minimo duas unidades ds
giicose em cada cadeia. 0itgossacaridens e dextrinas produzidos
pela hidroiise de emido, contendo duss ou mais ligagdes
glicosigicas alfa—1,68 foram tambam niﬁroiésadas* A putulanase nao
nidrollaavae residuo de gllcose wunida & cadels principal atraves
de ligagie glicosidica alfa-1,68 e portanto glicose nado era
ahservada como produto. 50b gcondigoes especlais, g puluianase
apresentava reagoes de candensagio, fis autores observaram &

furmagho de tetrassacarideos apés incubacdo de solugseo 25% de

maltose com a puluianase.



Enevoldsen (42,43}, sugeriuy @ saplicagdo de enzimas
desramificantes como & pululanase, na fabricag¢lo de cervejs o

partir de cereals nio maltados.

Fm 1870, VYokobayash! et alil (188), estudaram as
propriedades da isocamilase purificada de Pseudomonas sp. SB
15. A enzima apresentava pH otimpo de atividade na failxa de pH
3,0~4,0 ¢ ‘temperatura btima ge atividadge @ G2 o8 em tampao
acetato pH 3.5 para 10 minutos de resgdo. A estsbliidade térmica
ot determinads em tample acetate B,1M pH 3,6 atravées do
aquecimento da solug&c enzimatica na faixa de 30 of a 780 o
durante 10 minutos. Tratamentos térmicos & B0 oG, 58 of e BO 8l
resultaram em deprédscimo de 40%, 77% e 85% da atividade
resp&cf#vamente. A iscamlliase apresentou-se estavel na faixa de
pH 2,5 @8 7,5 apbHs incubagio a 400 durante 24 horas. Os autores
ghservaram que a atividade enzimatica permanecia a mesma na falia
de pH 3,5-%,5, mas era perdido a valorea abailxe de pH 2,58 & acims

ge 7,5, aphs 2 horas de incubagio 8 90 0C.

Suzuki, em 1870 (1393, descrevey 8 aplicacao de enzimas
desramificantes bacterianas na produgdo de amilose ¢ de maltese.
Na primeira etapa, a suspensio de 30% de amido era jiquefeits
mecanicamente para obtengio de sojugio de amido de dextrose
equivalente (DE = g de agbcares redutores expressos como glicose
/ 100g de amostra em peso seco) abaixe de 3,0, Em seguida, a
solughp de amido era tratada com dups lsopam]iades, de giferentes

especificidades , por um a dois dias. Para & produgdo de maltose,



& solugaa de amido desramiflcado era tratadsa com beta-amilasse de
tfarels de trigo e a maltose abtida era recristalizads
repetidamente para aumento da purezas. Para @& obtengdc de amilose,
5 solugso de amido desramificado era resfriada, & fragaos contendo
amilopse de grauvu de poifilmeragso DF 200 - 300 separads por
centrifugagiso, 8 &g cadeiss curtas eram obtidas do sobrenadante

cancentradao.

Hender, em 1870 (23), verificou gue a pululanase de
fAerobacter aerogenes produzida por  fermentag¢dn continua
gatava ilgada & parede exfterng da céluta. A enzima extraida com
dodecilsulfato de sadio gegtava associada com uma
fosfolipoproteina inscidvel em pH 5.,68. 0 gongeiamento e
dssconée!amentn alternados de céfulas continuamente cultivadas em
meto hiperténico, fiberava cerce de 40% da pulufanase ligada &

catula e esta a1tima apregsentava-se associada com um

tipopolissscaridec — fosfoiipoproteina.

Fujlo et @aill, em 1870 (48), estudsram o efeito da
fonte de nitrogénio na produgao de enzims desramificante de uma
linhagem de Aerobuacter acsraogenes em sgitador rotatério, Neste
trabainho fol utilizado o termo isoamilase para descrever @ enzims
amilolitica desramificante pulufanase. Quande amido soldvetl e
acetato de ambdnio foram usados respectivamente como fonte de
¢carhone & nitrogénio, 8 atividade gnzimaticas determinada peig
aumento da coloracio azul com reagente de ifodo, no filitredo do

meio de cultura, fol cerca de 500 unldades/mL apdés 1000 horas de



incubagio. Ao utitizar 8 mesma fonte de¢ carbono e suifato de
ambnie em lugar de acetsto de amdnio, como fonte de nitrogénio a
formagio da enzima desremificante ocorria simuitensaments com o
crescimento cefular e quase toda enzime era tigada 4 cétula. A
atividade enzimatica obtida Ffol 120 wunidades/mL de melo de
cuttura (27 unidades/mg de massa celutar secay. 0Os autores
observaram que @ formagaa da enzime ligada & c¢élula quando ers

utitizade suifato de amanlio como fonte de nitrogénlo era

caracteristica da linhagem utitizada.

Festeriormente (48) o0s autores compararam o efelito da
fonte dg8 carbono na formag&o da enzimg desramificante do tipo
pululanase peia Ilnhagem de ferobacter aercgenes am
fermentédar‘ de 1000 miL. A foermac¢do da enzima usando maitose e
puiulana apresentou respectivamente 5% £ 10% do rendimento obtido

com amido sotivel como Ffonte de carhong.

Em 1870, Brummond et alli, estodaram a aspeclficidade
dga R—enzima de batata (Solanum tuberosum) 8 da puiuvlanase de
Aerochbacter agrogenes. Na purificacso de H-anzima os autoeres
nio ohservaram a separac¢sc da fragio R-snzims que atuavs sobre
poliesacarideos como amitopectina & beta-dextrine limite, da
fragho de dextrinase~limite gque atuava sobre ogligassacarideos
como alfa~dextrina limite, deseritas em 18958 por MacWilliam e
Harris (88). Quando a R-enzima & & pululianase eram diiuidas, 8
atividade sobre a amilopectinag desaparecia seletivamente enguants

gue a atividade sobre peta e alfa—-dextrinag {imite era retiga. Os



pesquissdores sugeriram gue dextrinasse iimite 8 B—enzims eram 2
mesma enzima. Verificaram gque a pululanase bacteriana apresentavs
espacificidade similar & R-enzima de batate. Ambas hidro!isavam
as tiga¢des glicosidicas aifa~1,6 ds amiiopectina, beta~dextrina
fimite da amilfopectina, putulana e aifa-dextring limite de

amilopecting.

kkat et alii, em 1971 (9), utitizaram & Ispamiiase de
Pseudomonas sp & pululanass de Aerochacter aerogenes parsa
estudo da distribulgie das cadelas lineares do glicagénio de
ostira e veriflicaram que o produto de raaéén gra uma mistura de
cadeias dé 3 a 50 unidades de giicose sendo gue 0 grau médio de
poiimerizagio era de 1%, s mesmos autores em trabaihe
3ubsequ§nte (18), Investigaram a distribuigcde das cadeias
tineares glicosidicas alfa—-1,9 de amifopectinas de mitho ceroso e
de batata usande enzimas amiioliticas desramificantes e sugeriram
gye as cadeias longas apresentam grau de polimerizagdo na falxa

ge 9080 e as cadeias curtas na falxs de £20-40.

Em 1871, Lee et atti (B3), estudaram a especificidads
dga enzima amllolitica desramificante, de milho doce {FTean mays
Ly, em relacaoc ag substrato, ¢ verifticaram gqueé apresentava

propriedades simitaregs a puldianase de fAercohbacter aerngenes

(3).

A producio de uma gnzima do tipg pultulangse pela

{inhagem Sireptomyces asp ne. &8 fol descrita poer Uede &t atil,
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em 1871 (147). A enzima foi denominadas {spamiiase apesar de
hidrolisar & pulutana. A preparacdo enzimética bruta apresentava
atifvidade 0tima a 60 of e pH 5,0 ¢ maior establiidade na falxa de
5,5 ¢ pH 7,5 apds asquecimento a 40 of durante 60 minutos,
Mostrava estabilidade em temperaturas inferiores a 35 o6, mas
perdia rapidamente & atlvidade a temperaturas superiocres a 40 ol
spbs B0 minutos de tratamento térmico em tampdo ascetate O,08M pH
E.0. & enzima de Streptomuces =p hidroiisava as tlgagdes
giicosidicas aifa~-1,6 da pululana e do amido de€ arroz cerosa.
Gontudo, a pululanase de SHtrepltomuyces sp, N0 mMesmoe nivel de
atividade sobre & pululana, apresentavs menor atividade sobre o
amido de arroz cerosc de gque a enzims de uma linhagem dsg

fBerchbacter asrogenss 1solada peios aytores,

Lee & Whetan, em 1871 (84}, «cisgssificaram ags enzimsas
amiioliticas gesramificantes am difjas classes: enzima
gagramificante direts & entima desramifticante Iindirets., A
primeira podia ser subdividida em puluipnsse e ispamilase, qus
hidrolisam 1llgagdes glicesidicas waifa-1.,68 de giicogénin e
amitopectina néo modificados, 08 autores relataram que 8% enzimas
amiloiiticas desramificantes requeriam substratos que contivessem
ligacgdes glicosidlecas ailfa-1,4 e alfa—-1,8. Sugeriram que o termo
isoamilase nan fosse usado para descrever uma enzima que
higrolisa a putulana. 0 processo de desramificagiae indireta
reguar & Aa¢30 combinada de duas enzimas. No primelro passo, a
transglicosidase ou ofige alfa-1,4 ~ alfa-1,4 givcantransferase

gncurta uma cadels A do oiigossacerideo atée uma unlidade ds



gticose que & entdc removida pela agio hidrolitica da amiio 1,8
glicosidase. A transglicosidase atua removendo & cadela tateral

transferindo-a para ums cadeia B gque suments em comprimento,

Harade st alli, em 1872 (68), comparsram a acap da
ispamiiase de Psoseudomonas sp SB 16 & da puiulanase de
Aerobacter aerogenes ATOE 8621 sobre & amitopectinag e
glicogénio, através do aumente de poder redutor e coloragio com
solugao de iodo € do fraclionamento dos produtos de hidréfise am
coluna de Sephadex G-75. AphHhs a anklise dos produtoes obtidos, 08
autores sugeriram que @ lsoamllase hidroiisava @s lfigagdes
gxternss e internas de amilopectina, enquanto gue a pululanase
nidrotisava faclimente as ligagdes glicosidicas alfa~1,6 externas
da ami?opectina mas hidroilisava lentamente as 1lgacoes aifa—1,8
internas. s autores verificaram gue & isocamliiase rompia todas as
tigagfes glicosidicas aifa—1,6 do glicegénio enquante que 4

pulutanase hidrofisava comparativamente pouceas ligagdes.

Marshall em 1872 (32) relatou gue & pbeta-amliase era
incapaz de ultrapassar os pontes de ramlficagdo do glicogénio e
ga amitopectina e por esta razdo a degradacao destes
polissacaridens ramificados pela enzima era incompleta. A a¢io da
neta-amilase cristalina sobre & amijopecting resultava em BD-6O%
ge conversso péra maltose & formagde de dextrina 1imite que
consistia ¢a macromoiécula original com 8§ cadeias externas
encurtadas até as proximidades dos pontoes de ramificagdo. 0 sutor

ressaltoy a Importincia da aplicagie da puluianase em combinagdo



com & beta-amilase na produgio de maitose @ partir de amido, na
cpnversaoc de amido de cereals nap germinados em aghcares
fermentivels 8 no estudo da estrutura de polissscaridecs. E
sugeriy 8 utiittzagdo do sutstrate pululana pare a diferenciacso

das enzimas amiioiiticas pululanase e lsoamilase,

Yaglsawa et aiill, em 1972 (183}, isolaram uma linhagem
de Streptomuyces fFlavochromogenes gue  apresentava atlividade
ge pululanase gez vezes matar do jue a {inhagem dge
Streptomgces sp no. 28 previesments estudada (147). 0s sutores
gstudaram ¢ efetts de f{ons na atividade enzimadtica ¢ observaram
que na presenca de fons calcio a temperatura otima de atividade
era de 50 0C mas na presenga de fons sddia, potéssio oauv amdnio, a
tampera‘tura Gtims mudave para 35 oC. Observaram também gque na
presenga d¢ ions caleio a atividade era 6tima na faixa de pH

eptre 5,0 e 6,0 mas na auséncia destes era Gtims em pH 6,0,

Kurimoto et alit, em 1872 (B13, patentearam processes
para preparagio de maltose cristaltina utitizande beta-amilase @
atfa~1,6 glicosidases de Pseudomnonas angloderanoss (ATGE
212828), Lactobacillus plantarum (ATCC BUOB2 e Aerochacter
aErOgengs {ATCC 8724). As enzimas desramificantes podiam
gfiminar as tigagbes gllcoeidicas atfa—1,8 que jmpediam a

amiiolise petlta beta-amilase.

Eisele et ati}, em 1872 (48}, determinaram © Ppeso

mpiecular da pululanase iigada & cafuls de derobacter



A QQEnEs atraveés ge egtudos ds uitracentrifugacasn &

gletroforese em gel de pollacrilamida na presengs de dodeci!
sulfate de sddio. O0s autpres conciuliram que a eniima sr3
constituida de uma Gnica cadela polipeptidica de peso molecular
satimadag em 193.000 e sugeriram que resyltados anteriores
indicendo baixo peso molecgiar ¢ gubunidades estruturals podiam

ser explicados pela degreadagdo parcial da enzims devido 2

contaminacac proteslitica.

Mercler et alli, em 1872 (88), relataram gque a cuitura
de A. aerogenes, Ysads em experimento snterior (8B), foi cedida
pelo Professor K. Wallenfels., A cultura ers uma mistura de dois
tipos de A. aercgenes 4que podlam ser distinguidoes pela apa-
rﬁncia’m}croscépica, um formava capsuia (P ) e o outro (P 2 ndo.
Desde gque asg cdéiuias P aram mais faci?mente centri;ugadas,
038 agfores escaiher;m easta tinphagem para a progugac &
purificagio de puiulanase ligada & célula. Esta Gitima Yol
proguzida de acerds com ¢ métado descrito por Wallenfels et alldl,
em 1986 ¢(155) com & seguinte modificag¢do: fol utilizade O,04% de
pyiutana no melo de cultura para indugdp da enzims além de U,4%
de glicose e O,3B% de maltose. Verificaram quse a Inclusdo de
pegquens quantidade de pululana como fante de carbono assegurava
rangdimento constante de enzima enquanto que na auséncla de
puiulana a producao de pululanase &ra haixa & variavel, Ap&Hs &
gextracio de pululanase llgada & céiyta com aétergente, g enzima

fgi purificada peta adsorgac em DEAE~celutose, fracionamento em

cotuna de Sephadex G-200 e vromatografia em coiuna ge DEAE-
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celylose ¢ cristalizagso. A putulanase obtida era livre de alfa-
amilagse @ adequada para gstudos estruturails go amido e
gilcogénio. Os pesquisadores verificaram gue na etapa de
filtragc5c em gel Sephadex G-200 foram saeparatas duas formas de
diferentes pesos moiecutares. O peso molecular go  menor
componente gue podia ser obtido na forma gristalina foi estimado
entre 108.000 e 145.000. 0 outro componente foi eluido com "hiue

dgextran , Indjcande peso molecutar de gpeio mencs 500.800.
Obssrvaram que o componente de maior pespe molecuiar gra
convertido na forma de menor peso maiecu!ar' apbs estocagem a
90 oC durante 18 horas e sugeriram que este fato era resultado da
acio de protease presente na solugdo enzimadtica. Os autores
estuydaram a aplicsgdo da puluianase livre de aifa—amilage obtlda,
na hiﬁfé!ise de polissacarideos ramificados. Concluiram que 8
pulutanase hidrolisava faciimente as cadeias cyrtas, por exemplo
residuos de maltose ¢ mallotriose de peta-dextrina limite ¢ da
sifa-dextring limite de amilopecting. verificaram também gue 0
peso molecular do substrate nde infiluenciava a velocidade de
ataque pela puluianase. AS cadeias lineares de amilopectinag,
faram também hidrotisadas, porém, menocs rapldamente. stugeriram
que @& Incapacidade da puiuianase hidrofisar @ glicogénio era
dgevida &0 alto gray de vramiflicacde do mesmo. Contudo, O
gtlicogénio podia ser totaimente desramificado pela agag

concaomitante da beta—-amilase,

Heda e ODhba, em 1872 (148}, descreveram 2 purificagan,

criatalizagda e algumas propriedades da putulanase
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extracetytar de uma linhagem e Serchacter asrgzenes.
Parsa | producac de enzima, = cultera de 29 hores fol
inpcuiada em fragscos de SBO mlL de meio de cuitura

constitulde de 0,75% de CH GOONB ; 1,2% de amido dg katata

3 45
sgiavel: 8,25% NaNO . 0,2% K 80 ; 0,1% K HPO 0,058%
3 Z 4 c G
Mq30 7H 0 0,05% KGi; 0,09% Feptona e 0,00B1% Feh0 7H D e os
4 2 4 2

frascos Incubados gurante § digs & 30 oG em agitador
rotatdério. A pululanase extraceluiar fol purificsda cerca de B
ypzes por meip de fracionamento com sulfato de amBnio, colunas de
nEAE-celulose, Sephadex G-200, DEAE-celulose e recristalizagdo
suycessiva. A enzima cristalina apresentou stividade atima em pH
6,5 ¢ a 50 oC. & putuianase cristalina apresentoy-se estavel na
faixa de pH 5,0 &8 11,5 aphs incubagdo a 40 of durante BO minutes.
A enziﬁa mostrou~se estiave! em temperaturas inferiores a &0 ol
apOs incubascEo em tampdo acetato O,08M pH 6,0 durante 30 minutes.
0 tratamento térmico de putulanase em tamplc acetatoe B,02M pH B,0
a 30 oc, 40 oG, 45 o6, 50 o0, 55 oG, 80 of, 70 of & BOQ oC durante
430 minutos resultaram respectivamente em 2%, <%, B%, 8%, 0%,
fE%, 45% £ 100% de inativacho respectivamente. 0 peso molecuiar
da pulutanase fol estimado em 66.088 e 58,000 através de

gletroforese em gel de potltiacritemida e ultracentrifugacao

respectivamentea.

Poste rjormente, ©s mesmos autores, em 1873 (1113,
retataram a purificacio, cristaiizagdo € algumas propriedades da
puyfglanass intracelular de& Serobacter agsrogenegs no, 10h, Para

a produgho de puylutanase os autores utitizaram sulfate de amdnigo
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como fonte de nitrogénio e extrairam a enzima com D,1% de dodecil
sulfato de sédio  camo descrito anterforments {483, Os
pesquisadores verificaram dque a solugio enzimatica extraida com
5D5 apresentava menor atividade especifica do que 0 sobrenadante
g0 melo de cultura contendo a puluisnase extracelular. Este fato
giferia dos resuitados obtidos por Wallepfels et alii (185) no
gqual a8 atividade especifica da puluianase intracelular era maior
g0 gue 3 extracefuiar, A pululanase intracelular fol purificada
cerca de 15950 vezes através do fracionamento com sulfato de aminio
e cromatograftia em colunas de DEAE-celuiose e Sephadex G-200
sucessivamente. U peso molecuiar da pulutanase intracelular
purificada foli estimado entre 70.000 e 90.000 através da
filtragdo em ge}l Sephadex G-200 e entre BU.000 e 100.000 através
do equiiibria de sedimentagio. No estuds de uitracentrifugacio a
amostra de enzima cristalina apresentou—se coms uma dUnica
proteina. O3 autores relataram que a puylulanase extracelular e
intracelular apresentaram atividade otima na temperature de 50 ol
mas diferiram ligeliramente na faixa ge estahiljdade térmica e de

pH de estabitidade,

Mercler, em 1873 {88}, empregandoe um método enzimatico,
estudou a estrutura da amifopectinag de amido de miiho contendo
B4% de amilose e comparou a amilopectina de amido de milhe eceraso
e normal. As cadeias foram desramificadas peia puivianass de A.
aerogenes, fraclionadas por filtragao de gel de Sephadex G 50 e
a tinearidade das cadelas testades pels wgdo da bete-amiiase. As

cadelas internas da fragio amilopectina foram estudadas apds
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desramificacio da betea—-timite dextrina,. 03 regsyitados mostraram
guye as amllopectinas de amido ceross & normal eram idé@nticas. A
fragao de am)lopecting de amide c¢ontendoe 649% de amiiose
apresentava cadelas internas mais ifongas do dque aquelas de

amitopecting de mifhe ceroso.

Yokohavashi et atii, em 1873 (170), compararam a
atividade especifica da igsoamilase cristailinag de Poseudomonas

sp 5815 e da pululanase cristalina pxtraceluylar de Soecrobacter

REFOGZENES ATGG a1 8m diferentes substratos. tima
unidade de atividade especifica foi definida comeo a
guantidade de enzima que liberave substénoias redutoras
equivalente a 1 umol de glicoss paor minygto par mg de

proteina a8 40 oG wusando-se 2% de substrato. Os valores de

atividade especifica para Ispamilase foram 110-2840 umoles
para amilopectins e 1,17 umoies para gjicogénta e 1,1
pymotes para pululana, A atividade especifica da puluianase
de Aerchacter RErOQEenes foil 3-8 pminlies para
amitopecting, g,6-1.,2 pmoies para gilcogénio a 53
gmoies pars puluians. is valores de Km (g/mi) da
tapaml lase foram aproximadamente de 1 X 10 ) 82 X ?an para
amilopectinag, glicogénio & £ X 10 ? para pylutana enguantao
gue 0B valores para pututanase foram apraximadamente

-3 -2 ~2 -2
B X 10 - 1 X 10 para aTétopectina, g X 180 - 5 X 10

para glicogénio e 1,7 X 10 pars puluiana. Previamente, os
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autores (55) haviam relatado que a lsoamilase ndo hidroljsava @
pulutana e acreditaram que provaveimente haviam utlilzado baixa

concentragcizo de enzima.

Marshali, em 1873 (92), verificou que a pululanase 48
Acrobacter =aerocgenes era inltbida por "Schardinger” dextrinas
otigossacarideos ciclicos constitufdos, de & e 7 wunidades de
glicose unidas pot+ ligagies giloosidicas atta - 1.,%. A
ricipomaltohexanse na cancentragio £8,8 ugfmi e gicioheptanse na
concentracio 2,82 ug/mb iniblram 33% da atividade de puiuylanase
sobre puluiana. O0s ollgossacaridess fineares correspondentes em
concentragdes 0,85 mga/mlL ndo iniblram a puiulanase. Glicogénio e
amilopecting utitizados em cancentracgoes 2,5 mg/mL ndo itnibiram a
enzima; A esta concentragao canfuda a amiteose inibta 5% da
atividagde de puldlanase., A ciclama!tnnexaasé ng concentrac&o 6,28
mg/mL Inibta &% da atividade de ignamiiasse #eg Cytrophags sp
enquanto gque a ciclomaltoheptasse na npiesma concentragBn nio
inibia @ enzima. O3 autores sugeriram que o efaite de
*cohardinger™ dextrinas sobre enzimas desramiflcantes poderia ser
utilizado pars 8 classifica¢io de isoamiiase ou pululanase devido
a diferencas de ipibigio destas enzimas, Simitarmenie a inibigag
seletiva da putulanass poderla auxiilar na getecgan desta enzims

em mistyras de gmlilases.

Em 1973, Manners e Yellowlees (302, verificaram a
presenga de enzimas amitloiiticas desramificantes sm extratos de

alantas superiores & maltes comerciais, A atividade

-
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gesramificante fol denominada atividade de dextrinase {imite @
determinada usando puiuians como substrato. 08 extratos de
cevada, centelo, miitho & trigo ndec germinados continham baixg
atividade que aumentava marcadamente com & germinaglo. 0Os
gxtratos de avela nio germinada apresentavam alta atividade porém
esta nso sofrias Incremento durante a germinagio. A adigio de
dcido gtherédlico resuitava em um gumento de 70-80% na atlvidade
de dextrinase |limite da cevada durante & germinacao., Amostras de
maite comerciais continham quantidades variadvels de¢ atividade de
dextrinagse limite que nao apresentayam correlagia cam 2

capacidade diastatica,

Griffin e Fogarty, em 1873 (B33, reiataram as
observécﬁes pretiminares do sistema enzimatico etaborado por uma
linhagem de Bacillus polumuxa para 8 degradagidoe do amido.
veriticaram 8 existéncia de pelo mepos dois componentes: uma
enzima desramificante especifica para as ligagdes giicasidicas
alfa-1,8 da amliopectina e uma alfa-1,4 glucans maltohidrolase
que convertis amliose para maltose. Posteriormente, 08 mesmos
aytores (594) verificaram que g atividade de alfa-1,4 glucana
mattohtdrolase era otima em pH 8,8 ¢ 37 a6. A snzima era estavel
8 37 of mas era rapidamente Inativada eﬁ temperaturas superiares
a 37 of., 05 autores demohstrarap que @ atfa—-1,49 glucang
maltohidrolase atuava como uma exoenzima da mesma formsa gue as

beta~amijiases vegetais e era Intbide pelta maitase.
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Palmer et ajil, em 1873 (114), estudaram 6 mecanismo de
utitizacio de carbolidratos exdgenos e endbégenos de uma iinhagem
¢6 Eccherichia coli e sugeriram que o microrganismo utilizaria
a puiulanase para a desramificacdo de carboldratos extracelutares
gnquante gue a fung&o dg isoamilase seria na degradagdo
intracelular de siicdgﬁnin. esta forma, maltodextrinas seriam
providas para a utilize¢do intraceiular em E. coli por ums das
duas vias. A pululanase e permease atuariem respectivamente na
degradagas e transfergncia de atta glucanas ramificadas
extraceluiares. A ispamilase produziria maitodextrinas durante o
processo de desramificagao de glicogénie intracelutar. As
maltodestrinas originadrias de qualguer uma das vias seriam
metabollzadas para glicose & glicose-1 foafate pela agao de
amlioméitaae e maltodextrina fosforilase. 0Us autores sugeriram
que M. BErogENES @2 Streptococcus mutans provavelimente
terfam enzimas simifares, sendo que © primeire microrganismo
também prodyziria atfa-amiliase extracelular para @auxitisr na
degradacdn de alfa~glucanas exbgenas. 0s autores verificaram qgus
a pulutaenase tigada & céfula da inhagem E. coli existia
complexaga com  um lipopolissacaridsp - fosfolipoproteina em
associagao com a membrana externa, da mesma forma que 3

puluianase ligada & célula de A. aercgenes.

saito, em 1973 (131}, isojou, do solo, uma linhagem
de pacillus licheniformis produtora ge atfa—amllase de
caracteristicas ndo usuais. A enzima ers ativa em ampla faixa de

pH, apresentando atividade maxima entre pH 5. ¢ 8 e cerca de 35% e
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7B% da atividage em pH 5,0 e pH 14,0 respectivamente. A& alfa-
amiiase apresentava-se estave! na Falxa ds pH B & 11 apés
incubag8o 8 25 ol durante 24 horas. 0 autor verificou que a aifa
amltase g8 B. licheniformis era mais termeestavel do que a
alfa—amiiase de B. subtilis. 0 tratamento térmico dag enzimas
de B. licheniformis ¢ de B. subtilis em tampdo Tris—acetats
n,gs m pH 8,0 durante 15 minutes a 780 oG resuyttaram
regpectivamente em 4% e 35% de inatlva¢io respectivamente. O peso
motecuisr da enzima foi estimado em 22.500 através de Fiitragdo
gm gqel Sephadex 6-100. A alfa-amilase de B. licheniformis
apresentava a caracteristica de hidrolisar amiiose @ amitliopecting
com produ¢dio predominante de maitopentaose durante todos os

gsthalos de hidréailse.

Em 1974, Dessein e Schwartz (38), questionaram a
produgdc de pufulanase em FEscherichisa celi, descrita por
paimer et alil (114} no ano anterior., Os aulores nao detsctaram
arividade de puilulanase em culturas de 11 finhagens de E. coli
cultivadas em meio contendo maitose. Nenhuma destas |inhagens,
nem outras €0 1inhagens de Escherichia sp testadas puderam
crescer em meio contendo pululana como fonte de carbeno, enquanto
todas utitizaram maltose e algumas maitolriose. Paor nutro fadog, &
atlyidade de pululanase pode ser detectada, como relatados por
Sender € Wallenfels em 19B6, em duas iinhagens de Aficerobacter
acrogenes. A liphagem utiiizada neste experimento sob o nome de
fserobacter aserogenes 100817 i1, enviada pelo Dr., Benader H.

fpi ldentificada come Klebsiella preanodias nao capsujada,
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hiotipo ¢ (12B) € a outra linhagem de ferobacrter aerogenes
cedida peto Dr. Wober 6. foi classificada como Klebgsiella

pneumcon iae tipo 5, bistipe a.

Fneveldsen e Schmidt, em 1874 (44), wutiiizaram a
pujufgnase extraceiuviar de Gerobacter serogengs para o
determinagio das estruturas de dextrinas ramificadas de cerveja.
A pulutanase foi escoihida devido a capacidade de hidroiisar
gextrinas ramificadas em mailtossacarideos {fineares. Apbs
cromatografia em coluna de Bio Gel p~2, as dextrinas da cervela
apresentaram uma distribuigdo caracteristicas em relacio ac peso

molecular. Foram Isojados quatre grupes ge dextrinas de grau de

polimerizagao (oP) 5-10, 11-18, 17821 e ee-27. Apds
desramfficagﬁu " das dextrinas verificou—se gue o grupo i1
(DP 11~18), grupo i1t (DP 17-21) e agrupo IV (pp 2e-27) continham
guas, trés e quatro iigaghes gitcosidicas alfa—1.,8

respectivamente., 08 autores concjulram que a major parte das
flgagdes glicosidicas alfe—1,8 da amiinpecting nao 580

nidrolisadas no processs de produgdo de cervela.

Robin et afil, em 1874 (1273, utitizaram a puiutanass
de #. aercgenes € a bets-amilase Ge batata doce no sstudo da
composi¢an € da natureza do resiguo Insolidvel obtide do
tratamente 4cido prolengado do amido ds batata. Apbs anaiise dos
produtos da hidrélise enzimtica o3 sutores sygeriram fQgue @8s
ramiflcagies altamente ordenadas da amilcpectiné sig constituldas

de cadeilas contende 15 residuyos de giicase.
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Hope € Dean, em 1874 (832, estudaram @& sintese de
putulansse em 17 linhagens de Kiebsiella aerogenes, atravaés
de cuyitura continua, em meip contendo maltose comoe Indulor @
fonte de carbono. A enzima parmanecia firmemente ligada a céluia
e parecia estar jocallzada ns parede celuyiar. Trés (inhsagens pro—
guziram altas atividade (R, NCIB B938 e¢ NGIB 8017), dore linhagens
quantidade Intermediaria e duas (NCIB 8153 e NGIB 8149860 produzi-
ram atividade negilgenciével mas foram induziveis com palulans,
GContudo, em limitagio de carbono, a pululana nio Induzia maior
gquantidade de enzima do gue maltose, maitotriose oU misturs de

ol igossacarideos e ndo fol desesvolvida hiperatividade em cultura

projiongada.

Mitsuhashl et atii, =m 1879 {1087, descreveram
processas pare e produgdo de maltese, com &ito grau de pureza
ytilizando al¥a-amilase ou acide para 8 tigquefacado de amido e
peta—-amiiase, puiulanase e a4 ispamilase na stapa ge
sacarificagie. Como exempio a suspensio de 10% de amigo de batatas
doce fol ligquefeita até a obtengdo de dextrose equivailente (DEJ
2,7 com alfa—amiiase bacteriana. A seguir o amido liguefeito fol
sacarificado com 25 unidades de beta—amjilase por grama de amido =2
45 oC por 16 horas, A atividade de bets—amliase foi determinada
peia incubaglo da mlistura de 5 mlL de solucSo 1% de amido soldvetl,

4 mi taépén fosfate O,1TM e 1 mi de enzima, @& 40 oC por 30



40

mingtos. lima unidade de atividade de bhets-smilase Tol definida
como @ quantidade de enzima que produzis 10 mg de maltose
expressas como glicose nas condigdes do ensaio. Para comparacdo a
mesma amostra de amidoe tiguefelto fui sacarificade com 26
unidades de beta-amilase ¢ 10 unidades de pululanase por grama de
amida. Para a determinac¢dc da atividade de aifa~1,6 glicosidase a
mistura de 5 mL de selugdo 1% de amido de arroz cerosg, 1 mb
tampio acstate O,5M pH 6,0 e 1 mbL de snlugBo de enzima foi
incubada a 498 of por 30 minutos. Apdés a incubagdo, uma afiquots
de 0,5 mL da mistura de reagap Toi transferida para tubo dsg
ensalo contendo 0,5 mi de soiluglo de iodo D,0Tm e a solugdo Fol
dituida com 15 mlL de agua destilada. & absorb8ncia da solugdo foi
madida a 810 nm @& o aumenté de 0,7 na absorbincla foi definldo
como 10 unidades de atividade. 0s autores relataram gque 3
sacarificagio usandu_ sonmente beta—amilase resultavs em BR%R de
rendimento de maltose snquapto que wutilizando Dbeta—amilase @

pululanase era obtido rendimento superior a 80% de maitose.

Norman & Wobher, em 1875 (105), compararam o sistema de
gnzimas envolvidas no catabhotlisme dea maltodextrinas em
Pueudomonas amuloderampsa ¢ Pseudomonas saccharophila.
s autores conciuiram que permease, maltodextrina fosforilase
e g4-gifa—glucanotransferase ecorrem intracelularmente em ambos
os microerganismos. A degradacBo de slfs—glucanas extracejulares
ara mediada principaimente por uma issamilase intracelular em P.

amgloderamnosa engquanto que & Jinhagem P. saccharophils
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possuia uma alfa-amilase exiraceidlar & uma pululanase firmementea

»

figada & célula.

amemura et atii, em 1978 {123, vrelataram gue grupas
triptofans séo importantes para a formacao do complexo enzima-
substrato ¢ga puiulanase de Aerobacter aerOogenes ATCEL 88271, A
enzima Tol inibida par Hga+ , N-bromosuccinimida, bromelto de
2-hidrosi S-nitrobenzit, riboflavina H-fosfato, histamina g
imidazol. fons metdlicos e outres cofatores ndo pareciam ser
esgenciaia para a atividade de pulutlanase. 0s compostos p-
cieromercurtbenzoato, N-etilmaleimida e iodoacetats nis inibiram
a puluisnase, inpdicandoe gque grupos +ig! nig s&0 essenciails para 8
gtividade. Grupes tiresina € histidinag néo parecliam sar
assenclais desde que @& atividade nga Tol significativamente
inibida por iodo, 0s composios N~wromosuceinimida G,87 mM e
promets 2-hidroxi B-nitrobenzil g0,1" mM, intbiram completamente a

atividade de pululanase, sugerinde quye grupas triptofang podem

ser importantes para a atividade.

Nakamura et atii, em 1875 (103), descreveram a
purificacao ¢ algumag propriedades de pululanase alcalina
extraceiular de Bacillus sp no. so2~%. A enzima ¥ol pupificads
cerca de 280 vezes através da adsorghe em DEAE-celulose,
fracliaonamentoe com acetona, precipitacioe com suifato de ambnip e
ctromatograftia em coluna de DEAF-celuigse ssguida por filtragho em
gel Sephadex G-zZ00, 4 pululanase apresenifou uma panda de protseina

am eletroforese em gel. 0 peso molecuiar Toi sstimado em a2 .000
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sulfato de sbdip. O pH btimo de atividade da enzima fol na Taixs
de 8,5~9,0. A temperatura oétima de atividade da pululanase fol
55 o em pH 8,0. A& estabiiidade térmice fpi medida apbs
aquecimente da enzima em tempie fesfate 0,1 M pH 8.0 am varias
remperaturas per 15 minutes. A inativagde ocorria graduaimente 8
s atividade residual a B85 8C era cerca de 83% A enzims
apresentéva—se estave! apbs incuba¢do a 4 of por 29 horas na
faixa de pH §,5~-11,0. A& enzima hidrojisava compietamente as
iigagdes glicosfdicas alfa~1,6 da amiiopectina, glicogénio e

pufutana.

fithba e Heda, em 1875 (1127, estudando &lgumas
proprigdades da pululanase extra & intracelular da linhagem de
sercbhbacter aerogengs 0. 105, lsolada pelos autores,
verificaram gque a composigio de aminnacidos destas enzimas eram
semelhantes. Ambas enzimas apresentaram trés diferentes
pontos iscelétricos. Foi supgerido gue gstas pululanases

consistiam de tris subunidades nZo ldénticas. A atividade de

puiulanase apbds focalizacao ispelétrica dscrescia
acentuadamente, sendo recuperada soments 5% da atividade
priginal. Fol obsarvado gue a pululanase rompia as bigacdes

glicosidicas aifa—1,8 da pulfulfana a8 acasy, atuands como uma

endoenzima. fons caiclo estimyleram cerca de 30% a astividade
de pufulanase enquanto que ions de metais pesados excelo Mna+ e
Ag+ inativaram consideravelmente a gnzima. 0 sdeido
etiienndiaminotetracético (EDTA) na cencentragao 10 § ~ 10 ) M
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inibia cerca de 20-490% atividade de pululanase., 0% autores
sugeriram que fons cgicie podem ter papel importante na
manutengso da cenformagdo da enzima. Reagentes suifidrificos nao
inibiram a pulvianase. 0 detergente dodecii sulfato de sbdio na
concentracie 1Dm3 M inibia B0% da atividgade de pululanase. D
reagente N-bromoesuccinimida em concentragfes superiores a 2,5 X
8 ° M inibia completamentes  ambas putulanases, Osn autores

sugeriram gue residuss de triptofano podem estar envolvidos na

acio enzimatica das puluianasas,

Falmer, sm 1875 (118), descreveu a aplicagdo de xaropes

de glicose obtides através da hidrélise enzimatica do amido, sm

panificagdo, cenfeitaria, produgée de gelédias, bebidas
carbonpatadas, conservsas, sarvetes ¢ afimentos infantis &
ressaltou a8 utilizagdoe potesncial de xarope com alto teaoer de

maltose & Trutose.

Manners, em 1878 (81) compsrouy a4 agd0 de enzimas
desramificantes extral{das de avels, arroz, cevada germinada,
sorgn 8 feijdo fava. As enzimag purificadas hidrolisavam
faciimente beta-dextrina timite de amiiapectina com a produgso de
maltose 8 mailtetriose. A wvelocidade de  hidréiise da beta-
dextrins timite de amilopectinag pelas enzimas desramificantes sra
diversas vezes superior aguela de samilogpectina. As @nzimas
apresentavam baixa ou nenhuma atividade sebre o glicogénic de

figados ou fitoglicogdnip em condigbes em que amilopectina ou
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bets—-dextrina limite de amitopectina eram hidrolisadas & sram
incapazes de remover unidades glicosli dos oilgossacaridaons

3
pangse 8 6 ~glicosii maltetrioss,.

Mo trabalhe realizado por Xitagawa et alii (757,
estudou-se @ inibigdo e algumas propriedades da {spamilase de
Ponegdomonas Sp. Esta altima afa inibida' Bpor L R
hramoesuccinimida 0,001mM e brometo de S~hidroxinitrobenzii 0,1mM
e as autores sugeriram gue a inibigdo sra devido a alteragdo
gstrutural de enzima. A atividade era retida apbés tratamente com
Gcido etiienodiaminotetracético e apbs didlise preiongada contra
tampio, desta forma fons metalices ou outres cofalores n&Eo
pareciam ser essenclais para a atividade de ispamitase. 0s
agtoeres verificaram qus @a enzima nao eras inibida por p-
cloromercuribenzoate 0,BmM, N-etiimaleimida TmM e mercaptoatanol
10mM e sugeriram qus grupoas tiel e dissulfite agn aram éssanciais
parsa a atividade. A isoamiiase era inibida par
feniimercuriacetato, iodoacetato g metais pesados, contudo
verificaram gque grupos metiontd g cerboxiias ni8oc pareciam ser
essencials uma ve?r que azida e carbodiimida ndo inibiram @
atividade, Ao estudar & estrutura da ispamilase, através da
aniiise de equiiibric de sedimentagde e filtragaoc em gel de
Sepharnse 6B na presenga de hidrociorets de guanidina 5 M,
concluiram que era composta de duas subunidasdes nbo 1igadas

covalentemente, cada uma com peso malecutar gestimade em B4 000,



Em 1875, Uriaub & .Wober (1B8), propuseram que as
enzimas envolvidas na degradagdo de¢ glucanas ramificadss pelop
microrganismo Bacillius amylicol iguefaciens seriam aifa~"
amiiase 8 isoamiiase. Pela agdo concomitante destas enzimas,
excretadas np meis de cutture, o gilcogénic e o amido seriam
degradados para maltodextrina & maltose. Estas maltodextrinas
jineares poderiam entdg ser atacadas peia aifa-glicosidase jlgada

& cétula e os produtos transportados para o citopliasma por uma

PErMBASE.

deaningros et alit, em 1878 (88), sestudaram a produgdo
dg  uma snzima amiielitica desramiticante pelsg ~i{inhagem de
Escherichia coli 46 1863. A enzima intracelutar hidrolisava

as ligagBes glicosfdicas alfa-1,6 de fosforitase daxtrina~limite
de glicogénio apresentando atividade dtima em tampao acetato pH
#,0 e 50cC. A snzima &ra estavel a 4ol por diversaos dias, Era

inibida por indoacetato 10mMN, p-cioromercuribenzoalo imM & Gusge

4

tmM. Cerca de 50% da enzima era inativada com (NH 2 50 0,03M mas
4 2 9

nso era inibida por Na SO0 0,1M, s substratos beta-dextrina

c 4
{imite, de amifopectina & d& glicogénio eram desramificados pela

preparache enzimadtica purificada, com tibaracho de mattotriose e
peqﬁena quantidade de maltase, & enzima ndo hidroiisava a
pulutana. Atuava sobre a amilopectinag € glicogénio com aumento
ga poder de cojoragac com reagente de fodp, mas a velocidade de
reagdo sobre estes dois Gitimos substratoeos ers baixa em retagap

ap substrato fosforilase dextrina limite, de glicoegénio.
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Alien e Dawson, em 1975 (113, descreveram ag
caracteristicas das gnzimas  desramificantes {spamiiase ¢
puluianase € a utilfizagdc das mesmas ns produgdo de maltose 2
amitoss, Ressagitaram também a aplicagdoe potencial de maltose em
geléelas e sorvetes 2 de amilose na produgaoc de filimes

biodegradavelis,

Enrevoldsen, em 78785 (485), enfatizoy as possibllidades
de aplicaciao e o uso potenclal de enzimas desramificantes am

cervejaria, em combinag¢so com alfa e beta-amilases pard o aumento

ge agacares fermentiveis,

Hurst, sm 1875 {(§5), descrevey um processo de conversao
4 émi&a para glicose pela sscariflcagio de amido liquefeito, tom
glicoamiiase e uma enzima amilolitica desramificante, em pH que
intbia a a¢8o reversivel da glicoamiiase. Nests processo ¢ amide
era tiquefelito preferenciasimente com uma sniima como affs—amilase
e sacarificado com glicoamifasge fangica & puluylanase de
fAeraobacter aerogeENEs fa faixa de pH 4.8 8 8,7,

preferivelimente entre 5,9 e 6,3.

Wober, em 1878 {1802, verificou a produgio de
pujulanase em diversas linhagens de Kiebsiella sp £ S5Ua agip
na degradacio do amido. 83 linhagens Klebsiella pnsunconiae
NCTC 8833, K. ozaenae NGTC 5050 & K. rhinoscleromatbtis NCTE
L0498, representativas de todos 03 meambros .da género Klebsiellsn

s prodyzirans putulanase. Além destas linhagens foi testado o
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crescimente de 58 iinhagens de Klebsiella sp gem maelo de
cuitura séiide contendo maltose, maltodextring, amido solavel,
glicogénio ou pulufana como fonte de carbono. Todas as linhagens
gpresentaram crescimento exuberante com maltose @ malto~
dextrinas, sete tinhagens tiveram baixs ou nenhum crescimento com
amidoe, puiulana oy glicogénio,. Entre as B1 tinbagens que
apresentaram cresciments em amido, pululana ou glicog8nio, trés
foram examinadas com malor destalhe para verificar o possivel
envolvimento da puiulanase na utilizacio de giffa~glucanas, A
produgdeo de pululanase fol induzidas pelo crescimento das célutas
em alfa-gliucanas, enguanto gue glicersl, D~glicose oy lactose nio
tnduziram a formagdo de enzima. A producdo de pululanass petas
trés tinhagans variou sob condigises diferentes de cultura
comparaveis, assim come a alfa—amilase. Fxperimentos comparativos
sobre crescimenta do microrganismp em ajlfa~glucanas linsaras e
ramifticadas permitiram a conclusdo gque 8 agho concomltante das
hidroiases especificas como & alfa-amilase para iigagdes
giicesidicas alfa~1,9 e a pululanase para ligagbes glicosidicas
atfa=-1,6 era um requerimente obrigatério para a8 vutilizagas

efetiva do amido e do gilicogénia.

Em 1876, .Jeaningrua et &@iii (70), estudaram a
purificacaae 8 propriedades ge Bma enzima amiiolitics
desramificante da tinhagem de Escherichia coli K12. A enzima
hidrolisava faciimente as {igag¢des glicosfdicas ailfa~1,8 dos
substratos fosforiiase ¢ alfa-amijase dextrina limite, gs

giicogénioc e de amifopectina. A amitopectina era oompletamante



48

hidrolisada mas @& enzima mostrava baixa atividade sobre o
glicogénia. A Bnzima desramificante do E. coli K12, ndo podia
ser classificada como pululanase porgque nfo apresentave atividads
sghre a puluiana. E famhém diferia das ispamilases bactsrianas
descritas em outros estudos devido & inabilidade para hidrolisar
0 glicogénio. A enzima desramificante apresentava atividade
6tima em pH 5,6 e a 450 - 5000 e era fortemente inibida pelos

reagentes sulfidrilicos iodoacetatn & p~cioromercuribenzoato.

Takasaki, em 1876 (1413, isoloy @ micrarganismo
Bacilius cersus var., mucoides produtor de beta-amiisss e
pululanase extracelufares, gque se¢ mostraram efetivos na predugio
de maltose a partir de amido, Posteriormente (142), 0o autor
relatou & purificacao destas enzimas através do fracionamento com
sulfato de amidnio, adsor¢do em amide e celite e cromatografia em
coiuna de Sephadex G-100. As enzimas purificadas apresentaram—se
homogéneas na eletroforese em disen. A beta-~amilase produzia

somente maltose a partir de amilsse, samilopectina, amido @

glicogénio. A p'uiuianase de B. cereus vVar. mucoides
hidrolisava as figactes glicosidicas gaifa~1,8 da putulana
ftherande maltotiriosse 8 da beta~dextrina Ilimite produzindo

majtose, maltotriose € maltotetraose. 0 autor observou que nag
havia aumento da coloragdo com & solugdo de Jodo peia acdo da
puiluianase Sobre a amltopectina e sugeriy que essa puiuianase
apresentava alta atividade sobre ramificacBes de cadeias curtas
de @ ou 4 residuos de glicose em beta~dextrina fimite 8 nic tinha

sy apresentava baixa atividade sobre as ramificagies mais Jongas
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da amiiopectine. A puluianase de B. cereus var, muycoides nig
hidrolisava as Jigagdes glicosfidices alfa—1,68 de panose, isomal~
tose ¢ |semaitotriose. As condigdes étimas de conversiEp de amido
para megitose foram pH 6,0 -~ 68,5 e &50aC. O rendimento de maitose a
partir de amido dependia do srau de |lgquefacho do amido 8 o ren—
dimento maximo 95% de maltose foi obtido a partir do amido de ba-
tata ndo tratado com alfa-amilase. Com o aumento do vaior de DE
do amido de 1,48 para 31,8 o0 rendimento de maltose decrescia grae-
duaimente de 85,B% para B1,2% ¢ a foermagao de maltotriose aumen—
tavg de 5,1 para 25,8%. 0 pH 6timo de atividade da beta-amilase
g da putulangse fol verca de 7,0 ¢ de 6.0 - 6,5 respectivaments,
& tempsratura otima de =atividade das enzimas foi cerca de 500C.
As enzimas foram inibidas par reagentes sgifidrilicos comop ciore-

~to de mercdrio 8 p-clioromercuribenzosatoe,d inibicdo com p-~cloro-

mercuribenzoato era recuperads pelas adigds do cisteing. A
c¥ 2+ &+ o4 bag o e+ &4 1+
adicdo de fons Mg , Mn , G0 , Ba , Fe , Ow , Hg , Ag na

concentra¢do ImM ndo aumentava 8 atividade de pujuianase ds
Bacillus cereus var, mycoides, contudo a adigdo de fons G§+

ara aefetiva na protegsio de enzima contra desnaturagao térmica. O
peso motecular da beta-~amilase e da puiuianase foram sstimados am
35.000 + 5.000 e 110.000 + 20.000 rsspectivamente através da
fitltragso em gel! Sephadex 6-200, As anzimas foram estaveis na
faixa de pH 6,0 a 8,0 apés incubagdo a 3006 durante 3 horas. A
beta—-amilase permaneceuy estavel aphs tratamente térmico durante

18 minutaes em pH 7,0 em temperaturas inferierss a Blol, ]

trataments térmico da pululanase a 40c(, 5S0eC & BOeG em tampio



fostfato D,.05M pH 7,0 durante 10 wminutos resuyitoy  em 5%, 50% ¢

100% de InativacSo respectivamente.

Adam ¢ Priest, em 1877 (B), estudaram a produglo ge
pululanase extraceiular pela linhagem Bacillus macerans NOIB
g368. A enzima degsramificava beta—dextrina fimite, de
amiiopectinag e de glicogénio mas diferia da pululanase de K.
RErogEnes devido & inabltidade parsa desramificar 8
amiiopecting € aumentar o poder de coloragdo com selugdo de indo.
Estes resultados pareciam indicar que & vpululanase de B.
macerans Tinha balxa atividade sobre cadelas ramificadas longas
comparadas as cadelas curtas de beta~limite dextrinag ou que as
estruturas ailtamente ramificadas da amifopectina ou do giicogénic
!mpeaiém o acesso da enzima. A enzima apresentave atividade
atima na faixa de 50 a 5500 mas era rapidsmente inativada a

temperaturas superiores a 5006C.

McMulien e Andino em 1877 (87) relataram que 8 presenga
ge maltose e lsomaltose, em xarope de glicose obtide da hidralise
gnzimatica do amidao, era resultants da sintese a partir de
glicose, catalisada peia amiloglicosidase ¢ nadg pelia presenga de
impurezas enzimaticas na preparacan comercial dg

amifogiicosidase.

“Kainumg, Kobavashi e Harada, em 1978 (723}, compsraram a

sgan  da lscamiiase de Paospudomonas e da pulutanasge da

Kiebsislla sobre varies oiligoessacaridens. A iscamiiese diferis
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da pululansse em diversas caracteristicas, A isoamllase
apresentava masior atividade sobre os poiissacaridens de maior
pesg molecular comop & amitopectinag. & malaria dos
oligossacarideos ramificados testados foram hidrolisados a8 uma
baixa velocidade, cercs ge 10% mengr do que a velocidade ds
hidréiise da amitopectinag. s resfiduos maitosgil foram
hidroiisades peila tsoamitase muitoe lentamente em comparacio
aps residuos mattotrioesi!. 3 fsoamiiase redqueria um
minimo de trés residuos de giicose na cadeia, A
pufulanase assim camo a Isvamiiase foram Incapazes de
liberar unidades glicosl!l de ollgossacarideos ramificados como
panose, lsopanose, 61~D~aifa 2 gllcosit maittotriose, ancﬂalfa H]
giicostt maltetriose, EBNB“aIfa B glicosi! maltotriose, mas a
pu!uianésa hidrollaava ligagBes glicosidicas aifa—-1,8 de residuos
maltosii des compostos Sa—o maltosil maltese e 33~0 maitosii
mattotriose. gs ciigogssacaridens Ea-u—aifa maltotriosil
maltotriose e 63~G—alfa maltotriassit maltatetraose foram os
methores substratos parea a pululanase, com velocidade relativa de
162 e 148 respehtfvamente em relacdo a velocidade de hidralise da
pufutana, 0s autores confirmaram que os menores substratos pars a
puiulanagse Foram 08 telrassacarideos 53~n—aifa maltosii maitose,
6e“o—alfa maitosi) maitose ¢ B-o—alfa maltriosit — 0 -~ glucose,
comi previamente verificados por outros pesquisadores {3, Por
gutro lade, o menor substrato para @ iscamilase de Pseudomonas
fof o pentassacariden 53*0~alfa maitosii mattotriose. A Tabela A
descrita @ seguir {lustra a veiocidade de resa¢ic relativa da

igpamilase © puluianase sobre pligossacaridess e polissacaridens.
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TABELA A

VELOCIDADE DE REAGAD RELATIVA DA [SDAMILASE DE PFseudomonas sp
E DA PULULANASE DE Kilebsiella aerogenes SO0BRE VARIQS
ODLIGOSSACARIDEQNS.
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Wohner e Wober, em 1878 (181}, verificaram através da
separagio & anélise individual da membrana citoplasmatica e da
membrana externa, da linhagem de Kliebsiella sp bB298, que a ,

pulutanase estava assspciada & membrans externa, 0s autares

sugeriram gue tinhagens de Kliebsislils produzem pueluianase g,
dependende da linhagem, uma amilase especifica para g hidrélise
ge {igagbes glicosfdicas alfa-1,4, quandg crescem em meip

contendo alfa-giucanas. Enzimas comp alfa-amilase, emborag ndEog
identificadas de modo preciso, presumiveimente existem em algumas
linhagens (114, 1602, Uma amilase produtnra de maltohexaose fol
dgescrita por Kalnuma et alii (7%*. [Desta forms, hidroltases
tigagas a8 célula e clciodextrina glucanotransferase extraceluiar
serviriam para hidroiisar aifa~glucanas ‘disponfveis no ambiente
celular & produzir mailtodextrinas gue poderiam entdo ser
transportadas para o sitoplasma. Para aste fTim pululanase e
amiiase devem sestar disponfveis para a  hidrélise do substrato
macromolecuiar. Jevido ao tamanho moleculiar do amido, espera-se
que ambas enzimas estejam i{igadas & membrans externa da célula.
Gantudo, a jinhagem 52498, formoy quantidade mufto peguena de
amiiase & nin foi adequsda para estudos de localizagio subcslular
dests enzima,. O autores sugeriram que 8 a8¢30 simuitdnes de
puylulanase e amiiass, indsependente oy como um complexa, sobre
ajfa~qlucanas ramificadas produzem maltooligossacaridens i{inearss

gue passam atraveés de paras hitdrofiiicos ga membrana externa #

atcangam a permease na membrana citoplasmatics,.



Pazur et atliil, em 18978 (120), estudaram & sintese de
ollgossacarideos pela enzima glicosii transferase {(E.GC. 2.4.1.24)
isclada de prepara¢ap enzimatica comercial de glicoamilase
destinads para produgso de D-glicose. 08 autores verificaram a
sintese de 1.6 anldro beta-D-glicoplirangse e diversos D-glicosii
at!géssacarideas peta gilcosil transferase & partir de maltosse,
Tais produtos eram sintetizados pelo mecanismo ge
transgliicosilagdo envolvendo 8 formagloe de complexo D-giicosii
gnzima g desiocamente do grupo D-giicosii para substratos
sceptores apropriadoes. Foi verificadas & produgdoc de nigerose,
kolibiose, Isomaitose, maltotriose, panose, lsomaitotriose & B-0-
G~giicosit panose. 0 monossacarideg D-glicose era também um
produto da rea¢So e podia ser proveniente tanto do final redutor

como do final n&o redutor da maltose,

Ghiasi et @aiii, em 1979 (852), utilizaram & puluianass
noe estudo da caracterizag8o do amido soldével da crosta do pao. Os
gutores verificaram que g fragido de amidp solaével diminuia com o
envelhecimento do pao. Apés desramificagdo do amido soldve! com
puidtanase segulido do fraclonamento em Big Gel P-18, verificou—-se
gue o amldoe soldavel era essencliaimente ramificado. Este amido
soiave! apresentava batxa afinidade com iode, bhalxo peso
molecular ¢ cadelas lineares de comprimento mals curtos do que
ggquelas de amijfopectina, 08 autores retataram gque & fragdo
sglavel era a amilopectinag degradadas pela a¢dc de amilases

dgurante 8 panificagdo.
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Konishi 8t alil, em 18979 (77), estudaram a ocorréncis
da puluianase aim varios microrganismos da familia
Enterobacteriaceae. 0s autores verificaram que somente as
linhagens de Klebsiella cresceram bem stilizando amilopectinag e
pululana e produziram pululfanase. Nenhuma das linhagens do g8nero
Enterobacter testadas produziram puiuianase. A puiulanase
produzida por varias linhsgens de Klebsiella fol testada peln
método de imunodifusdo. 0 filtrado do meio de culturs e do
extrato ecelular de todas as linhagens de Kiebsiella testadas
formaram uma {Jinha de precipitagdo contra o antisoro preparade
com pulutangse cristaltina de K. poeumoniae F0 3321, Os
autores observaram gue as pulutanases de Kiebsiella podam ser
givididas em dois grupos: ¢ primeirc grypo compreends @
pululanase de K. aserogenes W/, K. prneumaniae (FD 3318, IFD
3318, FO 3321, IF0 12058 ¢ 1F0 13547 e v outro pulutanase de K.
pnesumanise  F0 3317 e ATCL 21073, O primelroe grupo  eara
constitufdo de puiulanase homéloga e o segungo compreendia
puiulanase heterdloga porgue sua tinhs de precipitagioc formava um
gsporac  com a linhs hembdlioga. As cutras linhagens de
Entercbacteriacears testadas nan produziram reagio de
precipitagcio com o antisore. 0Os autores verificaram que &
pululanase produzida na forma extraceiular ou ligada & céluta de
scordo com as condigdes de cultura {48, 1552 eram idénticas

imunoiogicamente.
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Amemura et alii, em 1980 (13), wverificaram que  a
isoamilase cristalina de Pseudomonas amyloderamosz sstava
contaminads com  tragos de enzima proteciitica. Esta Gitima
digeria a isocamiiase sob condigdes neutras ou aicalinas,
especiaimente na presenga de dodeci) sulfate de sddiec. 0 peso
motecular da isoamilase foi estimads em 80.000 astravés ds
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida e por filtragdo em gal
ge Sepharose 6B na presenga de hidrocloreto de guanidina, apés
tnativagdo da enzima proteoclitica. Us autares relataram gue 08
resultados anteriores (75) indicando subunidades da enzima com
peso molecular estimados respectivamente em 495.000 e 52,000
através de analise de equilibrio de sedimentagie e par filtragho
em gel na presenga de hidrocloreto de guanidina estavam

incarretos.

Ao estudar o efelts coadjuvante da puluianase na
degradagdo enzimatics de gr8nulos de amlido intacte, Ueda e
Marshalt, em 1980 (150), veriflicaram gue a pululanase tinha pouco
efeito na hidrolise de amido de milho cergse com atfa—amilase de
malte, porém estimulava a a¢3g da beta-amiiase de batata doce e

gde Baciillus polymyxi.

Atwell et atii, en 1880 {16}, estudaram &
desramificagd8o de amilapectina de trige peia - isgamilass de
Cgtopbaga e peia pululanase de Enterobactier asragenes,. 0
modo de acdo da pululanase sobre amiiapactiha diferia daquele da

isoamilase. Na vcoromatograftia do hidrolisade de amitopecting com



putuiangse, em gel Sepharose CL-28 obteave-se uma distribuligéo
bimodal das cadeias dursnte todas as etapas de desramificagBo da
amiiopectina. A isoamllase, contude, hidrolisava o polimern gm
fra¢oes intermediarias que, posteriormente, eram desramificadas

resultando em distribuigdn bimodal.

Hizuhuri et atii, em 1881 (BY), wutilizando eanzimas
amiloliticas desramificantes verificaram a presenga de cadeias
iaterals nas amostras de amilose de diversas fontes. A isoamitase
de Pseudomonas hidrotisava cerca de 30% das iigagoes
ramificadas de amilose de Dbatata. A a¢do concpmitante de
puiulanase de Rercobacter aercgeness e beta-amilase de batata

hidrollsava completamente a amiinse em maitose,

Lindros et a&aiii, em 1881 (85}, estudaram a combinagBo
de diversas enzimas amileliticas para a hidrdlise de amido de
cersais pré—tratado com alfa-amifase. As enzimass comerciais de
glicoamilase de Aspergillus niger, beta-amlfase de cevada e
puiulanase de Kilebsiella asrogenes foram imobijizadas por
adsorgaoc em resina da Duotite S5~7681-fenol~formaitdeido 8,
subsequentemente, tratadas com 2,5% de glutaraldaido. A adigéo de
1 unidade de pululanase impbilizada a 20 unidades de glicoamilase
aumentava consjderavelmente a velocidade de sacarificacsdo de
xarope de amido de cevada, em processo descontinue realizado a
S0¢C ¢ pH 5,0, porém com pequens efelto ne valor de OF finatl. A
inclusBio de 10 unidades de pufulanase Iimobitizada & mistura de

160 unidades de glicoamiiasse imobilizada e 1880 g¢nidades de
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glicose isomerase imobiliizada comercial aumentava & velocidade de
hidrélise @ o vator de DE final na sacarificacBo 8 isomerizagao
de xaropes e amido ds8 cevada em colunsg d8 operagio contfnua a
50oC & pH 8,8. 0s reatores puderam ser operados por diversos
meses com baixo decréscimo na atividade 8e & contaminagdo era

controlada por preservantes,

iwaki & Fuwa, em 1381 (BB), descreveram & purificagao e
algumas propriedades da enzima desramificante de arroz germinado.
A enzima foi pupiflcada ateé hamogeneidads através de
cromatografia em colunas de ciclohexamilose acopiada a Sepharose
68, Ultroge! AcA-44 e Bilg Gel P-150. A& enzims purificada
apresentava pH 6Gtimo de atividade em pH 5,5. A temparatura dtima
de atividade fol S0of apos 20 minutos de reasho em tampldo acetato
pH 6,5, A enzima hidrelisava rapidemente a pululana, porém
degradava moderadamente o amidp de arroz cerosc e de mitho
carpso. Diferentemente de outras enzimas vegetais, a enzima
desramificante de arroz germinado deyradava o fitoglicogénio e o

glicogénio.

Yamaga, em 1881 (168, ao estudar @a conversdo de
enzimas desramificantes ativas e inativas, de semenles dg arroz,
sygeriram que estas eram sintetizadas na forma ativa durante a
fase Inicial de amadurscimentes, acumuiavam pa fFormag inativa e
padiam ser reativadas durante a germina¢gdoe. A segulir, o autor
{187) retatou que a gnzima desramificante purificada, extralida de

aveia, hidrolisava rapidamante & puluiana, beta—dextrina timite e
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fosforitase dextrina 1imite, de amide de arruz C2rose € arroz
nermal, porém degradava lentamente amido de 8rra? Cceroso g arroz
normai. Verificou-se também 2a presenga de eonzimas na forma
tnativa em trige, cevada & centeio, qgue podiam ser ativadas com

agentes redutores.

Spencer-Martins, em 1882 (137), verificou gque uma
linhagem de tevedura ( Lipomyces kononenkoae ) produzia
iscamiiase (glicogénic &H-giucanohidrotase E.C.3.2.1.B8) quahdon
crescia em melo contendo amido., A enzima aumentave a bata-
amiigoiise da asmilopectinag e glicogénip, hidrolisava completamente
eates substratos em maltese gquando utifizada em combipaghbo com
bata*ami}as& mas nao tinha ag¢d0 sobre dextrasa ouv pululana, A
fsoamiltase apresentava atividade 6tima @ 300C e pH 5,6. 0 peso
mglecular da enzima foi estimado em B5.000 através de fiitracie

em Bio-gel. O valor de Km para amido solbdvel era 9gflitro a 3066

g pH 5,5,

Bhba & Ueda, em 1882 (1132, estudaram 0 mecanismo de
fiberagdo da pululanase extracelular de Sierobacter asercgsenes
RS—1. 0s autores isolaram e purificaram, do meio de cultura pars
produgao de pululanase extracelular, um fator denominsdo efetor
indutiveo, de peso molecuiar menor gue 500 daltons, que libarava a
enzima tigada & céluia. A produgdo méxima do efetor indutivo foi
gbtidas pefa fermentacio do microrganisme em meioc de cuituyra
constituide de 1,5% de amldo tiguefeite; 0,B8% GHBCBDNH ; B,2%

4

K HFO ; 0O,075% MgS6 . 7H ©6: 0,03% peptona e ©O,005% FeSQ
2 4 4 s ' 4
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ajustado a pH 9,0 durante 4 dias & 300C. Os autores propusseram
gque o efstor indutive atusria liberando uma protease das células
cuttivadas em agitador rotatério. A pululanase Jigada & cétula

podia ser liberada por proteases comerciais ¢ lisozima,

Sills e Stewart, em 1988 (134), verificaram a produgle
de sifa-amilase, glicoamiiase & pulultanase por diversas |inhagens
de jeveduras amiioliticas, Migcrorganismos g4 género
Schwanniomuces sp foram as  Gnicas tinhagens gue produziram

gtividade desramificante entre as leveduras estudadss.

Considerando a restrita suscepiibitidade dos amidos n&o
gsiifiéqdas aou intacto g um Onico sistema enzimatico, Wankhede e
Rhateke, em 1882 (158), estudaram o0 efeito sinergistico de
giversas gnzimas amiloliticas no aumento da hidrélise de amido.
fis autores ohservaram que a glicoamiiase |, purificada, obtida de
Supergillius niger hidrotisava cercy de £7,5% 8 38,68% do amido
intacto mesmo aphs incubsgdo prolongada de B0 haeras., A pulutanase
spZzinha ndo hidrolisava o amide nao geiificado. Por outro lade, o
sistemg combinado de pulutanase e gliicoamifase | aumentava a
hidrolise de amido de arroz (Oryra satival, amido de mitho
cerose (Zea mays), "ragi® (Eleusine coracanal), “foxtall
miliet”™ (Sataria italical) e "jowsr”™ (Sorgum wvualgasre). 0
amigo de milho ceroso fol hidrolisade 71,2% comparado com 40% de
hidré&lise dg outros amidos. A glicoamiitase 11 hidrolisava cerca
deg 8,12 a o8,18% do amide intacto. A agdo conjunta de

gitlcogmilase i1} 8 pululapase agumentava cerca de 3 vezes a
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hidrolise de amido intacte. 08 autores tembém verificaram gue 2
pulutanase estimulava @& atividade de Detz-—amilase sobre o amide
n&o getificado, A hidr6!ise ‘dge amido de mitho ceroso paia beta-
amilfase era aproximadamente 1B,3% ¢ a a&ag¢&p combinada de bseta-
amiltase € puiutanase sumentava para 22,849% a digestiblliidade do

amidoe de mitho cerosn intacto.

lahizaki a8t atii, em 1983 (7)), purificaram & estudaram
algumas proprigdades da ispamiiage de hatatsa {(BEalanum
tuberosum, [P I Esta Gitima continha trés enzimas
desramificantes separaveis através de efgtrofarese am gsl ds
pofiacrilamida. & handa DH foi identificada camo Isocamilase 8 as
outras duas coms H-enzima. A isocamitase foi purificada
aparentemente ate homogeneidade atraveés de precipitacias
isgelétrica, fracionamento com sulfate de amdnie, Ffiltragio em
gel de Sepharose B B e cromatografia de afinidade em Sepharose 4
B-amido spiGve!, sucessivamente. A ispamilase era instével ns
auséncia de reagentas ‘suifidrfiicos. & enima purificada
hidrolisava as 1lgacdes glicosidicas aifa—1,8 da amilopecting e
glicogénio, mas ndo atuavs sobre pululana. Degradava beta-
dextrina Ilimite mais ‘tentamente go que 08§ reapectivos
polissacaridecs formando maltotriese como produto principal,
Baseando—-se na especificidade gquante ao substrato, podia ser
citassificada comp uma isvamilasa. Esta 4altima apresentava
atividade S6tima a pH 5,5 - B,0 e H00f apbs 10 minutos des reagaon.

Guando incubada, na ausénclia de substrato durante 10 minutos, a
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enzima permanecia estavei a 4500, mas perdie 50% da atividade

originatl apbHs aquecimento a S00C nas mesmas condigdes,

Suzukl & Chishire, em 1883 (1403, relataram a
producan de pululanase extraceiuiar termosstavel pela
linhagem termofiiica de Bacillus stearothermophilus KP 1089,
A atividade enzimatica maxima era obtida apés 18
horas de cultive, em agitador retatorio a B0 ab,
a&m meic de cultura constituide de 1.2% de amido soaldavei, 1,94 -
1,8% de peptona, 0,3% de extrate de levedura, 0,3% K HPO @
0,1% KH po ajustado & pH 7,1 - 7,8. Os autores abservafam :rande
acﬁmulae az enzima no meios de cultura no infcio da fase
estacionaria, mas a atividade desaparecia rapidamente no final da

fage estaciondria com uma velocidade ds decréscime de 0,079

unidades/mb de culturalil horas,

Norman em 1883 (109), descrevey as carascteristicas de uma
pusiutanase de Bacillus sp. A pululanase apresentave atividade
ftima em pH 5,0 e 8@ BO0oC. A enzima era inibida por ifons Cu8+‘

2+ 3+ 2+ 2+ 1+ 2+ 2+
B , Fe , ™Mn , IZIn , Ag , Hg g Lu em concentragoes
superiores @ 1mM. A pululanase de Bacillus sp Tol inibids por
p-cloromercuribenzoato indicando que grupes suifidrilias estavam
gepnvolvidos na configuragho de enzima, A atividade era recuperada
pela adigéo de cisteina e beta-mercaptoztanocl. O peso molecular

da enzima ¥Ffoi estimadp em 100.000 através de elestroforese em gel

de poligoritamida.
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No trabalho realizado por Baba e Arai, em 1984 (18},
estudou-se a8 estrutura da amilopecting & materia! intermediario,
gcaracteristico do amide com alte conteddo de amliese. 0Os
poitissacarideons foram desramificados coam isoamilass da
Poseudomonas ¢ pululanase de fiercohacter. Apds Fracionamento
das amostras de beta~dextrina limite desramificadas varificou-se
que o comprimento das cadeias internas de amiispectinag de amidgo
com alte conteddo de amilose era aproximadamente 8 unidadses de
glicose mals longo do gus agquelas de amilopectina de wmitho
cerosa. Além disso, a proporgido de maitose & maltotriose em heta~-
dextrina limite de amilopecting de amido com attoe contelGde de
amilose era mener do gue sguela de amilopectina de milho ceross.
0s autores verificaram gque as ramificagdes gexnternas de
amitopectina com alto contelddo de amiiose ocorrem com menor
frequéncia confirmande que as cadeias ramificadas internas @
externas sdo mals tongas do gue agueiss de amilopectina normal.
Heltataram gue o material intermedlério apresentava baixo peso
molscuiar 8 era constitufdo de 4 oy % cadeias com grau ds

poiimeriza¢ao aproximadeo de 50, ligadas & cadeila lingar principal

ge 1060 a 150 unidade de giicose.

Takizawa é Murooka, 1884 {1437, estudaram a
transferEncia da gene da puluvlanase {pui? de Klebsiella
agrogenes, Iin vive, pera Escherichia coli uvsando ¢ plasmidan
RP4: Mu cts como vetor. 0 gene pui fol expresss em E. coli,
porém em nive! de atividade mais batxo do que enm K. asrogenes.

GQuando as céiutlas transconjugantes de E. coli cresceram em meio
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contendo pululiana ou maltose, a meior parte da puivianase fol
produzida intraceluiarmente enquante K. =werogenes produzia
Pululanase extracefularmente. A retransferéncia do gene pul K do
E. cwli para K. aerogengs por conjugacdo resultou em  um

gumento da8 progug&o de puilyianase extracelular.

Me. Gregor e Morgan, em 1884 (8B), empresgarsm as
gnzimas desramificantes lsoaml iase da Paeudomonas
amuloderamosa ¢ pululanase de Acrobacter acrogenes ATGO
362t ne estudo da estrutura das amifopectinas Isoladas de
granulos de amido de cevada normal e ceroso. Apés desramificagdo
8 ecrumatograftia de parmea¢io em HBig~gel! P-86, bos autorses
\:erifica'ram gue as amilepectinas dos yrBnuios grandes & peguenos
de amido de cevada normal g amido de cevada cerpso continham trés
grupoes principalis de cadeias lineares apresentando 45-50, 18-P0 s
10-18 unidades dg gilicose aproximadamente. 0 oligossacariden
maltohexanse foi @ menor cadelia encontrada onas amilopectinas

gstudadas.

Slominska e Maczynski, em 1885 (138) a0 estudar a
aplicagan da pululanase de Bacillus sp na atapa de
sacariflcagdo de amido tiguefeito de batata concluiram gque a
combinagdo de enzima amiinlitica desramificante e glicopamilase na
produ¢ao de glicose resuitava em aumento de 1,8% no rendimente de
glicuse, possibliliidade de aumento ds concentragsds de substrato
para 40% (peso seceld, redugdo do regusrimento de giicoamiliase @

do tempo de rea¢d3c em relagdo ao processe convencional, A adligdo
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de pululapase resultava em ¥7,7% de rendimento de glticose
engquanto que np mesmo perfodo o rendimento de glicose na amostra
sem puluisnase alcancava 895,8%. O0s autores obtiveram 85 ,6% =&
87,8% de gilcose na sacarificacdo de amido ligquefetto de batata
apos 48 horas de reagdn, dependends da concentraglec de

pululanase,

Atkins ® Kenney, em 1885 (1%}, verificaram o efeitn o
43 pululanase ¢ da ailfa-amiiase na produgdo de oligossacaridens
em hidreiisado de¢ amido de trige. Quando puliulanase Fol usada
comp pré-tratamento para amiiéiise ou em comblinagio com alfa-
amilase, faram produzidos hidrolisados com  composi¢an de
ol igossacarideos significativamente diferents do hidrol!isado de
amido com mesmo valor de DE utilizando—se gsomente alfa—amilase. A
adi¢ic de pululanase produzia menor quantidade de gilicose,
maitose & maltopentanse (DP 5) e fragles de peso motecular
intermediario (DP 12), Quande o valor de DE era superior a 203,
além das diferengas descritas acima, 8 utiiizagdo de pululanase

gumentava & guantidaede de polissacariden nioc hidgrolisado.

Hyun e Zeikus, gm 1985 (86}, relataram gue extrates
celulares ge Clostridium thermohygdrosualfuricum, uma
bactéria anaerdblica que fermentava amide para etanol a §Bbeg,
continham atividade de pululanase e glicoamiliase., Os autares
veriflcaram qus a pululangse g glicoamiiase apresantavam
atividade dtima a 8500 e 7500, respectivaments. A faitxa de pH

dtimo de atividade e pH de pstabilidade foram respectivaments 5,5
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a&,0 e4d4,5 & 5,5 para pulufanase ¢ 94,0 a 6,0 ¢ 5,0 a 6,0 para
glicoamilase. 0s valores de Km e Vmayx aparente para atividade deg
puluianase sobrs puluiano foram respectivamente 00,33 mg/mL e 2,5
unidades/mg proteina. Os valores de Km e VYmax aparente para a
atividade de glicoamilase sobre amido foram respectivaments 0,491
mg/mt e 0,31 unidades/mg de proteina. As enzimas foram ativas e
estaveis na presenga de ar ou 10% (voifvol) de etanol. A
atividade de pufulianase e glicoamlilase permitis gue o
microrganismo degradasse amidpo bruto om glleose, na asusénclia de

guantidade significante de alfa~amilassg,

Siominska € Starggardzka, sm 18988 (1368}, retastaram as
vantagens da apiicagcans de Xarope de maltose em aplicsedes
comerciais, 08 oautores observaram que xsrope contende maltose
camo mator companente oferece resisténcia ndc usuasl & absorgBo da
. umidade, fTormagio de cor ¢ cristalizagide, toernando—n adeguado
para usn em bala dura, compota e geléia. Sando tamhbém O0ti}! neo
controle da Tormagl8o de cristais em formulacgdes de sobremesas
congeladas. A alta fermentabiiidade do xarope de maltose & tamhém

valiosa em panificagdo e cervejaria.

Fiant, Morgan e Daniel em 18B8 (122) descreveram a
purificagdo &8 as caracteristicas d¢a pululanase de Thermus
aguat icus ¥YT-1. A puluianase assoclada & cétula foi
splubliizada com {1,1% de Triton X-100 {v/v} e purificada cerca de
1.88 vezes apbs tratamento com etanedioc! seguido por Fiitragdo em

gei Sephadex 6100, Fractoged T8K HK BB(f) e cromatografia de
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troca i0nica em DEAE-Sepharose BL-8B. O peso molecular da snzima
foi estimado am B3.000 e BO.D0O através de efetroforese em gel de
poliacrilamida @ filtragdo em coluna de Fractogel TSK HW HB5(F)
respectivamente. A enzima apresentava atividade 6tima em pH 8,9 ¢
atividade desramificante sobre amido, amiifopectina & puiulana, A
pululanase era lermoestédvel e apresentave 80% de atividade apbs
tratamento térmico @ 8580 durente 10 horas, A presenga de fons
chicio aumentava 8 estabilidade téermica da enzima. 0s autores
gbservaram gue a puiulanase de Thermus aguat icus era ative em
ampia faixa de pH 8 fermpestavel, ng entanto a baixa atividade

gspecifica poderia fimitar sua aplicagdo comercial.

Saha ¢ Zeikus, em 1887 (130> descreveram o
desenvolvimento nas processos de produgde de xarope contendo
maltose a partir de amido g relataram que xaropes contendo alto
tegor de maltose ganharfo importéncia em cervejaria, panificag¢glio @
putras inddstriags de alimentos devido a altia fermentahiciﬁade;
balxa hidroscopicidade, baixa viscosidade am solugBo, resisténcla

& cristalizagBo, menor sabor doce e hos estabiiidade so calor.

Ddibo & ©Obi em 1888 (110) estudaram a purificagano @
caracteriza¢do de pulularase extracelular de Thermoact inomyces
thalpophilus npo. 15. A enzima foi purificada cerca de 16 vezes
aphs fracionaments com acetons, cromatografia em coluna de DEAE-
celujose - € de Sephadex §-75. 0 pesa molegular da gnzima
purificada fol estimado em 78.000 através de filtragdo em gel

Sephadex 6 180. A puiulanase apresentava atlividade atima em pH
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7.0 e a 7ol e retinhe 90% da atividade relativa aphs aquscimento
g 80ceC durante Beaminutos, na ausénele de substrato. & enzima era
ativade por Go +, inibida par Hga+ g apresentava maior
estabilidade na presenga de Ca ET As constantes de Michae!lis~
~HMenten (Km) da enzima para o8 substrates pululana, amijfopecting,
beta~dextrina {imite de amilopectina, beta-dextrinag iimite de
giicpgénio foram respactivamesnte 0,32%; 0,36%; 0.495% e 1,11%. A
puivlanase apresentava mailor especificidade para o substrato
putuiasna. A enzima convertia a pululana em majtotrisse @
hidrotisava os substratos amifopecting, Beta-dextring limite de
amilopectina, bsta—-dextrina fimite de gliicogénio tibkerande
mattotrisse 8 maltose como produtos principais. Na hidrbélise de

giicagénio pela puluianase foi wobtido mesitotriose comp produte

principal e tracos de um ollgossacarides ndo identificado.

Kuriki et atii, em 1988 (8@ a0 estudar a8
caracteristicas de uma enzima de Bacillus stearothersophilus
gue hidrolisava a puiulana, veriflcaram gue o produto principal
era panose (0 - D-glicopiranosit (1-82 0 - OD-giicopirancsit (1-
4) - D-glicopiranose). A enzima hidrolisava eficientemente a
pufulana mas apresentava pequena atividsde sobre o amido. A
enzima dgenominada nave tipp de puluispase mostrave atividade
Gtima na fFTagixa de B0oC a8 BHol ¢ pH £,83 8 mantinha 80% da
atividade enzimatica apds tratamento térmico a EOoL durante B

minatos.
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Em 13883, Kimura € Horikeshi (74) verificarem que uma
tinhagem alcatopsicotrafics de Microcooccus sp produzia amiiase
& pufulianase. A amilase hidroilisava amiipse am
mailtonligossacaridens proguzindo maltotetracse come produto
principal & & pululanase rompia as ligagbes giicosidicas alfa—1,6
do pululano 1liberando maltotriose, A temperaturas &tima para
atividade da amifase e da puluiasnase Foram B0cC e 5Sel,
respectivamente. 0 pH otimo de atividade da amilase fof na faixa
ge 7,85 a 8,0 e da pulutanase no pH B,0. A estabitidade da amiiase
e pulutanase foi determinads apés B horag de incubagBo a 3000, A
amilase apresentou sstabilidade na faixa de pH 6.5 a 18,0 na
presengas de CaGl 5mM, enguanto que a pululanase, na faixa de
pH 7,58 a 8,5, Egtas enzimas extraceiuiares foram produzidas de
maneirg indutiva em meio constituido de 2% de amido solivel; 0,5%
de csacarose; 1,5% de triptona, 1% de exirateo de jevaedura; 0,1% de
K HPO,; 0,02% de MgS0 .7H 0, 0,00028% de MnCi 4H 0 e Q,7% de Na G0

s 4 _ 4 = 2 2 2 3
{esteriiizado separadamente} apos 4 dias de incubagido a 1Bol. #
amitase e puluianase ndc feram produzidas em temperaturas

syperiores a 300C. & sacarocse nao era um Indutor efetivo, mas

estimulava o crescimento celuiar 8 aumentava a produtividade.
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F.i. — Materiais
B.i.4. ~ Reagentes e Materiais Especificos
Beagentes_aguimices : acidos, hases, s@8is minerais, soiventes

(Merck, Gario Erba, Riede}! oy squivalente).

Reagentes especificos » N-~bromeosuccinimida, p~cioromercuri-

benzoate, lodoacetamida, L-cisteina, azida de sédio, dodecil
sulfato de sddioc (508), dietilditiocarbamato de sédlo, “hlue~-
dextran”™ 2000, albumina de ovo, hemogiobina bovina, catalase,
“Gyanugum”a N,N,NZN'tetramatiieti!anadiamina comaercializades peis
Sigma. A alfa—-galactosidase de soja (Glucine max, L. (fragdo

iy foi! cedida peta Srta. Vera Lucia Signorelli Baldint {1TAL)D,

Agdcargs - glicose, maltose (Merck), ispomaltose, panose ¢

maltotriose {(Hayashibara Bicochemical iLabhoratories inc).

Ppilissacaridsps - Amilopectinag de milho ceroso, amido com alto
taor de amiiopecting extraidoe de srroz gerusy comercial, amido de
milho & de mandioca comeregial & pulfuiana {(Hayashibara Biachemigal

taboratories ingl,



Mgigop de  Cultura : Agar Nutriente, &gar Czapeck, Agar, Peptons,

Protense Peptona € £xtrato de teveduras {(Difcol.

RFesinas DEAE~pelutose {trocador anienicn distilaminoettd
celutoss Sigma Ref, 0D83B2). CM—-celulose (troecadaer cationico
carboximetiiceliulose Sigma Ref. C2883), Sephadex G-200 (40120 u;
Pharmacia Fine Chemicals inc.}, Amberiite I8 120 e Amberiite IR

Ef (Rohm & Hass).

Enzimas - alfa—Amilase bacteriana de B. subtilis (Ueda Co.J,
gifa-Amilase bacteriana de B. licheniformis, Amiloglicosidase
de pspergiilus niger (Nove Industria €p.) e beta-Amiiase livre

de alfa~Amitase {(Calbiogchem He., 17.187%).

Papel_dg  Cromatografia e filtros : Papeit Whatman ne. 1 de

45x57em; fittras Millipore 0,45 o Ref. HAWP-B4700 € tubaos de
Gollodium Sartorius de capacidade de retengéo de proteinas de

13.200 dattons.



B A2, ~ Equipamentos

~ Agitador Rotatdrio New Brunswick Scigntific Ind. Co. ing.

— Gamara Ciimdtica com controle de Temperatura O0-50 oC e
agitagao, Fanem modelo 396.

~ Mini~Fsrmentador New Brunswick Scientifie Ind. Co. inc.

~ Fstufas Baeterioldgicas FANEM,.

~ Espagctrofotémetro Coleman 124 D.

— Espectrofotémetro Bausch Lomb Spectronic 20 e Coleman 285 E.

~ fPanhos de agus de temperatura contraolada Fanem.

~ Pptencidmetro Horiba e Digimed.

- Gentrifuga Befrigerads Heckman Modeio J-21H.

~ Goletor de ¥frag¢des Buchier Modele Fractomete Alpha 200.

- Gromatégrafo GG-4B0 € isocratico com detector GG-910 de indice

de Refragio & integrador Processador Automadtico Modelo GG 300,
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3.2. — Métodos

4.2.1. — Isolamento e Selecio de Microrganismos FProdu—

tores de Enzimas Amiloliticas DesramiFicantes

tem s objetive de seiecionar microrganismos produtores
ge puluisnase fTaram isoladns, do soio, de frutas e de flores, &
testafos inumeres microrganismos conforme 03 métadas descritos A

seguir.

3. 2.4.4. — Caleta de fAmostras

As amnstras foram coletadas de giferentes regibss do
Fstado de Sao Pauls, parg 8 MaranhBc. As amostras dge soio foram
cotetadas, no interior de matas cerradas oy priximas as margens
deg rios, apés a repiogdo  dOS residuyns veygstais, de umd
profundidade maxima de 10 cm e acondicionadas &m Sac0s plasticos,
Ma coleta de amostras de uma regido foi guardads uma disténcia
minima de 1 quilomstro entre as mesmas, AS amostras gde frutas €
ge flores também foram acondicionagas em sacos plésticoes @&

ytijtizadas, sempre (que posafvel, imediatamente apés a coleta.
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3.2.4.2. — Isolamento de Microrganismnos

Gercs de 1 g de soio, partes de frutas ou de flores
fprem adicionadas em tubos de ensale de Z5x250 mm contendo 10 mi
de agua destitada, previamente esterijizados. Para o isslamento
de bactérias, aphs agitagdo dos tubos, o liquide ssbrenadants foi
inoculado em placas de Agar Nutriente acrescidos de 0,5% de uma
dss ssguintes fontes de carbono; amijopectina, amido de arroz
cerosp ou amido soldvel. As placas foram incubasdas a 30 ol & a
a8 o durants 29 a 48 horas para © desanvolvimento das bactérias.
As coldnias isoladas foram repicadas em tubos de gnsalpn contendo
Agar Nutrients acrescide de O,5% de amido de arroz €8roso -

incybados 8 30 of durante 29 a 48 horas.

Para o isplamento de fungos, apés agitagdo dos tubos, 0O
tfgquido sobrepadante fol inoculado em placas contendo Agar Batata
(extrato de 10 g de batata, 4 g de giicose @ 3 g de agar em 100
mL de 4gua destilada) e Agar Czapseck acrescido de §,5% de amide
de arrpz cergso. As placas foram ipcubadas a 30 o6 e 8 35 ol
durante 48 a 8B horas para 0O desenvoivimente dos fungos. As
coifinias de fungos isoladas foram repicadas em tubos de ensaio
contendgs Agar BHBatgia B incubados a 30 of até desgnvoiviments

saptisfatbério das culturas.
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3. 2.1.3. — Beleglo Preliminar de Microrganismos
Produtores de Enzimas Amiloliticas Desra—

mificantes

As bactérias e fungos isoliados de acordo com o item
94.2.1.2. foram inoculados respectivamente, enm placas de Patrd
cantendo Agar Nutriente acrescide de 0,5% de amilopectinag e Agar
Czapeck acrescido de 0,5% de amilopectina, na forma de estrias.
4s ptacas foram incubadas & 90 pC & a 25 ol durante 3 a B dias,
aphs incubagso adicionou—se solugde de todo-KJ O,01N nas placas
de Petri. Oz microrganismos que apresantaram hale azul ao redor
dae col8nias, indicative de produgdc de enzima amitolitics
desramiflcante foram testades quanto a produgio de pufulanase de

acordo com n métode descrito a seguir.

BB ulisfia - Belegin do Microrganismo Moelhor Prodator de

Pululanase

0s microrganismes sglecionados no  item anterier foram
inpculados em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mb de
meio de cultura no. B8 & no. 10, descritos na Tabela 1, ajustados
a pH 7,0 com NaOH O,IN ou HC! O,1N. Os frascos foram iscubados em
agitador rotatério durante 72 horas & £Bol. &pbés incubagdo a
atividade de pululanase e de ispamiiase forsm determinadas comd

descrito nos itens 2.2.1.5.1.a., & 3.2.1.5.2.
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F.2.5.5. ~ Determinagio da Atividade de Enzimas

amiloliticas

A.2.4.5.4. — Determinaclo da Atividade de Pululanase

A atividade de pululanase {puluiana E—-giucano hidrolass
EC 3.2.1.41), fol baseada no método Teakasakl (141), e determinada
ratingsiramente pele aumente do poder redutor da spolugho de
puiutana, de acoerde coem as congig¢dns descritas no item
3.2.1.5.1.a. A Ridréilse da pulutana foli verificada por
cromatografia descendente em papel, como descrito no item

3.2.1.8.

A determinagéo da @atividade de pululanase sobre @
amitopectina, bhaseads nn auments do soder de coloragle U3
amilopectina de milhe cerospo com reagente de ipdo (1483, fol
reatizada de aeardo com as condigies descritas no itam

3.2.1.5.1.h.

3.2 .4.5.4.3. — Determinncio da Atividade de Pululanase

Hrilizando—se Substrato PFululans

A atividade de pululanase foi determinada pelo método.
descrito por Takasaki (1412, com modificaghes. Amostras de 0,5 ml
de solugdp 0,7% de pululana em tampdo fosfate 0,1 M pH 8,0 ou

como indicade foram incubadas em banho de dgua termostatizado a
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4 of durante 10 minutos para equilibrar a temperatura. A seguir
fpi adicionade aos tubos 0,5 mL de soiu¢do de enzima 8 & mistursa
de reacho foi incubada a 40 aC durante 30 minutos. 0Os aglcares
redutores formados foram determinados pelo métedo de Sompgyi-
Nelson (104), utitizando—se como padriae a maltotriose. Uma
ynidads de pulutanass Fol definids como @& gquantidade de enzima
que {ibera aghcares redutores gxXpressoss - coms ug
maltotriose/minyto/mi de enzima a partir de pululana sob as

condigfes de eansaio.

Fu2 ot Tl — Determinacio da At ividade de Pululanase

rilizando—se Substrato de Amilopectina

A atividade de puluvlanase sobre a amitopactina ¥Foi
detarminada peln método descrits por tleda & {Ohba {148) com
modificaghas. A mistura de 0,5 mi de solugho 0,5% de amilopectina
do miliho ceraosc em tampBo citrato~fosfate n,T 4, pH 6.0 e 0,85 mi,
de tampio citrato-fosfato g,1M pH 6,0 ou como indicade, fol
incubada em banho de 3Bgua termostatizada a 40 oC durante 10
minutos para equilibrar a temperatura. A seguir foi adirionado
4,25 mL de solugdo anzimbtica & mistura de reagio. Apés 1 hora de
fncubacio a 40 of, fol adiciahada 12,5 miL de &cido suifarico a,01
Mme os tubos de ensaio foram mantidos a 30 of por 30 minutos. Em
seguida foram adicionados % mL de solucsoe tode~KI O0,8IN & 10,5 mi

de &sgua destitada. A absorbancia da solugle fol medida em

espectrofotimetre Bausch-tomb modelo Spectronmic 20, ytitizando—se
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como brance a misturs de reag8oc em tempo zeroc. LUma unidade de
atividade fol definidas como aumento de 0,071 na abserbéncia a 520

am/mL de enyima nas condigfes do ensailo,

3. 2. 4.9.2. — Determinagio da At ividade de Isoamilase

A atividade e ispamiiase {gliicogénin E-gtucano
nidrolase E.C. 3.2.1.68) foi baseada no método de Kobayashl (76),
cujo principio Dbésico & o aumento do poder de coloragée da

amilopectinag de mitho ceroso com reagente de loda.

A mistura de 5 mlL de soalugdo 1% de amilopectina de
milha cerosa em Adgua destilada e 1 mL de solugdo tampdo acetats
n,5M pH 3,8 ou tampdo fesfato 0,5M pH 6,3 foi incubada em banhg
de &gua termostatizado a 40 o durante %0 minutos para equilibrar
g temperatura. A seguir 1 ml de solugdn enzimatica foi adicionada
3 mistura de reac¢doc. Apbs 1  hera de incubsgés a 490 of, uma
alfquota de 0,5 mL da mistura de reacdo foi transferida para tube
de ensalon contende 8,5 mL de solugdo jodo~Kl O,01N & 2 splugédo
finat dituida para 258 mL com &gua destitada. A absorbincia da
sgiugao foi medida em espectrofotomeiro Hausch-lLomb medelo
Spectrenic 20, utilizando—-se CcOmMo pranco a mistura de reagao em
tempo zero. Uma unidade de atividade foi definida como zumsnto de

§,01 na absorbdnrcia 8 620 am/fml  de eanzima nas condigdes do

gnsaio.
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2.2.4.5.3. — Peterminagao da Atividade deg Alfa-—asmilase

Fste aeansaio baselia—se ns& determinaghoc dao tempo
necassariog para hidrotisar o amide & destrina de tamanho
gefinido, indicado peia cor do compltexe lodo-Dextrina e comparado

com solugdo de coloragdo padrdn (100).

A miﬁtara de 20 mbL de solugio 2% de amido solbvel am
tampdo fosfato 0,08 M pH 6,0 ¢ 8 mL de Agua destiiada foi incubdba-
ga em banho de éagua termostatizade @ 30 of durante 10 minutes
para equilibrar a temperatura. 0 tsmps exato de adigcho de 1 ml de
snzima de diluigHc apropriada fol anotado e, & seguir, amostras
de 1Y mi da mfstura de rea¢do foram retiradas e adicionadas 8 5 ml
de soiugio difuida de lodo-Ki. A solugdo dijlufda de iodo-Ki fai
preparada pela mistura de 2 mi de soiugio ssiogue (5,5 g+ 8 11

b
g Ki em 250 mL de &sgus destifadal) e 20 g de Kl dissolvido em 504

ml de Agua destilada. A coioragso foi comparada com @ cor da

seluygan padrio constituida de 25 g de CoGl g H O, 3,B4 g de
by 2

K Gr 0 em 100 mlL de HC? 0,01 N. g final dga reagio  Tol

g 27

astabelecido quande & amostra apresentou coloragdo aproximada &
da sclugSo padrZo. Para maior aculdade, o tempo de  hidralise
finat deve estar entre 10 a 25 minutos. & atividade alfa—amilase
fgi expressa em unidades SKB (132). A Figura & apresenta a curva
padr3c de atividade de alfa-amilase, determinada wutiiizando-se
alfa~amilase de wunidades de atjvidade SKB (Sandsted, Kneen e

Blish) eonhecida.
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[ i.5.4. — Determinagi3o da Atividade de Beta-amilase

Para a determinag¢ao da atividade bota-amilase, & ml de
solugdo 1% de amido soldvel em tampao fosfato O,05M pH B,0 Toi
incubado em banhoe de Agua termostatizade a 480 ol durante 10
minutos para equiiibrar a3 temperatura. A seguir fol adicionado 1
mi de solugho enzimaética e a misturs de reagdo foi incubada a
4066 durante 30 minutos (133). A concentragde de agdcares
redutores fol determinada pelto métods de Somogyi-Nelson (1047,
utilizando—-se a maltose como padr@o. ima unidade de atividade fai

definida como umo! de mattose/minute/mg proteing,

B3 5.5.5. ~ Determinagio da Atividade de dmiloglico—

snidase

A atividade de amiloglicosidase ou giicoamiliase basela-
sg  n@ conversao do amido em glicose, sendo esta determinada |

guantitativamente pelo métode alcalinc de redugio de cobre (101).

Para a determinagdo da atividade de amiloglicopsidase,
50 mi de& solucBe 9% de amido soldvel em tampdo acstato O,0BM pH
4,2 foi fncubadp em banho de &gua termostatizado s B0 oC durante

10 minutos para equilibrar a temperatura. A seguir fol adicionado



1 mL de sclugSo enzimética € a mistura de reagdo foi mantida 3
80pC durante 1 hora. Apés a incubag8o, a solugde Foi neutraliza-~
da rapidamente com solugho de Ha(i 2N ytilizanda—s8

fenolftalsins como indicador e dituida para 100 mi com &gua des-
tilada. Para controie foi utitizado um branco preparado peis in—
cubagio da mistura de 50 mbL de solugBe de amido em tampio acetato
0,08 M pH 4,2 ¢ 1 mL de Sgua destilada @ também tempQ zZero prepa-
rado pela mistura de 50 mt de solugdo de amido sglavel em tampéo
acetato D,06M pH 4,28, 1 ml de solugds enzimdtica e solugdo de
NaH 2N para a Inativagio da amilogticosidase. Para a determina-
¢dp de aghcsres redutores, amostras de 10 mb da misturs de rea¢ao
final foram transferidas para frascos de Erlenmeyer de 250 mi. Em
seguida'adicianGU“se aos frascos de Ertanmeyer 15 mlb da agus
destilada, 10 mL de solucio de sulfato de cobre {68,680 g Gus{}4

54 O em 1000 miL de agua destilada) e 10 mb de sotugcBo alcatinag de
b4

tartarato de sédio e potassio (348 g KNeG H 0 4H 0 + 100 g NaOH
em 1000 mb de agua destitada). Apés ag?t:cgo is frasces foram
squecidos em bico de Bunsen, mantidus em ebullicio per B minutos ¢
resfriados rapidamente em Agua corrents. £ m seguida adiclionou—-se
aos frascos o Erienmeyer 10 mi de splugdo 30% de lodeto de
potassio 6 10 mi de solugdoe &5% de 4cido sulfurico e o ltodo
liberado foi imediatamente titutado com sofu¢do de tiossulfato de
sdio O,1N até obtengdo de coloracdp branco-amarela ou seja
gesaparecimento da coleragdo azul do compiexe lodo-amido. Para a
padronizagio de método foram wutilizados solugdes de glilcose de

concentragdo conhecida na faixa de p,0% —- 0,1g gticose/10mL. Uma

unidade de atividade foi definida come a quantidade de enzima que
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ird catalisar, sob as condicbes de ensaio, & produgdo de 1 g de

glicose em 1 hora.

2.2.1.8. ~ Cromatogratia de Agicares em Papel

A cromatografia de agbcares em papel fol reallizada em
pape! Whatman no. 1. { sistema de solventes utilizado para a
cromatografia descendentes em papel fol butanol : piridina : égua
destiiada na proporgdo 6:4:3 (v:vy), respectivaments, ) tampo de
desenvoiviments do crematograma foi aproximadamente 20 h para
fita de papel de 48 cm ds comprimento. Utilizaram—se como padries
uyma mistura de giicose (G 7, maltose (& ), maitetriose (G )},
maltotetraose (Gq), malt;péntaose (85) i maltohexaose (Gﬁi e

também 035 aeGCcares padroes isomaltose & panose, 0s aglcares

redutores foram revelados cam AgND e NaQOH afeoéblico de acordo

3
com o método descrito per Trevelyan et atil (145},
F.2.4.7. — Oromatografia Liquida de Alta Preasaflo dos

Produtos de Hidrélise do Aamido

0s aghcares presentes nas amostras de amido hidrolisado
foram analisados através de g¢romstografia |liquidas de alta
pressan. Utifizou~se colunag de Pelypors GCa de &5 om X B6mm a 80 ol
¢ fass méve!l &Ggua Dbidestiiada ¢ filtrada com fluxe de 0,5
mL/minsto. 0s agévarss glicose, maltose e isomaltose Toram

identificados por comparagsdo do tempo de retengdo com 08 aghroares
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padrées glicoss, maltose, iscmaltose, panose & maltotricese. AS
porcentagens relativas dos aglcares foram obtidas por integracao

das &reas.

F.2.2. - Identificacldo ¢ Conservagao da Linhagem Proda-

tora de Pululanase

! micrerganismoe wmelhoer produtor de puytutanase fTai
igeptificado através das caracteristiicas microscopicas &

fisiolbégicas de secordo com Mac Faddin {87) e Krieg e Holt (78).

Para a manutengdn, o micrarganismo foi cultivado em
Agar Nutriente contendo 0,5% de amilopectina. Apbs incubagao
durante 48 horas @ 30gl, adicionou-se vaselina fiquida
esteritizads aos Ytubos de ensain. A cultura fol conservada a

BEnG, com repicagem a8 cada 2 & 3 meses.

2. 2.2, - Producio de Pululanase pelo Microrganismo

Kichsivila sp em Diferentes Meios de Culfura

Para o estudo dea producdo de pululansse pela linhagem
de Kilebsiella sp, sslecionada de acords com o item 3.2.%1.49.,
¥foram testados os meios de cultura 1 a 10 ajustades para pH 7,0
gom NalH ouw HO! 0,01N, descritos ne Tahela 1. 0s frascos de

Erienmeyer de 250 mL centende 88 mlL de meio de cultura



previamente esteritizados, foram inscuiados com 1 mL de suspensio
hoemoyinea em &tgua destiiada de cuitura de 24 horas do
migrorganismo em melo inclinado de Agar Nutriente acrescido de
f,5% de amitopectinag e incubades &m agitador rotatdério a 200 rpm
e 300C. Apbs 24,45, BY e 75 horas de incuba¢do foram retiradas
assepticamente amostras de 5 mi de meio da cultura. As amoslras
faram centrifugadas a 11.000 x g durante 10 minutoes a Hol ¢ 8
atividade de pululanase ng sobrenadante determinada comp descrito
no item 3.2.1.6.1.a. Para a determinagdc da atividade  de
pululanase ligada & célula, a massa ceiular de 5 mbL de meio ds
cultura foi tavada uma vez ecom B mi de agua destitada e
ressuspendida em 2 mbi de solugao 0,1% de dodgecitsulfato de sadio
(155) ¢ mantida a S5oC durante 15 heras. O voiume da suspensio de
células ¥foi completado para B mL com &9us destiiada & 2 massa
celular foli separada por centrifugacdo a 11.000 x g durante 10
minutos e a atiyidade de puilulanass no socbhrenadante fol

geterminada de acerdo com 8 métode descrite no fftem 3.2.1.5.7.a.

2.25.4. — Estudo d=a Relagio entre Tempo de Fermentagio,
AlteracSo de pH do Meio de Cultura, Gresci-—
mento do Microrganismno £ Praducio de Enzima a

28,.3¢ & 33 ol

A linhagem de Klehsiellm =sp no. 182 que apresaentou
maior atividade de pululanass, spgtecionasda de mcorde com o item

3.2.1.9 foit utilizada para os estudos da produgdo de pululanase.
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Fu2.2.1. ~ PreparacBo do Indoculeo

Para a preparagan do indculn, 50 mi de meio de cultura
no. B, descrito na Tabeia 1, contido em frasco de Erienmeyer de
280 mi foi inoculado com a tinhagem Klebesiella sp e incubado a

3060 em agitador rotatério a 250 rpm por um periodo de 29 horas.
F.2.4.2, -~ Fermentagao

A fermentagdoe fol realizadae em mini~-fermentador de
1000 mL., Adicicnou-se assepticamente B0 mL ge indculo preparado
de acerdo com o ltem 3.2.49.1. ¢ 2 mL de oleo de spja estéril como
antiespumante ae frasco de cultura contendo BDD mL de meio de
gultura no. 8 previamente esterifizado. A farmentégﬁa foi
realizada 8 28, 30 e 3500, mantendo-se aeragdo de 1 vvm {voliume/
veiumesminute) & agitagdp constante. As amostras do meioc de
gcultura foram retiradas em diferentes tempos de fermentagio pars
a determinacido dos parfmetros: alteragae do pH do meio de
cultura, crescimento do migcrorganlismo de acordo coem o tem
3.2.4.3.,determinagdo da amiiopectina residuatl de acordo com o
jtem 3.72.9.4. & atividade enzimaticg., A stividade de puluianass
foi determinada no sabrenadante g na massa celular apds
centrifugagado g8 5 mbL de melo de cultura a 11.000 x g, durante 10
minutos., A pululanase extraceiuiar fol determinada de acorde com
g item 3.2.1.5.%1.a. &8 @a atividade da pulutangse ligada & célula

fal medida de acordoe com o método descrito no item 3.2.3.
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= oo 4.3, —~ Determinagio do Crescimento do Hicrorganismo

0 crescimento dn microrganisma fol determinado
espectrofotometricamente pela lelfturas da absorbancia a BBED nm
£148). ApGs a fermenta¢do, uma amostra de & mi de meio de cultura
foli centrlfugadé 4 117.088 x g a2 BolC durante 10 minutos e & massa
celular obtida fuoi submetida & trés lavagens sucesslivas com & ml
de igua destilada nas mesmas condighes descritas acima., A massa
celular da Gltima lavagem Foi ressuspendida com 5 mb de &gua
destilada &, quando necessario, a suspensdo foi diluida. &
tsitura de absorbincia da amostra foi realizada contra Agua

destiiada a 65B0D nm em espectrofotémetro Coleman modelo 285 E.

2. F.A4.4. — Determinacio da Amilopectina Residual no

Meio de Cultura

0 consumo de substrato amilopectina no melo de cultura
fpi estimado através da hidrdlise com puiuvianase @ coloragio com
reagente de 1odo. Aphs centrifugagdo das amostras de meio dg
cultura de acaorde coem as descritas no item 3.2.49.2., atiguotas ds
8.5 mL de sobrenadante do melo de cujityra forsm sdicionadas em
tybos de ensaloc com tempa e aquecidos durante B minutos em banho
de¢ adgua em ebuligao. 0s tubos de ensaio teste e branco foram
tncubados em banho de dgua termostatizade a 40 o0 durante 1B
minutos para equitibrar a temperatura. Em segulda adlicignou—se
6,1 mb de solugdo de pululanase contendo B0 unidades de atividade

e 0,2 mi de solucdo tampde citrate-fosfate 0,2M pH 6.0 no Tubo
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teste ¢ 0,3 mbL de solugao tampio citrato~-tosfate U,2M pH 6.0 na
tubo branca. Apés 1 hora de incubacdo a 40 oG, fol adicionado 0,5
mi de solu¢So de lodo -KJ O,01N e B,7 mlL de agua destifada avs
ruybos de ensalo. A absorbincia das solugdes foram medidas a BZO

nm utitizande—se o tubeo branco para comparagac.

= o 5 - produ¢loc £ Purificagio da Pululanase

3.2.%.4. — Produgdo da Pululanase

A produgio de puluyianpse foi realizadas em
minifermentador de 1000 mbL a 306 oG como deagrito nop item 3.2.49.2.
oy em frasco sob agitagac. Para @ produgio de pululanase en
frascos, @ cultura ds &4 horas de Kiehsiella sp em Agar
Nutriente acrescido de 0,85% de amilepectina foi transferida com
sica metalicas pars frascos de Erlenmeyer contendo 100 mi de meio
de cultura no. 8 descritc na Tabela 1. 0Us frascos foram incubados
em wgitador rotatério a 250 rpm a 3000 durante 48 horas. Apds a
fermentaciao o meio de cu}tura foi centrifugsdo a 11.000 x g
durante 10 minutos & oG. A atividade de puluianase no
sabrenadante foi determinada de acordo com © item. 3.2.1.5.1.a. &
cancentragdo de proteina das splugdes enziméticas, nas diversas
etapas de purificaglo, foi determinada de acordo com o método de

towry (BE)Y utifizandp—se ovalbumina COmo padrao.
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F.2.5.2. Purificagio da Pululanase

FaP S .2.4. — Fracionamento da Pululasnase com Sulfato de

Ambnioc

Uma amostra de 3.500 mbL de sobrenadante do meio de
cutturs obtida dae acordo com o item 3.82.5.1. Foi saturada com
sylfate de aménrio & 80% ¢ 3 mistura mantida 8 Hol durante umag
noite. 0 precipitado foi separado por centrifugacdo a 11.000 x g
durante 10 minutos, diallsade contra &gus destilada a 5ol 3urante
48 horas €, em seguida, centra tampsdo citrate fosfasto 0,05 M, pH
£.6 a oG, durante 4 dias. A amostra de &5 miL de enzima dialisada
foi centrifugada a 11.000 x g durante 10 minutos a Boel e o
sohrenadante foi percolado em coluna de DEAF~-csliulose de acordo

com as condigles descritas a3 seguir.

2.2, 5.2.2. ~ Cromatografia da Pululanase sm Coluna de

QEﬁEfCEIulmaa

Cerca de 50 § de DEAE~cslulose foi tratada com 500 mi
de NaDH 0,5 N, filtrads em 13 de vidro e iavada com  agua
destitada para a remogdp do NaDH. A seguir, @& resina fol tratada
com 500 mbL de HGI 0,5 N, javada com édgua destiiada para a8 remogao

d6 HC! e, finalmente, equiiibrada com tamp&o fosfato 0,05 M, pH

§.6.
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Uma amostra de 24 mL de solugdo enzimatica ds
pylulanase obtida no item 3.2.5.2.1. fol apiicada em coluna de
DEAE~celulose de 2,5 ¢m de digmetro e 943 com de comprimente,
squiiibrada com tampdo citrato fosfate 0,06 M pH 8,8. A smostra
fo! eluida da coluna pela aplicagio de 300 ml de tampdo citrato
fosfato 0,06M pH 6,8 e guantidades de 200 mL de tampio sitrato-
fosfato O,08M pH 6,8 coantendo concentragdes de O,1M; 0,a8M: 0,3M;
n,4M: D,5M: 0,8M: 0O,7M e D,BM de Nall consecutivamente. As
fraches de 6 mL foram colstadas a cada 30 miputos gtilizando—-se
coletor de fragbes. 0 curso de eluigBo das proteinas da colung
foi acompanhado peia medidsa de absorbincis 8 2BO oam em
gspectrofotdmetro Coleman 1249 D. A atividade de puiutanase das
fragdes foi determinada de acordo com ©% 1tens 3.2.1.5.1.a. As
fragbes de no. 135 a 185 contends, atividade de pululanase foram
reunidas num total de 355 mL. A solugéo enzimdtica foi dialisads
caontra &gua destifada durante 48 horas & 5BoG, fiofifizada,
dissolvida em 25 mt de ‘tampdie citrates fosfate 0,05 M pH 68,8 &
percolada em coluna de CM-celulose de acords com © meétodo

deserito a segquir.

F.2.9.2.3. ~ Cromataografia da Pululanase em Coluna de

CH-relulose

Cerce de 35 g de OM-celulose foi tratada com H080 mt de

HGI 0,88, fiitrada em 18 de vidro e lavada com aAgua destitada
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para & remogdo do HCI. A seguir 8 resina fol tratads com 500 mt
de NaDH 0,5 N, lavada com &gus desiijads pars remogdc do NaOH e

egquitibrada com tampac fosfate 0,06 M pH 8.6,

Uma ampstra de 189 mi de solugdo enzimatica obtida de
acardo com © métodp descrito ne item 3.2.5.2.8. fol aplicada em
cpluna de GCM-celulose de 2,5 om de didmetro x 35 cm de
compriments. A amostra fol eluida dalaaiuna peta apiicacgdo de 350
miL de tamp3o citrato fosfate 0,05 M pH 6,0 8 guantidades de 250
m. de tampBg citrate fosfate 0,058 M pH 6.8 contendo concentragdes
de 0,2M: 0,9M e O,6M de NaCl consecutivamente. As fra@ﬁes de 6 mb
foram coletadas a cada 30 minutos wtitlzando-se c¢oletor de
fraghes. 0 cursoc de elui¢lo das proteinas fol acompanhado pelas
medida de absorbancia a &80 am e 8 atividade de pululanase foi
determinada de acordo com o métedn descrito no item 3.2.1.5.1.4a.
45 fragnes de no. 31 a 57 contendo atividade dg pululanase foram
reunidas num total de 172 miL e diatisada contra agua destitada a
56C durante 4B horas. Apbs @ didiiss, a solugdo enzimatics fol
concentrada por filtragdo em tubes de Goltiodium com capacigade de

retencio de proteinas de PM  13.200 daltens e conservada em

congeladar.



.2 & — Fracionamento das Preparacbes Comercianis de
alta-fmilase ¢ Miloglicosidase com Sulfato

de Ambtnio

2. A5.4. — Fracionamento das Prepara¢bes Comerciais de

alfa-fnilase com Sulfato de AmoOnio

Para a eliminagho de aglcares redutores, amostras de 20
mt de aifa-amilase comerciat de 8. licheniformis 8 5 g dg
alfa—-amilase comerciali de B. subtilis foram dissolvidas
raspect}vamanta em 400 mL e 100 mL de Sguas destilada. As amosiras
foram centrifugadas & 11.000 x g durante 10 minutos a Hel, os
sobrenadantes foram saturados a BO% com sulfato de aménic @
mantidos durante 15 horas a bHob. 0s precipitados foram
recuperados por centprifugagdo a 11.000 x g durante 0 minutoes a
SpG, dissolvidos em 10 mL de édgua destiiada e diatisados centra
tgua destilada durante 72 horas a Hel. A atividade de atfa~
amilase das amostras dialisadas foram determinadas de acordn com
g método descrito no item 3.2.1.5.3. As amostras de alfa-amilase

foram conservadas em congelador.,



93

F.Pobe. ~ Fracionamento da Preparacio Comercial de

Amiloglicosidase com Sulfate de Amdnioc.

Para & eliminagdo de agdécares redutores, uma amosira de
20 mb de amiloglicosidase ou gilticoamiiase comercial de A. niger
foi dissolvida em 900 mb de Agua destliada. A amopstra fol
centrifugada @ 11.000 & g gdurante 10 minutos a 5uG,
spbrenadante fol saturado 8 B80% com suifato de ambnio e mantidoe
durante 15 horas a &SaG. 0 precipitade foi recuperado per
centrifugagdo a 11.000 x g9 durante 10 minutas a 506, dissolyido
em 10 mL de &gua destilada e dialisade <contra Agua destijada
durante 72 horas é SaC. A atividade de amileglticosidase da
amoestra dialtisada fol determinada de acordo com o método descrite
no item 3.2.1.5.5. A amostra de amifoglicesidase foi consgrvada

gm congelador.

3. 2.7. — Daracterizagio da Pululanase Purificada

8 pulutanase purificada de acordo com 0% procedimentos
descritos nop item 3.2.5.2. foli ytitizada para o estudo de

caracterizagdo da pululanase.
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G, 2. 7.i. — Efegito do pH na AStividade Enzimatica

Para 0 estudo do efeito do pH na atividade enzimatica,
o sistema de reagho foi constituido de 0,2 mL de sclughe 71,75% de
pufuiana em &gua desionizada, 0,9 mL de solugdc de pululanase
purificada contends 38 unidades de atividade & 0,49 ml de SOfUGED
tampao. Os sistemas tempSes foram usados dentro dos limites de
sua ag&o ‘tamponante: citrato-foesfate pH 2,8 & 7.0 e tampio
fasfato de soédio pH 5,0 a 8,0 na concentrag¢do 0,8 M, As misturas
dge reacan Toram incuhadas s 400C em banho de &gua termostatizadyo
por 30 minutos. Apbs a incubagdo, o8 apticares redutores liberados
foram determinados pelo método de Somogyi-Nelson (104 e o8
valores obtidns ca{cu!adas camo descrite no item 3.2.1.8.7.a.

sendo considerada & atividade relativa para efelto de COmparagan.

PP T2, — Efeito do pH na Ectabil idade da Enzimsx

Para o estudo do efeito do pH na estabilidade, 3,9 mi
de solugse de pulufanase purificada coentendo 38 unidades de
atividade, foi pré-incubada com 0,1 mi de solugdo tampao 0,1 M de
diferentes valores ge pH durante &9 horas a8 300C. Foram
utilizados 0s sistemas tampdes citrato fosfate pH 2,8 a FT.0 8
fosfato de sédie pH 5,7 @ 8,0, A stividsde vresidual fToi
determinada pela adigBo de 0,5 mL deg pufulans 0,7% em tampén
citrato fosfato O,Z M pH 6,0 &3 solugBes enzimaticas e .as

misturas de reacaoc foram incubadas a 40eC durante 30 minutos. A
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copcentragho de aghcares redutorss obtidos fol calculada coemo
descrito no item 3.2.1.%.%1.a., sendo considerada @& atividade

reiativa para efelto de comparagao,

2. 2.7.3. — Efeito da Temperatura ns At ividade Enzi-—

matica

Para ¢ estudo do efeito ga temperatura nea atividade
enzimética, o sistema d8 reagac foi copnstituide ds 0,5 mL de
splucio de pululana 0,7% em tampao ciftrate fogsfato D,05 M pH 8,0,
f,4 mb de solugio de puiuianase, purificada contendo 38 unidades
da stividade e 0,1 mL de sgua destiiada. A mistura de reagso foi
incubada a diferentes temperaturas entre 3500 ¢ 7000 durante 30
minutos. 08 agbcares redutores formados foram determinados palp
método de Semogyi-Nelson (109) s calculades como descrito no item

3.2.1.5.1.a., sendp censiderada a atividade relativa para efeite

de comparagfo.

2.2, 7.4. — Estabilidade Térmica da Paululanase

Para 0 estudo da termpestabiiidage d3 pululanase

purificada, amastras. de. 3 mL de splugho enzimatica - ewm tampdo

citrato~fastate 0,08M pH 8,0 contendo 30O unidades dg atividade/ml
foram adiclionadas gm tuboes com tampa g pré—incubados am

diferentes temperaturas entre 100 & 6800 durante 1  hora. A
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atividade resigual foi determinada de acordo com as gcondlighas
descritas no item 3.2.1.5.1.a., sendo considerada .a atividade

retativa para efeito de comparagdo.

F 2. 7.5, — Efeito de Sais Minerais ¢ Outros Compostos

Inorginicos na Atividade Enzimatica

0 sefeitoe de sais minerais g sutros compostos inorgéni-
cos na atividads de pulutanase spbre ot substratos pululana @
amilopsctina, foi verificado dentro da faixa de concentraglo onde
ndo havia intarferéngia com ¢ método de determinagdoc de
atividade., Fara o estudo 4o sfeltn de sals minerais & outros
compostes inargénicos na atividade de pululansase sobre a pgulula~
na, o sistema de reagio fol constitufde de 0,5 mL de solu¢io de
pufulana 0,7% em tampao citrato~fosfate 0,7 M pH 6,0 0,25 mL de
splugde enzimétice contendo 26 unidades de atividade: D,25 mL de

solugdn contendo um dos segulntes compostos: Cu 80 , 0at0 , MgCl,

4q 3 bl

Mgs0 Li S0 , Zns0 , KGL, Ba{0OH) , ¢CaCt , Fe (50 b, 81 0,
4 g 4 4 bed e Fad 4 3 e 3
HgGt , Ni80 , FeGi , MnGl , NaGli na concentragio necessaria pars

2 5 3 2
1t e 10 mM em relacgBo ao volume finat na mistura de reagio. Apos

at minutas de incubacdo a 40p0C 08 agicares redutores iiberados
fgram determinados de acordo com © método de Sompayi-Neisos (1042
como descrito ono item 3.2.1.%.1.a., utittizando—se como branco a

mistura de tempo zero de reag&o.
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para n estudo do efeito de sais minerals & outros com-
ppstos inorgBnicos na atividade de pululanase sobre a amilopecti-
na,o sistema de reagéo fol constituido de 8,5 mL de solugds 1% de
amiiopectina em tampdo citrato-fosfato 0O,1M pH £,0:; 0,25mL de 50~
fugEo enzimstica contendo 36 unidades de atividade; 0,26ml de sa—
lugio contends um dos compostes descrites no parédgrafe antserior
na concentra¢ac necesséria para 1 e 10mM em relaglo ao volume fi-
nal na mistura de reagho. Apss 1 hora de reagho a 4aac; foi adi-~
cionado 12,5 mlL de sojugado HESQ4Q*B1N‘ Apéds 30 minutos a 300G fol
adicionsdo 1 mL de solu¢dp de lodo-Ki 0,01 N & 10,5 mlL de &gua
destiiada. A absorbincia das solugbes Toi determinada a3 B20 nm
como deserite neo item 3.2.1.5.1.bh., utifizando-se comg branco a

mistura de tempo zero de reaghko.

F.2.7.6. — Efeito de Inibidores na atividade Enzimatica

o0 efeito de Inibidores de enzimas +foi  verificado
semeihantemente ao efeito de sais minersis e outros compostos
inorglnicos na atividade epz2imatica. Para o gstudo do efeito de
diversos reagentes na atividade de puiulanase sobre a pululana o
sistema de reagBo foi constitufdo de 8,5 mi de sglugdo 8,7% de
pylulana em tampéo citrate fosfato 0,1 M pH 6,0: 0,86 mL de
solugdo enzimadtica contendo 38 unidades ds atividade:; 0,25 mbL de
solugdo de um dos reagentes p-cioromercuribenzoate, &cido
getilenpdiaminotetracético, azida ds shdin, dietitditiocarbamato

de sadie, arseniate de sédio, L-tisteins, todoscetamida, N-
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bromasuccinimida na concentragdo necessaria para 0,1: 1 e 10mM em
reiagdc ao votume finai da mistura de reag&on. A atividade
anzimatica foi determinada de acerde com o item 3.2.1.5.%1.a.,

utilizando~se comp branco a mistura de reagdo em tempeo Zero.

Para 0 estudp do efeito de inibldores na atlvidace de pululanase
sobre é amiifopsctinag, o0 sistema de reagso fol constituido de
0,6 mL de solug¢de 1% de amilopectine em tampio citrato fosfato
#,T M pH 6,0: 0,25 ml de solugbn enzimadtica contendo 35 unidades
deg atividade e 0,85 mbL de um dos reagentes na concentragdo
deserita ne paradgrafo anterior. A atividade residusi foi
determinada de acordo com o método descrito no ttem 3.2.1.5.3.b.,,

ytilizando—-se cemo brance a mistura deé reagédn em tempo zarg.

. 2.7.7. — Efeito d=a Concentragao de Substrato na

At ividade Enzimatica

D efeite da concentragdo de substrate na atividade de

pututanase fpi testado com 63 sybstratos puluians e amilopectina.

Np estudo do efeito da concentragdc de pufuiana, 0
sistema de reagdo foi constituido de 0,49 mL de splugio enzimatica
contendn 36 unidades de atividade ¢ 7,0 pg de proteina: 0,8 mL de
spglugdo de pululana, em tampdo citrato-fosfate 0,1M pH 6.0, na
coancentracio em relagdc ao voplume final, variadvel entre 0,01% &

f,42%. As misturas de reagdo foram incubadas durants 30 minutoes
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em banho de agua ‘termostatizado & SO0l e a atividade pnzimitica

foi determinada de acordo com o item 3.2.1.5.1.8a.

No estudo do efeite da concentragdo de amilopectina
sobre @& atividade de opeluianase, © sistema de reagac Tol
constituido de 0,25 mL de solugdo enzimadtica contendo o2,95
unidades de atividade e 4,9 pg de protefna; 0,75 mi de sptugao de
amiiopgsctinag sm tampgo citrato fosfato 0,1M pH 6.0, na
concentragido variavel entre D,06% & 0,45% em relagdo an volums
finat. A atividade enzimatica sobkre a amliopectinag fai
determinads de acerdo com o item 3.28.1.B.1.b. A constante de
Michaslis-Menten (Km) e a velocidade méxima foram determinados

segundo o sistema grafico de Hanes € wootf (37 e 16822,

B2 FB. — Determinacio do Peoso HMolecular da Pululanase

0 pese motecular da enzima fol estimado por Tlitragdo
em gel SHephadex G-200. As preteinas catalase, alfa~galactosidase
¢ hemoglebina bovipa de pesos moleculares £40.000, 126.000 e
5B.000 respectivamente foram utilizadas comg pagries. Previamentie
50 g de Sephadex G-200 {(40-120 4 foi entumescido com & L de
sogtugio KGI p,1M durante 3 dias a 100C e em saeguida equiitbrado
com tampSo Tris-HGI 0,088 pH 7.5 contendo KOL  O,1TM (14), Uma
amostra de 3 mL de solugdo tampio contendo 10 mg de pululanase
purificada de acordo com © jtem 2.2.5.8., 100 mg de hemogiobdina

poving, 30 mg de catalase, 20 mg de alfa-gajactosidase foram
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percoladas em coluna de 2,7 om didmetro x 85 cm de Sephadex G-200
equiiibrada coem tampde Tris-HCI 0,05 pH 7,5 contende KGCI 0O,1M. ks
fragbes de 3 ml foram colstadas a cada 7 minutos.4 coiuna foi ca~
racterizada quanto a0 volume de vazdo pels uso de "Blue Dextran®
2080, dsterminade pela absorgdo a 259 am. 0 volume de eluigdo de
hemogiohina bovina foi determinado pefa medida de absorbéncia a
BE0nm. 0s volumes de eluigdp da puiulanase, alfe-galactosidase ¢
gatalase foram determinados pels medidas de suas atividades., A
atividade de pululanase foi determinada de acordo com o método
desgrito no item J3.2.1.B.1.a. A atividade de alfa-gatactosidase
foi determinagda wusando p-nitrofenil atfa-D-galactopiranocosideo de
acordo cam o métodﬁ'descrito por Gruz e Park {34). A atividade ds
catalase_fui determinada pela titulagde de perdxido de hidrog8nio

residual com solugdo de permanganate de¢ potassio em melp Acido

(307.

BB uFeP. — Eletroforese em Bel de Poliacrilamida

A pululanase puyrificada de acordo com 9s procedimentos
gascritos no item 3.2.5.2. foi submatida & eletroforese em gel de
paoliacritamida preparado de acordo com o método de Davis (352 com
modiflcagBes. O gel fo! preparado pela mistura de 5 g de Cyanogum
{85% de poliacrilamida e 5% de N,N’ metilenobisscrilamida), 250
mg de amilopectinag de miihe geiatinizads em 25 mb de 4gus

destilada, 90 mg de persuifato de ambnio dissoivido em 25 ml de

tampdo fosfato 0,1M pH 8,0 e 24 ul de N, N,N',N'
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tetrametiletilencdiamina. Apilicou-se 10 pi de selugae O0,1% de
azu!l de bromofenol em aAgua destilada e metanol eam gquantidade
suficiente para & solubiiizagdo do corante, 40 sl de pululanase
contendo 78 unidades/mb e 5O pi de solugéds <0% de sacarose no
topo do gel. A efjetroforese fol desenvoivida pela aplicacdn de B
mAh por tubo a 2BeC por 3  horas. Em seguida o8 géis foram
removidos dos tubos, incubados em tampdo citrato-fosfato g,08M pH
8,0 a 90eC durante 1 hora, corados com splugdo de ltodo~Ki O,DIN 2

em seguida lavados cem agua destilada {133).

3.2 8. — Produgdn de Blicose

Fetudou—se a aplicagde ds @eifo-amilase, amilogtico—

sidase e puiulanase nha produgdo de glicose a partir de amido.

F.2.8.1i. — Hidriélise de amido com alfa—amilase

Bacteriann

A iiquefagio enzimatica ds amido de miiho & de mandioca
fpi reatizada wutilizando—-se prepara¢do nbhtida apas fracionamaento
da enzima comercial dg B. suhtilis ¢ B. licheniformis com

suifato de ambnio, come descrito no item 3.2.8.

Na primeira etapa, amostras de P40 g de amido de milho

ou de mandioca em 580 mbL de &guas destilada @ 8 mt de solugdo Call
c
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20 mg/mL  foram ajustadas pars pH 6,8 com NaOH O,1NK ou HGH 0,1N,
Em sequida adicionou—se 1,7 miL de solugdo de alfa-smilase de B.
subtilis ou 0,8 mb de solugdo de alfa—amilase de DBa.
lTicheniformis contends B.700 unidades d@ atividade. As
suspensbes de amido (33% em peso seco) faram agquecidas em banho
de dgua termostatizado & 3006. A liguefa¢do fTol acompanhada pela
adigdp de uma aliguota de 1 mi ds mistura de reagdo a & ml de
solucio dituids de todo-K! como descrite ne item 3.2.1.5.3. Apds
a obtengso de coloragdo marrom da migtura sclugdo de amido 8
splucSo de jogo~Ki, as amostras foram agquecidas em ghuligdo por 5
minutos 8 resfriadas até aproximadamente §0o0G. Na segunda etapa
de ligquefag8o adicionou-se 1.700 wunidades de alfa-amilase as
misturas de reagio, respectivaments de B. subtilis osu B.
licheniformis e as solugdes foram mantidas em hanho deg agus
termostatizade a 8000 até a liquefagBo completa indicadas pela
coloragdo amarela da mistura de reagdo com splugBe dituida de
fodo~Ki. Em seguida as amostras foram ajustadas para pHd 4,3 com
HG! O,1N e aquecidas em sbull¢do durante 5% minutos. Os agdcares
redutores produzidos apbs hidrélise de amidoe de miihe e de
mandioce com alfa-amitass dg B. subtilis ¢ B. licheniformis
foram verificados através de cromatoegrafia descendente em papel

Whatman no. 1, como descrito no item a.2.1.8.
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3. 2.8.2. — Efeito da Concentragioc de fmiloglicosidase

na Hiderélize de aAmido Liquefegito

g efelto da concentragdoc de amifogiicosidase, na
sacarificacio de amido de milh; ¢ de mandioca liguefaito, foi
estudade em pH 9,3 e pH 6,0, utilizando~se prepara¢sdo enzimatica
da amiloglicosidase de Sspergillus niger ohtida apb
fracionamento da enzima comercial com sulfate ge amidnipn ocomo

deserite no item 3.2.8.

As amostras de amido de milho & de mandioca Viquefeito
com alfa—amilase de B. licheniformis Fforam preparadas  de
acordo com o método descrito no item 3.2.8.1. ¢ ajustadas para pH

4,3 oy 8,0 com HOI g,1N.

Para 0 gstude do efeito da copcentragao da
amitoglicosidase na sacarificacan de amido em pH 4,3, as mlaturas
de reacio foram constitufdas de 40 wmi de spfugda de amido de
mitho ou de mandioca liquefeite ajustado para pH 4,3; # ml de
solygdo gn2imatica contendo diferentes concentraghos de
amitoglicosidase variando geg 0,013 a 4,508 ynidades dg

atividade/g amido & & mbL de totuot.

Para o gstuda dg efsito da cancgntraqéa da
amiiogiicosidasg na sacariflcagdo de amido em pH 8.0, as misturas
de reagdo foram constituidas de 940 miL de solugdo de amido de

miihe pu de mandioca Iiquefeite, ajustado para pH 8,0: 2 mb de

th
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splugén gnzimatica sontendo diferantes concentragies de
amiloglicnsidase varlandoe ge 0.,0285 & 9.500 unidades de
atividode/g amido e 2 mL de toluvoi. Os balBes volumétricos de 50
mi contandn as misturas de reagBo foram incubados em banho de
dgua termestatizado a 5000 durante 72 horas. 0Os produtos de
hidrhiise do amido foram analisados stravés de cromatogratias em

pape} como descrite no item 3.2.1.8.

. 2. 8.3. — Produgfo de Glicose w Partir de Amido de

Mandioca e de Hilho

Estudou—se © efeito da pujutlanase ng getapa d@

sacarificagao de amido liquefeite, com amifogiicosidase.

3. 2.8.3.4. — Preparo das Amostras de anido Liquetfegito

As amostras de solugfes de amido de mandiona e de milho
figuefeito com aiffa—-amilase bacteriana de . Ticheniformis
foram preparadas de acordo com o metodo descrite no item 3.2.8.1.

¢ ajustadas para pH 4,3 ou pH B,0 com HG! 0,18 pu NaGH 0,1N.
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FuZuB8.3-2. — Sararificagio de fmido Ligquefeito Utili—

zando-se fmilogl ivrosidase

Para a sacarificagao de amido tiquefeito com
amiioglicosidase os sistemas de reagdo foram constituidos de
ampstras de 40 mbL de solu¢iao de amidoe ds mandioca ou de mithe
ajustadas para pH 4,3 oy pH B,0; & mbL de soliugBo enzimdtica
contendg 00,0750 unidades de amiloglicosidase/yg de amido: 7 mb ds
dgua destilada e & miL de toluol. 85 misturas de reagac foram
preparadas em duplicata. Os baldes voifumétrices de S0 mL contendo
as misturas de reagao foram incybhades em banhe deg &aoua
termostatizado a ©5{ob. Apés <9B e 72 horas de incubagidoc as
amostras foram aguecidas em ebuiigido durante 10 minutes 8
resfriagas em banho de gelo,. Apos a adicdo de B0 mbL de acetons,
g misturas fgram fittradas em papeil de Tiitro Whatman ne. 1 2 a
acetons evaporada sob vacuo. Em seguida as amostraes  foram
tratadas sucessivamente com 10 g9 de resinags de troca iénica
EAmberiite IR 120 e IR B8 como citado por Mitsuhashi et alii.
{132), As amostras descoloridas & purificadas foram fijtradas sm
memhranas Millipore 0,45 g e tiofitizadas, Os agucarss das
amoestras liopftlizadas foram anatisadoes através de cromategrafia
ifquida de alta pressic de acordso com o método descrito no itam

3.2.1.7.
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Z.2.8.3.3. — Sacarificaslo de fmido Ligquefeito YEidi~

zando—se amiloglirosidase & Pululanase

Para o estuds do efeito de puluianase na sacarificagde
de amido liguefeito o5 sistemas de reagao foram constituldos ds
amostres de 40 mbi de soglugao de amido iiguefeito de mandiocs ou
de miiho ajustadas para pH 6,0; & wmL de solug8e enzimética
contende 00,0750 unidades de amiioglicosidase/g de amido; 1 miL ds
splucdo de pululanase contendo 1.890 unidades ég atividade/mL ¢ 2
mL  de toluot, As misturas de rea¢so fToram preparadas em
dupticata. Os  batbes volumétricos de 50 mL contendo as misturas
de rea¢sn foram incubados em banho de &dgua termostatizads a 5000,
Aphs 48 e 72  horas de incubagio 3s amostras foram submelidas ao
tratamente como descrito ns item anterior € o8 a@gucares das
amostras titofilizadas foram anallisados atlravés de cvromatogratia

fiquida de alta pressao de acordo com B métado descrito no |tem

3.2.1.7.

2A.2.P?. — Producio de Maltose

5 apilicagio de pulutanase na produgao de maltose a
partir de amido de mandioca e de mitho foi verificada atraveés da
ag30 simulténea de beta-amilase e pululanase purificadas. Neste
sstuge foaram utitizados bets—amilase {ivre de alfa—-amilase
{GCalhtochem ref. i7187) e putuianase purificada obtida de acgrda

com o Item 3.2.5.2.
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S3.2.%xi- — ProducBo de Maltose & Partir de &mido de
Mandioca ¢ de Milho Util izando—-ae beta-

Fmilase Purificada

As misturas de rea¢ac Toram constituidas de 100 mb de
spiugdo 1% de amido de mandioca oy de milho gelatinizados em
tamp8n fosfate 0,085M pH 5,0; B8 mg de bets—amilase purificada
contendo 3.300 unidades de atividade: 94 mi de Ggua destitada & 2
ml. de toluel. 08 baldes volumetricos de 200 mb contsndo as
misturas da reagao  foram incubados am bhanho de dgua
termostatizado a 4500 durante 48 heras, Apds a incubagso as
misturas de reacdo foram aguecidas em shbuligio durante 10 minutos
e resfriadas em banho de selo. Apés a3 adig¢do de 200 mi de
acetona, as amostras foram Tiltradas sem papet de Tiltro Whatman
no. 1 e & acetona evaporada sob vacuo. Em seguida as amostras
foram submetidas ao tratamento ocomo descrito no item 3.2.8.3.2.
s agacares das amostras liefilizadas foram analisados através da
cromatoarafia {{guida de alfa pressfo de acordo com as condigbes

descritas no item 3.2.%1.7.

oD 2.2 - Producio de Maltose n Partir de amido de
Mandioca e de Milho Pela A¢30 Simultinesn

de beta—-amilase ¢ Pululanase Purificadas

POs gistemas dé reaghdo foram censtituldos de 100 ml de

spolugso 1% de amido de mandioca ou de mitho gelatinizados em
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tampho fusfate 0,05M pH 6,0; B6 mg de bets—amifase purificada
contende 3.300 unidades de atividade: 9 mbL de sBelu¢ds de
puiuianase purificads contendo 1,800 unidaedes de atividade 8 2 ml
de toiuoi. Os baldes volumétricos de 200 ml contendo as misturas
de reagdo foram incubados em banho de &gua termostatizado a <950l
gurante 48 horas. As amostras foram submatides ao Irastamento como
descrito no item 3.2.8.3.2. 0s aghcares das amostras liofitizadas
foram analisados através de cromatografia fiquida de alta pressae

de acorde com o método descrito ne item 3.2.1.7.
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4 — RESULTADOS E DISCUSS5AQ @
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4.4. — Isolamento € Selegio de Microrganismnos

4. 4.1. — Isclamento e Selegio Preliminar de Microrga—
i smos FProdutores de Enzinags Amiloliticas

DesramifFicantes

Apds ¢ isolamento de 2.140 linbagens de microrganismos
foram seiecionadas preliminarmente 10 finnagens de bactérias, de
acordo fom © método descrito no Iftem 3.2.1.3. As Figuras 1 e &
Ifgstram 6 teste pars isolamento @ gelegio preliminar deg
microrganismos: observa—-se um halo de caforagao azut ao regur dasg
col8nias produtoras de enzimas amiloliticas desramificantes,

tendo comp fundo & coloragio parpura de amilaopectina com reagente

e ipdo.

0 modo de agHo das enzimas amilotiticas gdgesramificantes
agbre a amilopectina estéd {iustrado na Figura 3. Estas enzimas
nidrolisam as |lgacdes glicosidicas aifa-1,B da ami{topectinag ¢

iperam cadetlas {ineares come produte. As cadeias lineares de
mataor comprimentse apresentam coferagdo azul com iodo. Fel
gbservado qué a linhagem no. 182 produz haio de colpracso azul
entre 72 e 96 horas de incubaglo 8 350C em mejo de agar nytrisnte

contends 0,5% de amilopectina, Em compsracan a linhagem deg



1ie

Flavobacterium sp  produtora de  jscamilase (1332 d& origem a
hato de coleragho azu! com fodo entre 24 e 48 horas de incubagio
& 280C. No caso da isocamiliase de¢ Flavobacterium sp a enzima &
provaveimente sintetizadas ¢ liberada imediatamente para o meiop
gxtraceluliar engqguanto que a enzima amiioiitica da tinhsgem no.
182 acumu{amse na forma tntracelular sendo tiberada

posteriormante.

4.4.2. — Beleglo do Microrganismo Melhor Produtor de

Paululanase

Entre as 10 linhagens ds bactérias selecionadas
prefiminarmente stravés do teste de produ¢so de halps azul em meio
contendo amlliepectina foi selecionada & linhagem no. 182 como
methor produtora de pululanase, através da fermentacdo em frascos
sph agitagde de scordo com ¢ método descrito ne item 3.2.71.49. A
linhagem de Flavobacterium sp, prnduiera de enzima amitatitica
desramificante isoamiblase fo0i wtillzada para comparac¢so. A Tabels
2 flustra os resultedos. A Figurs 4 {lustra a hldrbdiise de

puiutana pela putuianase,.

Conforme & Jiteratura, 8 enzima desramificante do tipo
puiutanase hidrollisa as ligagdes glicosidicas ailfa—-1,8 da
pulutana & iibera unidades de maltotricse como produto 2 também
hidrotisa amitopectina produzindo cadelas linesres glicogsidicas

alfa-1,9 (1, 3, 22). & enzima desramificante iscamllase hidroiisa
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as tiigegoes gilcosidicas aifa~1,B da amiiopecting mas nig

hidrolise & pulultana (5B, 82, 133),.

#.2. ~ IdentificacHo da Linhagen Produtora de

Puiulanase

& ltinhagem no. 192, melhor produtors de pululanase fal
tdentificads como Kiechbsiella SBEE &s caracteristicas
microscaopicas e fTisigoldgicas da Jinhagem Hiehnieslla s np. 188

gegtio llustradss na Tabela 3.

Diversos microrganismos produtores de pululanase por
exemplio Kiebsiella poesumoniae (¢litado na 1iteratura como
Kiebsiella aesrogenes (83, 85, 143) psu Aerocbacter aserogenes
(&, 3, 22, 498, 148) ), Escherichis intermedia (14812,
Btreptococous mitis (183>, Streplomnyces sSP {147)
Sirepiomuces Flavochromogenes (183}, Bacillus sp {103,
10483, Bacillus cereus var., mycoides {191), Bacillus
macerans (8), Bacillus stemsrothermophilas KPP 1089 (1403,
Clostridium thernohuydrosul fur icum (66}, Thermnus
aquat fcus YT-1 (1222, Micrococcus sp (74), tem sido descritos
na literatura, mas produtes comerciais disponfvels s&o preparados
a partir de linhagens de Kiebsiella sp (17) ¢ Bacillus sp
{51), Normam em 1880 {107) relatou que pululanases de importéncia
industrial s8o0 agquetas produzidas por Klebsiells pneumoniasg 8

Bacilius CEreus yar. mycoides. A enzimsa pululiasnase de
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Klebosiella asrogenes (Klebsiella preumoniae) fol ipclulds
ne grups de substincias provisorlamente aceitévels para uso em

atimentos €31,60).

4.3. ~ ProdugSco de Pululanase pela 1linhagem de

Klebsieslla sp em Diferentes Meios de Cultura

Entre 08 mejons de cultura testados pars &
producio de enzima, de acordo com o métode descrito ne ltem
3.2.3, foi ghtido malor produgioc de puluianase npo meio dé
cyitura no. B descrito na Tabela 1, utijizado por Sugimoto et
afii €138y para a producic de Iscamilase de Fseudomonas 5S5p.
Em comparagiao ndo Toi obtide alta atividade de pultulonase apis
cuitive da linhagem Klebsiella sp no. 182 nos melos de cuitura
np, 2 € no. B, descritos na Tabela 1, utitizados respactivamente
por teda e Ohba (148) e Bender e Waliendfels (Z1) para a produgao
de pululanase de finhagens ge fAerobacter BEroUEnes

(Kiebuiella phneumoniae ). & Tabela 4 ilustra 08 resultados,
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4.4. — Relaglo entre tempo de FermentacSo, Sltersclo
de pH do Meio de Cultura, Crescimento do Micror—

ganismo e Producio de Enzima a 28, 30 ¢ 3500

0 estudo do crescimento do microrganismoe ¢ produgso de
pululanase pela linhagem Klebsiella sp foit realizado do acordp

com B8 candigdes descrltas no item 3.82.4.

As Flguras 6,7 e B ilustram respectivamente & relagho
entre tempoe de fermentaglo, alteragio de pH do meio de cultura,
crescimento de microrganismo & produgdo de puiulanase a &8, 30 &

3Ing9l.

Na fermentacdo & @800 a8 produgdo de pulylanase !igada a
célula atingly & atividade maxima de BD unidades/mL apés 14 horas
de fermentacao aprckimaaamente. Apbs seste periode observou—se
diminui¢dn da atividade da enzima jigada & céiyla e aumento gde
enzima extracelular. & pululanase gxtracelutar atinglu a
atividade maéxima de aproximadamente 85 unidades/mL apds 40 horas

manfendo-se constante até BO horas de fermentagio.

Na fermentacdo a 3000 8 produgdo de puilulanase [igada a
céiula agicangou & atividade maxima de B0 unidades/mbL deppois de
aproximadamente 12 horas de fermentacdo deciinando rapidamente
apéas 17 horas de fermentacSo. A pululanase extraceluiar atinglu
aproximadamente a8 atividade maxima de 785 unidades/mlL apés SO0

haras mantendo—se constante até HO horas de fermentagdon.
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Na fermenta¢do 8 3500 a produgieo de puluianase |igada a
célula atinglu 8 atividade maxims de 123 unidades/mL apbs B horas
de fermentagdo diminuindo spas gste perioda. A enzima
gxtracelular atingilu apraximédamente a atividade maxima de 43
ynitdades/mb apds 40 horas mantendo~se constante até B8O horas de
fermentagao. Fol observado que & puluianase |igada & célula &
praduzids durante a fase exponencial de crescimento. A diminulgsie
ga atividade dg pululanase iigada & céluls foi acompanhada de
aumento da astividade de enzima no socbrenadante dg wmeioc de
cultura. Neste estudo nde fol veriflicade o mecanismo de iiberagéo

ga enzima intraceltular.

Wallenfels et alit, em 1968 (158 empregando meia de

cuttura constituido de 0,8B% maltosse, 0,%% K HPG : 8,3% NaNO .

a2 4 3
$.08% MgS0 7H 0 0,085% KCi: 0,001% Fe30 7H 0 gjustade a pH 7,2
i % 2
yerificaram que # sintese de puluianase pata tinhagem ds

Adcerobacter aesrogenes (Kilebsiella pngumoniae) tinha iniclo
apfs um periodo de 3 heraes, junto com ¢ crescimento celular €
ocorria paralelamente a0 aumento da masss celular. Durante as
primeirés horas de fTermentagin a enzima era totalmente Pigada &
céiuta. A atividade da enzima extracelular aumentava no Final da
fase logaritmica. A quantidade de enzims {igads & céiula diminuia

com o0 aumento da enzima extracetutar.

Wohner e Wabey, em 1578 (1812, refataram gque a

2

pululfanase da linhagem Kilisbsiella =g S48 estava associada 2
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membrana sexterna. s gautores sggerlram quea finhagens de
K’iebsié!la produzem pulufanase e dependends da linhagem uyme
alfa-amilase especifica pora a hidrbiise de ligagBes glicosidicas
atfa—1,9, quando crescem em meio contendo alfa—glucanas. Desta
forma enzimas Jigadas & célula serviriam para hidrolisar alfa~
gldcanas disponiveis no ambiente ceifutar e produzir
maltodexirinas que poderiam entio ser transportadas psra o
gitopiasma. Para este fim puluianase g8 amilase deveriam estar
disp&niveis para a hidrbdlise do subdstrato macromoleculiar. Os
autores verificaram que @8 linhagem Klebsiella sp 5248 formava
guantidade muito pegquena de amilfase ¢ ndo era adequada pars os
estudos  de ltocalizagae da enzima =& sugeriram que @& agso
simyiténea da puluianase produzem maltoolligossacaridens tineares
gye passam atravées de pores hidrefilicos da membrana externsa e

gicancam a permease da membrana citopiasméaticsa.

0 mecanismo da libera¢so da pululanase extraceluiar s
tinhagem de fierobacter aervgenes R5-1 fol estudsdo por Dhha e
tjeda (113). Os8 autores propuseram gque uma protease atuarta

fiberando & pulufanase llgadas a célula para o meig de cuitura,

Suzukt & Chishiro, em 37883 {1490 utitizando o meio de
cultures constituido de 1,2% de amido seibdvel: 1,4% & 1,8% de

peptona; 0,3% dge extrato de levedyrsa; 0,3% de K HWPO e 0,1%
& <4
EH PO yerificaram que @& pululanase de Bacillius
2 4%
stearcthermophilius KP 1084 era acumuiada no sobrenadante do
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meio de culture no Inicio da fase estaciondria de crescimento mas
a atividade da enzima extrscelutar diminuia rapidamente no final

deste estigio.

Kimura 1o Horikoshi em 1888 {74) verificaram
gue & produgio maxima de pululanase e de alfa—-amiliase
de Hicrocococus sp pocoerria a 170 - 200G, As énzimas
gram produzidas, induziveimente, em meio de cultura
constituido de 2% de amido sptavet; 0,58% de sacarose:
1,5%  de triptona. 1%_ de extrate de levedura: 04,1% de
K HPO ; 0,062% de MgS0 7H 0. G,0002% de MnCl ap6s 94 dias de

2 4 . 4 & b4

Incubag¢do & 1BoC e diminuia apds B dias. A produgdo maxima das
enzimas era obtida em pH 9,7 pels adi¢do de 0,7% de GaC0 ao meio

3
de cultura.

4.5%. ~ Produ¢8o e Purificacio de Pululanase

A producds e purlficacio de pulutanase fol realizadsa de

acnrdo com o métodoe descrlite ho item 3.2.8.

0 fluxograma de produgde e purificacao de pufuianase de
Kiebsirlla =g esté apresentado na Filgura 8. A pululanase de
Klebsiella sp no. 182 pode ser obtida da massa celular através
de extragdo com detergente dodeci! sulfato de s6dio ou na forma

de enzima gxtraceluiar,
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Neste trabatho fol estudade & purificagioc da enzima
extraceiuviar. No fracionamento da preparacdo bruta de puiulagnase
em coiung de DEAE~-ceiulose equilibrada com tampdo cltrato-fosfate
0,08BM pH 6,8, 8 enzima adsorvida na resing foi eluida com tampdo
cittrato-fosfato 0,05M pH 6,8 contende 0,8M NaGi. A puluianase nis
fat adsorvida &m coiuna de CM-celulonss, As Figeras 10 e 11
flustram respectivaemente o fraciosamepto da pululapase em coluna
de DEAE~celuiose e CM-celuivse. A purificagdo esta sumarizada na
Tabeta B. A& enzima Toi purificaeds 11,1 vezres apds fracionamente
com suifate de amBnis seguido de cromstografis em fracionamento
coluna de DEAE-ceiufose e de CM—celulfose, A puluiansse purificadsa

apresentpu 3.700 unidade de atividade/my de proteina.

Houtha — Fracionamento das Preparagioes Comerciais de
alfa-Amilase & fimiloglicosidase com Sulfato

‘de Amdnio

Verificou—se atravésl de cromatografia em papel gue
prepara¢bes comerciais de plfa-amiliase de B. subtilis ¢ de B.
tincheniformis, ¢ amilogliicosidase de A. niger apresentavam
giicose @ gutros a8g¢dcares nago ijdentificades. As enzimas
comercials de alfa—amilase e amlioglicasidase foram fracionadas
com sulfato de amfnio BO% de acordo com as condigdes descritas no

item 3.2.68.1., e 3.2.8.2. respectivamente,
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Faram cbtidas preparagoes de aifa—amilase de B.
subtilis e de B. Jicheniformis, livres de carboidratos,
contendo respectivamente 4.000 e B.400 unidades de agtividade/mb,
A prepara¢as d& amiloglicosidase deg He ninger, tsenta de

carboidratos, apresentoy 368.000 unidades de atividade/ml.

B 7. — Caracterizaglo da Pululanase Purificada

As caracterfisticas bloguimices da pylylanase de
Kisebaoiella sp pao. 182 foram determinagdsas como descrito no [tem

3.2.7.

4.F.4. — Efecito do pH na atividade enzximdtica

6 efeito g pH ng atividade de puiuianase Toi
determinade de acordo com o método deserito noe ttem 3.4.7.1. A
Figura 12 mostra que a enzima apresents maior atividade em pH
§,0, em tampdo citrato-fosfato. A pululanase da linhagem de
Kilebsiella 5 ne. 197 apresents atividade o6tima em pH
levemente &cido da mesma forma gque 8s pulutanases de linhagens de
fivrobacter aerogenes Klebsielln sp ) gescritas na
ftteratura. As ‘enzimas estudadas por Bender e Wallenfals (22) e
Ueda e Ohba (148) apresentaram respectivamente atividade o6tima em
pH 5,0 e 86,5. As enzimas amilolitices desramificantes que

apresentam atividade ©otima em torno de pH 6,0 podem ser
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utitizadas simultaneamente com g beta-amilase de s0ja ou hatata

goce na produgfo de maltose a partir de amido.

& enzima amiiolitica desramificante do tipo lspamiiase
{163) obtida de Pseudomonas sp SB 18 apresenta atividade 6time
na falxa de pH 3,0 2 4,0. Esta enzima pode ser usada na hidréiise
de amido em maltose, através de processo em duss etapas, em
combinacio com a beta—amilase de soja oy dg batata doce. Na
primeira etapa deste processo a isoamilase rompe a8s ligagdes
glicosidicas atfa~-1,8 do amido tiberande 8s cadeias lineares de

amiigse gue s8&0 posteriormente hidroiisadas pels beta—-amilase em

maitose.

A Tabels 5 ifustra 0 pH oHtimoec de atividade de

pululanases microbianas.

4. T2, Efeito do pH na Estabilidade da Enzima

0 estudo da infludncia do pH na establiidade enzimatica
fot reaiizado de acordo cem 0 item 3.2.7.2. A Flgura 13 ilustra o
efeite do pH na estabilidade da enzima. A puivianase Kiebsiella
ap no. 182 apresentou-se mais estédvel na falxs de pH 6,80 a 7,0
em tampio citrato fosfato, e na falxa de pH 5,5 8 7,5 em tampao
fosfate sendo inativada em pH inferiores a 5,0 apdés &4 horas de
incubagido &8 3DoGC. Em comparagio, & puluianase da {inhagem deg

serobacter aerogenes lebhsiella sp ) estudada por Ueda ¢
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Onba (14B) apresentoy estabilidade na falxa de pH 5,0 & 11,5 apds

1 hora de incubagio a 4io0l.

A& enzima amitelitica desramificante do tips Jsaoamlliase
de Pseudomonas sp 58 15 estugada por Yokohayashi et alit {1897
apresentou—-se estavel na faixa de pH 2,5 a 7.5 apids P9 horas de

incubacao a 4o,

A puluianase de Streptonuces sp no. 2B (197! mostrou
maitor gstabiildade na faixa de pH B,5 a 7.5 apds 1 hora de

fncubacan & 9000,

Nakamura et alid (103) verificaram que 8 pululanase de
Bacillius sp no, £02-1 apresentava—se estavel na faixa de pH 6,5

a 11,0 apds incubagido a 4of durante 29 horas.

A pulilanase de Bacillus cerens ¥ar. muycoides
egtudads por Takasakd, em 18978 (141) mostrou maior estabitidade

na faixa de pH 6 a 8 apos Incubagdo a 3000 durante 3 horas.

Hyun ¢ Zseikus, em 1885 (6B a0 estudar a puiuianase de
Clostridium thermnohuydrosulfuaricum ohsgrvaram qgueg a  enzima
exibla maior estabitidade na falxa de pH 4,8 a 5,8 aphs

tratamento térmice & BOoC durante 1 hora.



Kimura & Horlkoshi, em 1889 (74) refataram gue a8
puiutanase de Micrococous sp mostrou-se estave! na faixa de pH

7.% a 8,5 apds S horas de fncubagac a 3006,

B7 23 — Efeito da Temperatura na Alividade snzimidtica

0 efel{to da temperatura na atividade de pululanase foi
geterminado de acorde com o métode dsscrite no jtem 3.2.7.3. A
Figqura 14 mostra que & pululanase Kligbhsiella sp no. 192
apresenta atividade otima & 500C. Este resultade indica que g
‘enzima tem atividade 6tima na mesma falsga de temperatura de
pulutangaes de linhagens Klebsiella phneumoniae descritas na
titeratura. Bender e Wallenfels (283 e Ueda e 0Ohba (148)
relataram gue 88 puiulanases de linhagens de Hercbacter

RAEPFroOYenes {(Kiehsiella pngumoniae) apressntaram atividade

atima a 47,5 e a 0oL, respectivamente.

A Tabela 5 mostra a temperatura 6tima de atividade de
puluianases microbianas de diferentes fontes descritas na
ltteratuyra. A maioria apresentam atividade &tima na faixa de 4700
a BOpC. A8 pulutanases de Clostridium thermohudrosalfuricum
(B&) ¢ Thermoact inomyres thalpophilus {110} sd&p mals
termpestaveis e apresentam respectivamente atividade atima a HBal

g 7000.
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Yokobayashi et alit (189) veriflcaram gue a enzime
amitolitica isocamilase de Pseudomanas sp 58 15 apresentavsa
atlvidade 6tima & 5Z0C em tamp&o acetato pH 3,5 para 10 minutos

de reagao.

A fspamiliase de fevedura fipomuces EkKonenkooe
estudada por Spencer~Marting (137> apresentava atividade 6tima a

3008.

4. 7B, — Estabilidade Térmica da Enzima

*

0 estudo referente g infiuéneia da tempersturs na
gsatabiiidade da pulutanase fot reafizede de sacorde com as
condigdes descritas no ftem 3I.2.7.9. & Figura 15 ijustra os
resultados., A incubagdo da puluianase purificads de Klebsiella
=1+ no. 192 em tampRo citrato-fosfato 0,05M pH 6,0 a 400C: 430G
450G; 470C: B2eb e 700 durante 1 hora, na asusénclia de subsirato
resyltaram em 2%: 18B%: £8%; BO%:, 87% e 100% de inativagdo,

respectivamente.

Em comparagsio, Ueda & Ohba (148) veriflcaram que 0
tratamento tTérmico d8 puiunlanase extracelytar coristaling dsa

fAcerobacter asrogenes {(Klebsiella aerogenes) em tampio

acetato 0,02M pH 8.0 a8 300C:. 400€. 4508 BOoG: 5hoeG: 80¢G: 7000 &
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g80o0C durante 30 minutos resuvitaram respaectivamente em 2%, 9%, 5%,

B%, 70%, BbH%, BB% e 100% de instivagdp respectivamente.

A pululanase da tinhagem de Klebsiella sp np. 132
mosStrou—sSe mais termoestavel do que as pululanases de
Streptococcus mitis (1537 ¢ de Streptomyces sp no,. 28 (147)
gus foram raplidamente inativadas em temperalturas suyperiores a

4000 .

Em estudos reallzados por Yokobayashi et atiiy (188) o
tratamento térmico ga enzima amilotitica desramificante
lapamilase de Pseudomonas sp SB 156 em tampao acetato 0,1M pH
3.8 =8 BoclG: 550G ¢ BfoG durante 10 wminutos resgltaram

respectlvamente em decréscime de 40%, 77% & 85% da atividads.

Nakamura et ailli, em 1878 (103) verificaram gue a
pututanase de Bacilius sp po,. 202-1 apresentavas 83% de
atividade reslidual apds agquecimento da enzima em tampio fostato

pH 8,0 durante 15 minutoes a bBbHal.

Ag estudar =@ estabitidade térmica da pululanase dsg
Bacilus cereus Vvar, mucoides, Takasaki (1482 verifleou gque o
tratamento térmico da enzima & 49000, S0eC e 60006 em tampip
fosfato O,08M pH 7.0 durante 10 minutos resultava em 5%, 50% e

100% de inativacso respectivamente,
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Enzimas termoestévels t8m sido descritas pa literatura
g 580 de interesse comercial. Plant et atil (122) relataram gue a
putulanase de Thermus aguat icus YT-1 mantinha BO% do astividade
apbs tratamentn térmico a 8500 dyrante 10 horas, e observaram gqus
a pufulanase era ativa em ampia faixa de pH & termpestavel, no
gntantoe a baixa atividade especffica podaria Jimitar sua

splicagdo comercial.

H.72.5. — Efeito de Saic ¥HMinerais o Outros Cospostos

Inorginicos na Atividade Enzimaticsa

g efegito de sails minerais a eutros compostos
inargénicos na atividade de pululanase foi testado de acordo com
as cundigdes descritas no item 3JI.2.7.5., utitizando-se 0s
sabstratos pululana g amilippecting para se verificar )
interferéncia dos sais minerais e outros compostos inorgBnices na
metodologia de8 determinagio de atividads enzimatica. A atividade
ga pulutanase sobre pululana fol detsrminada atravéé do auymanto
ga coencentragdc de aghcares redutores liberados, pelo método de
Somogyi~Nelson (104). E =a atividade de putulanase sobre
amilepecting fol determinada atragés do auymento da coloragBo das
cadeias glicesidicas aifa-1,4 lineares com reagente de iode

(148).

Verificou~-sg gue a presenga de Mall, KGi, LI 80 ,
g 4



At O , BatOH) , CaCO , NISO , MgGl , GoGi , ZnS0 , MG} , Gu50 |,
g 3 2 3 4 Fed & 4 2 9
Fe (50 )Y , FeGt =& Cagl ng concentracdoe 1mM em relagcac 80
o 4 3 3 Z
vojlume final da misture de reag8o nao afetaram significativamentse
g atividade de pultuianase da {inhagem Klebsiella sp no. 182, &
atividade de puliulanase fpi fortemente inibhida na presenga de
Hghi na concentragBo 1mM de sal em relacdp 30 volume final de
2
FERLED. Em 1875, Amemura et alii {12} verificaram que a
puiuyianagse de Aerobacter aervgenes ATEE BESY fol inibida por
o4
iong mercGrio (HG ), e reilataram gite fons metaticos nio
pareciam ser essenciais para a atividade d8 enzima. lons caicig
gue stunram asumentando cerca de 30% a atividade de puilulanase de
fierobacter aerogenes gstudada por Ohba e Ueda (1182 néo
tiveram efeito ativador para a puiulanase da linhagem de

¥lebsiells sp no. 1892, A Tebeta 7 ilustre os resultados.

Tekasaki em 19786 (1492) observouy guae 8 adig¢ae de fons
24 2+ 2+ 24 B+ o 2 2+ i+ _
Mg , Mn , 6o , Ba , Fe , Cu , Hg , Ag na concentragac 1mM naoe
auymentava @ atividade ¢ge puiulanase de Bacillius ceyreuns Var.
24
mucoides, contudo 2 adi¢ao de ions Ca gra efetlive na protecap

da enzima contra a desnaturacgdo térmica.

A presenga de fens calcio saumentava 8 estabilidade

térmlica de Thermus aguaticus YT-1 (182).

Gdib'ne opi €118) verificarsm que a puluianase dse

Thermoact inomuces thalpophilus fol ativada por fons cobalte
2+ 2+
(Co ), inibida por ions mercirio (Hg J € spresentava maior
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2+
estabifidade na presenga de fons caiclos {(La ).

FuF ot — Efeito de Inibidores na Atividade

Enzimat icx

¢ gfsiteo de inibidores na atividade de pululanase de
Klebuieliiam sp no. 182 fol testado de acordo com o método
descerito no ttem 3.2.7.8., utilizando~se o8 substratos pululana e
amitopectinag pars se verificar @& interfergncia dos reagentes na
metodologia de determinagan da atividade enzimética. A Tahels 8
jjustra os resuttados., Verificou-se gue o reagents N-
hromosuccinimida na concentracio O,1mM em relagio ao voelume final
da mistura de reagd8o intbe 8 atividade de pululanasse de
Kiehsiella sp no. 182 indicande gque res{iduos de triptefano
podem ser importantes para a atividade enzimética. Amemura et
alii {18y @ Dhba e Usda (111} verificaram também que resfduons de
triptofane parecem ser importantes para a agio enz2imética  das
pujulanases dea ficrobacter asrogenes  ATGE 8621 e da
fierobacter aerogenes no. 105 respectivamente. A atividads
genzimética de pululanase da |inhagem de Kicebgsiellwn sp no. 182
nas Tol influenciada peta . presenga dos reagentes acido
stitenpdiaminotetracétice, p-cloromercuribenzoato , azida dea
shdia, dietifditiocarbamato ds& sédis, arseniato de sﬁdio,. L-
cisteina 8 Jodoacetamida na concentragdo O,ImM em relagdo ao

volume final de reagio.
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&.7.7. Efeito da Concentraclo de Substrato snia At ividade

enzimat ics

0 efelto da concentra¢adas dos suybstratos putulans e
amilopectina na atividade de puiutanase!(lebaiéflla sp no. 182,
determinado de acordo com as condi¢des descritas no item
. 23.2.7.7., estdo ilustradas respectivamente nas Flguras 168 e 17,
nos grificos de Michaelis—~Menten e Hanes e Weolf. A Constante de
Michaeltis~Menten (Km) e @ velocidade maxima (Vmax) foram
determingdas de acordo com o sistema gratico de Hanes & Woolfd
obtendo~se o8 ua!nreé de Km 4,3 x 1a~q g/mbL e Vmax 14.333 ug de
mattotriose/minutofmg proteina para ¢ substrato pululana e os
vaiores de Km 3,7 X 18“3 g/mbL & Vmax 88,40 wunidades/minuto/mg

srotelinsg para o substrato amitopectinag.

Fm 1873, VYokobavashl et alit {178) compararsm &8 stivi-
dade da ispamiifase c¢ristalina ¢ Peeudomonas sp SBIS & da pu-
lytanase coristaling extraceliuliar de Asrobhacter acrogenes ATEO

9877 em diferentes substratos. 0s valores de Km {(g/mL) da iscami-
fage foram aproximadamente 1x10“q a Ex18—q parg amiiopectinag =
glicogénio; & 281;3para pululana enquanto gque o0s valores para pu-
tulanase Toram aproximadamente 8x10 : a 1x1d 8 para amilopectina;
Ex?ﬂwe a Sxiﬂﬁe para glicogénio & 1,7x10 M5para pulutana.



g resyitados obtidos indicem gue & pululanase de
Kilebsiella wp no. 182 apresenta menor afinidade apg substrats
pululana, porém maior afinidade ao substrate amiifopectinag do gue

a puiulanase de Aerobacter aerogenes ATEG 8BZ21.

& pulutanase de Clostridium thermohydrosul furicum
apresentou wvalor de KEm 3,3 X qu g/mL em rei.acéc an substrate
pyluiana (BB). Este resuitado & préximo ap valor de Km obtido
para & pululanase de Hiebsiellas sp ne, 182 indicando que as

duas enzimas apresentam afinidade simiiar em relagido an substrato

pututana,

Ddibo ¢ Obi €110 verificaram gque @& pujulanase de
Thermoact inomyces thalpophilus hidroligava pululana,
amilopectina, beta-dextrina iimite de amiiopectina e de
glicogénio apresentande vaiopres de Km 3,2 ¥ 10 3; 3.8 x 18 8;
4.5 X 1{}“3 e 11,1 X 19-—3 g/mL respectivaments, Comparando—se 0S8
reguttados, observa—-se gue & pululanase de Kiebsiella sp Ng.
187 apresenta maior afinidade em retagsdo g0 substrato puluisna do
gue a putuianase de Thermoactinonuces thalpophilus. A3
pululanases dg Kilebsielila sp e de Thermoact inomuwces

thalpophilus mostram o mesms afinldade em reiacBo ao substrate

amiiopectina.



4 . 7-8. ~ Determinacio do Peso Molecular

 peso molecular da pululanase extracelular da ftinhagem
de2 Klebsiella sp no. 182 fol estimado em BE.800 daltons
através da Tiltragao em gel Sephadex G-200 de acordo com o0 método
gescrito no item 3.2.7.8. As Flguras 18 & 18 ilustram
respectivamente 8 elul¢io das proteinas sm coluna de Sephadex G-

200 e a relagdo v/vo & tog.PM.

A putuianase extracelular da linhagem Kiebsiella sp
no. 182 apresentou peso molecular diferente das pululanases
axtracelufares gde iinhagens de Serobhacter A DEENES
{(Kiebsiella sp) estudadas por May Frantz et atii (86) e Ueda ¢

Ohba {(14981}.

Em 1866, May Frantz et alitl (88) vrelataram d4que @
pslutanase parecia existir em duas formas, 8end0 que agquels de
maior peso molecular podia se&r convertida na forma de menor peso.
0 peso molecular da primeira fol estimedo em 150.000 ¢ da segunda
cerea de 50.000 através de filtragdn em gel! Sephadex (-200, De
acardo com Mercier et @alii (B88), 3 puluianase desss experimaento
(96> foi obtida de cultura contendo dois tipos de A. w’erogenes
que podiam ser distinguidos pela aparéacia microscopica, um

formaﬁa capsula (P23 & o outro (P1) nio.

leda e Ohba €1498) utilizando 08 métodos de elegtroforese

em geli de poliacritamida e ultracentrifugag¢ao egtimaram ¢ peso
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molecular da puluianase extraceitular em B&.000 g BH.DOO

respectivamente.

As pululanases de linhagens de fierocbacter
agrogenes, descritas na {iteratura, apresentam diferentes pesos
moleculares dependendo da forma extraceiular ou ligada & céjula
da presenga de protease na solugdo enzimatica, do métedo de

extracao e determinagdo.

Walienfels et atif (185) e ¢Eisele et alii (402
relataram que a puylulanase tigada & celula de Aerobacter
AprOgeEnes apregsentava peso molecular 145,500 g 143 . 6040

respectivamente.

Mercier gt aili {88 observaram Gque B Preparagao
purificads de puiuianase ligada & cétula obtida da iinhagem de
acrobacter @asrogenes P apresentava duas formas de diferentes
pesps moleculares apbs Filitragdo em colfuna de gel Sephadex G-200.
0 pese molecuiar do menor componente, gue pedia ser obtido na
forma de corilstalina, fpi estimado sptre 108.0B0 & 145.008, O
gutrge compeonente foi eluido com "hiugsg dextran*,' indicando peseo
molecular de pelo menos BO0.0B0. Os autores yerificaram gque ¢
componente de maior peso melecular era convertide na  forma de
menor pesg molecular apos Incubacae & 3F0ol durante 18 horas e

sugeriram que este fate era resultado de &agao de protease

presente na splu¢so na solugho enzimatica.
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Onhbe & Uedas (1112 estimarsm o peso molecular da
putulanase intracetular cristatina de Aerocbacter AETFrOO9ENES
entre 70.000 e 80.000 através de filttragao en gel Sephadsy G-200

e entre 80,000 e 100,000 atraveés dsg equilibrieo de sedimentacdo.

As gnzimas amiloliticas desramificantes, de gutros
microrganismos descritas na literaturs spresentam peso moelecuiar

na faixa entre 78.000 ¢ 130.0440.

Nakamura et atii (1032 estimaram o pesp molecular da
piytanase de PBacillus ap ne, 2bo2-1, em  H2.000 atraves de

eletroforese am gel de pollacritamida contendp dodecit suvifate de

sodio,

0 peso mofecular da puivianase de Bacillus cergus
yar. muycaides foi estimado por Takasaki {(142) em §&D.DOO &

130.000 por Fiitragio em gel Sephadex G-200.

Amemura et atli {(13) relataram gque ¢ peso molecuiar da
ispamilase de Pseguwdomonans apyloderamosa fol  estimadoe  em
gproximadamente 80.00D atraves de eigtroforese em gel de SD5-
potiscritamida e fiitrags8e em gel de Sepharose 68 e hidrocioreto
de guanidina BM. 08 auteres observarsm que o© valor do pesg
molecuiar das sgbunidades estlimaﬁn anteriormente ~ em

aproximadamente 50,000 {(75) estava incorreto.



Norman {(103) estimoy o peso molecular da puliulanase de
Bacillus sp em 100.000 através de eietroforsse em gel de

poiiacrilamida.

Dgibo & Obt {110} estimaram o peso molecular da
pululanase de Thersmoactinomyces thalipophilug R 15 em

78.000 através de filtragdo em gel Sephadex 6-100.

0 peso molecular da putulanagse d8 Thermus agquaticus
YT foi estimado em B3.000 e 80.000 através de eigtroforese em gel
de poliacritamida e filtracdo em colung de Fractogel TS5K HW bb

{F} respectivamente (1&2J.

A 7.%. Fletroforese en gel de Poliacrilamida

A sietroforese da pululanasse purificada em gel ga
poiiécriiamiﬁa fol reaillzads de acordo com as condi¢iies descritas
no ftem 3.2.7.8. A Figura 20 mostra a eletroforese gesenypivida
em pH 8,0 em gel de poliacrilamida contendo o substrato
amiiopeetina. Observa-se uma faixa azuyl-plirpura, no topo do gel,
ingicando & atividade de pululenase. A atividade enzimatica
getectada com gé&is contende amilopectina indiCco¥ & presenga ds
yma anica bands de atividade amifotlitica., Em 1875, Nakamura et
alil wverificaram também que a pululanase purificada de Bacillus
gp n0. 202-1 apressntava uma Dbands de proteina em eletroforese

em ge} enguanto que Iskizakl et altii em 1883 (87) estudaram
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afgumas propriedades da fsoamilase de hatata {(Solanum
ftuberosum, L.) e obssrvaram que ssts Gitima continha trés
enzimas desramificantes separévels através de eletroforese em gel

ge poliacrliamida.

4.8. — Produglo de Glicose
_é.ﬁ,i. -~ Hidrélise de amido com alfa—-amilase Bacter iana

A hidrdlise de amide com aifa-amilase bacteriana foi
refizada de acordo com o métgdo descrite no item 3.2.8.1. A
Figura @1 ftustra os agucsres redutores de menor peso molecular
produzides apds hldrblise de amido de mandlioca & de miiho com
atlfe-amilase de B. subtilis e B. licheniformis., Verificou-se
gueg 8 alfa—amliiase de B. subtilis produziv glicose, maltese,
maltoiriose, m-aitupeﬁtaoae g maltohexaose em majlor proporgio go
aue maltotetraose, A alfa-amilase 48 B. licheniformis
apresentoy & caracteristica de proguzir glicose, maltose,
malttatriose, maltepentaose em maior proporgso go que
malfotetracse @ maltohexaose. A alfa-amilase ge B.
1icheniformis foi escothida pelos autores para a etapa de
tigquefacio enzimética do amido porque apresenta atividade em
' ampla faixa de pH e major estabiiidade térmica, conforme sugerido

por McMullen et ali{ (87) e afirmado per Rosendal et alil (1282,
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4. 8.2, — FEfreito da Concentraglo de amiloglicosidase na

Hidrdlise de Amido Liquefeito

0 efeito da concentragdc de amilogiicosidase de A.
niger na sacarificacac de amids liquefeito Foi estudado de
acorde com as condigdes descritas no item 3.2.8.2. Neste estudo

foi utilizadeo o termo sacarificagio, empregado tradicionaimente
{25y na indistria de produgde de agdcares @ partir de amidp, para
descrever &8 etapa ns qual dextrinags € ollgossacaridess 530
hidrolisados péia amilogiicosidase, para @& obten¢g&o de glicose,
As fFiguras 22 & 23 itfustram vrespectivamente o efeito da
concentrscdo de amllogiicesidase na sacarificagdo de amido de
mandioca ¢ de mithe liquefeitos, em pH 4,3. Vertficeu—se que @
utitlzagao de guantidades superiores a 00,2250 wunidades de
amiiogiicosidase/q de amido, na sacarificagdo sm pH 4,3 resuvita

am formag¢ao de grande gquantidade de oligossacarideos,

As Figuras 29 e 25 mostram respectivamente o efeitoe da
coacentracso de amilogliicosidase na sacarificagdo de amido de
mandioca & de milhe iiquefeltos, em M 6,0, Observou-se gque a
agigao de guantidades superiores é g,8780 upidades de
amilioglicosidase/g de amido, na sacarificacdo em pH 6,0, resulta

em sintese de oljigossacarideos.

Mc Multen e Andinn {(87) reiataram gue a presengs de
maltose & isomaltose, no Xarope de giicoese, obtido pela hidrélise

enzimatica do amido era resultante da sintese a partir de
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giicoge, catallisada pela amilogiicosidase & nBo peta presenca de
impurezas enzimaticas presentes na prepara¢ao comercial de
amifoglicosidase, sendc gue no presente trabalho foi comprovada a
sintese de ollgossacarideos catalisada pela amilogiicosidase de

fispergilius niger.

Pazur e DOkada (118) wverificaram que a velocidade da
raggin de gintese de afignsgacaridens cataliseds pela
amiioglicosidase de Rhizopus delemar ers duas vezes superior s

aguels de Azspergillice niger.

A4.8.3. — Producio de Glicose & Partir de Admido de

Mandioca s de Hilho

& apiicagdo de pululanase na etapa de sacariflicagio de
amido {iguefeite, com smiloglicosidase, fol realizads de acordo
com o0 método descrito no item 3.2.8.3%. 0Os produtos de hidrétise
do amidpo Foram quantificados através de cromatografia tiguida de

alta pressio.

As Figuras 2B e 27 tlustram respectivamente o perfitl de
carboidratos produzidos apds 48 e 72 horas de sacarificagao de
amido ligquefeito de mandicca, com asmiioglicosidase ¢ puluianase
em pH &,0 a S0ef. Foi obtide 87,498 % de rendimento de glicose

aphs sacarificagho de sojugao de amido {iquefeito de mandioca
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contendo 33% de amido em peso seco, apds 498 horss de incubagfio a
500C em pH 6,0 utiltizando amifogiicosidase & pulufanase. A Tabela
8 mostra a porcentagem de a¢bGcares cobtidos apés hidrélise
enzimatics de amide de mandiocca. Ds agdcares foram identificados
por comparagio do tempo de retengdo de ag¢dcares padrBes. Os
padroes glicose, maltose , isomaltose, maltotriose e panose
apresentaram tempos de reten¢sp B,83:; 7,.84:; 7.,85. 7,08: 8,87
minutos respectivamente. No experimente n&o fol obtido separagio
cromatogratica de maltose ¢ isomaitose. Os agdcares de peso
nolecufar mator dgo  que maitotriose @ panose nao foram
tgentificados, Comparando~se a sacarificacldo de amido liguefelto
de mandlieca com amlioglicosidase em pH 4.3 apts 48 e 72 horas,
vertficou-se aumento da sintese de dissacarideg, provaveimente
ispmaltpse, apbs 72 horas de incubagio, Observou-se qgue a agigao
de pululanase na setaps de sacarificagdo de amido tiguefeito de
mandioca, com amifoglicosidase em pH 6,0 durante 48 horas de
incubagado, aumentava o rendimento de glicose de 84,383% para
97,48%. A incubagBe da misture de reagdo durante 72  horas
diminuia o rendiments de gticose de 87.48% para 886,83%,

sumentando a concentrecdo do dissacaridec isomaltose.

As Flguras 28 e 28 llustram respectivamente o perfil de
carboidrates produzidos apés 48 e 72  horas de sacarificacdo de
amido tiguefeito de milho, com amilagticpsidase ¢ pululanase am
pH B,0 a B0e0. A Tabeias 10 itustra os resuftades. Observou—-se que
a sacarifica¢de de amido tiquefelto de miihe com amijoglicosidase

gcarre mais ieptamente e&m relagd0 & sacarificagido de amido
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iiguefeito de mandioca. Foram obtidos respectivamente 749,80% e
83,31% de rendimento de glicose apbs 498 e 72  horas de
sacarificacao de amlido ilguefelto de miibo com amiloglicosidase
em pH 4,3. Na sacarlflicagie de amido 1liguefeito de miiho
utitizandg combinagdc de puiuianase e amiloglicosidase, em pH
6,8, fol obtide rendimentoe maximo de 95,98% de glicose apds 72

horas de reagdo.

Siominska e Maczynski (135) veriflicaram que 8 aplicacio
de pululanase de Bacillus =p na etapa de 5a§arificacﬁo de amido
tiguefeite de hatata com glicosmiiase (amiloglicnsidase}
sumentava o rendimento de glicose de 85,8% para B87,7% apds 72
horas de reacso. Ds autores ohtiveram 85.8% a 97,.8% de rendimento
ge glicose na sacarificacio de amido tiquefelto de batata apds 48

heras de reacso, dependendo ds& concentracio de puiuianase.

2.9, — Producio de Haltose

A aplicacio de bheta-amitase e puylulanase purtflcadas na
produgde de mattose a partir de mandigeca e de milho  fol

ver|ficada de acordg com ¢ métode descrito no item 3.8.89,
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4. 9.4. — Produ¢ioc de HMaltose a Partir de dmido de
Mandioca e de Milho utilizando-se beta—

Amilase Purificada

Ra hidrotise de amida de mandlioecs ¢ de miiho
utitizando~se beta—-amilase purificada, {ivre de alfa—-amilase
foram obtidose vrespectivemente 53,13% € 53,37% de rendimento de
maltose. As Figuras 30-A & 31-3 tlustram respectivamente 0 paerfil
de carboidratos proguzidos apés hidrdlise de amido de mandiota €
de milho com beta—-amilase purificada. A Tabels 11 moestra a
parcentagem dos produtos de hidrblise do amido. Quando o amido &
submetido 3 hidrdilse enzimatica com beta-amlilase, @ fragao
amitopectina & parcialmente degradada. Ae IigagBes glicosidicas
aifa-1,8 da amilopectina nao 30 hidrotisadas pela beta—samiliase €
constituem uma barreira contra & hidrélise. Assim a a¢do
prolongadas de beta-amilase sobre @ amitopectinag resuita na
formagan de heta—dextrina limite gque ndo & susceptivel &

nidréllse posterior peia beta-amiiase.

Comparando-se ps agbcares padrdes maltose, isomaltose,
maltotrigse & panose gue apresentaram respectivamente tempo de
retencio 7,84: 7,85. 7,08 e 8,97 minutes verificou-se a presenca
de olignssacarideo de maior peso moteculagr de tempo de retengdo
6,78 minutos. A beta-amilase purificada, jivre de gifa—amilase,
provaveimente catalisa @ sintese de gligessacaridens a partir de

maltose. Abduilah e Freanch (B) e Hehre et stii (58) verlificaram
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gug a8 beta—amilase catalisava 2 sintese de maitotetraonse a partir

de maltoss.

A . 2, — ProducBo de HMaltaose a Partir de Amido de
Handioca & de Milho pela AcSo Sismultdnea de

heta~-Smilace e Pululanase Purificadas.

Na hidrélise de amido de mandioca € de miltho pela agéao
simulténesa de heta~amilase e pululanase foram abtidos
respectivamente BO,78% e 75,28% de readimento de maltose. As
Figuras 30-8 e 31-8 ituystram respectivamente ¢ parfit de
carhoidratos produzidos apés hidrdlise de amido de mandioca e de
mithoe pela agho simultines de heta-amilase ¢ puluianase
purificadas. A Tabela 11 mostra a porcentagem dos produtos de
hidrotise do amido. A apiicacao de puiulanase em combinagay com a
peta-amilase aumentou ¢ rendimento de maltese. Na cromatografia
tiquida de 8ita pressdo dos aglhcares do hidrolisado de amlido de
mandlioca ¢ de mitho wutilizando~se beta—amilase e puluyianase,
observou—se também a presenga de oligussacaridec provaveiments
resuyltante da sintese de maitoss., Abduliiab e French observaram
que tanto & beta-amiiase (H) como a pululanase (5,868,497} eram
capaies de Ccatalisar a _sfntese de tetrassacarideos a partir de

maitose.
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TABELAS



Haltose

Dextrina
Awilopectina
Pepiunz

Frotense Peplona
Extratg de Levedwra
Flutasate de Bodio

£ 56
2 4

kH Po
¢ 4

HgBf W G
4 2

Feadt 7H O
4 2

{8H )} HPO
42 4

CH COONR
3 4

Hald
3

Fefl & O
3 2

Fall 4H ¢
2 2

§L01
Nall

i

Tabela 1 ~ GCompoalgdo dos Meigss de Cuitura

4

41

Heio § . Heio 2 ; Bein 3, Meic 4  Hein 5, deio &, Heio 7, Nein 8, Heig 9 4 Heio i,
Ref. {481Ref. 481Ref, 1481Ref. 21 iRef, 21 [Ref. 24 (Ref. 13B{Ref. (38}Ref. 1B{Ref. {33
1,28 4,51 2% $.5%
1,28 4,5 5
1,22 & 858 %
6,847 1 B,04% 1 8,841 8,81 8,97 §.8%
6,28
§.41
4,42 b.4% 6,41
8,2% §,2% 8,1
8,43 $:41 &, 4% 4% #,4% §,1% §.1% §,4% g1k
6,450 1 6,858 | 8,850 1 080X | 6,850 .83 9,61 8,451 ¢ 5,85
8,804 &00iX) €,9813
$.452 1 &5 | &1
é, 750 1 &A80 1 &R
g,751 1 6,258 | 200 &0 §,0d §,.91
§,.86521 08,8852 4,041
o, 8042  6,001% 6,.50iY
§,65L | 0,851 1 6.63% | @.89% §,85%; 4,43
§,804Z| 8,801Z @.4042
i 7,8 7,8 7.8 7.8 7.8 I, 7.8 1 7,8 & L 7.9




14

Tebela 2~ Seleco do Microrganisme Helhor Prodetor de Puiulanase straves de Cultura es Frascos sob figitagde

atividade de Pululanase sobre Pululana ea tamplo At ividade de looasilase sobre Asilopecting ew tampSo
Fasfato pid 7.9 (Unidades de Atividsdesnl de seio de pH 3,4 # 6,3 (Unidades de atividude/el de seio de
rulturad cuitural

fiein de Cultura no. 8 Keio de Cultura no. 1€

Bacteria Hein de Lulburs no. 8 #eio de Culturz no. 19 pH 3.4 ol 6,3 ¥ 3.6 pH 8.3
7 i7,2 8,8 8,8 3.4 4,8 1.8
78 8,8 9 68 1.4 &8 1,8
1% 89,3 ¢4 is® 21,8 8.8 4,4
432 | i,4 fi 8 &8 .8 ¢4 2.4
434 8,8 8.8 §.9 8,9 8.8 9,8
X ‘ .8 g8 .8 R 9,8 i,
a3 ¢.8 8.4 6.8 &9 8,0 4,8
1558 4,8 é,8 8.8 8@ &8 &4
1658 2.8 4.9 6.8 8.8 6.8 6.8
1464 &0 .8 é,8 1,8 2.8 6,8
Flayghacherion.se (1) 8.8 &8 8.8 1.8 8.8 2,8

i1) usndo como padrio
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Tabela 3 - Caracteristicas Microscépicas e Figioldgicas da
Linhagem fKighsielia sp no. 182

Bastonete Gram — Gxigase -

Motiitdade — Cataiase +

Capauyia + Urease +

Produg&o de Indoi -~ Ornitine descarboxitase -
Nitrato + Lisina degcarboxiliasse +
Gitrate Arginins descarboxiiase -
H S em Msio 751 - " Fenitalanina deaminase -
2

Teste de Voges Proskauer + Midrolise de amide +
Teste de Vermaelhg de Matija ~ {iguefagho deg gelatina -

Hidrdiise de pectinag +

Hidrolise de caseing -



id4

Tahela 4 - Producdo de Palulanase Extracelular e Ligada & Célals pelo Hicrorganismo Kiebsiella sp no. 192 ew diferenies
¥eins de fultura deserites na Tabeln i

Pululsnase Extracelular Pululanase Ligada & Délula
Unidades de Atividade/al de ¥eio de Cultura Unidades de Atividadessl de Helo de Cultura
Tempn de Fersentagdo Tespe de Fersentaglo

Beig de Cultura 24h 45h £%h 74h 24h 43 #%h 7éh
H 15,8 143 143 .9 7.4 3,7 4,9 3,9
2 5,8 24 5,4 8.9 3,8 .4 &% ¢,8
3 .9 6.9 8,8 8.4 4,6 13,8 44 B4
4 . é,¢ 6.4 b8 ¢, 9 2,3 R 9 4.8
3 ' 8,9 8,9 ¢,8 .9 8,4 &8 ¢, B4
& 35 7,2 8.8 | .4 ¢ 8.8 (R 4,8
7 24 5,4 5,9 2,2 71,7 44,2 438 62
8 i3,6 48,7 2% U8 i$7,5 48,8 L2944 a6
] 1,8 14,3 .4 145 1,6 7,8 8,7 &8

i &6 (] &8 @, ¢ 4,3 ii,B 6.4 4.8



Tabeia B — Pululanases Microbianas

pH ot fuo Tesperatura ot fma
Enzima Fonte de ftividade de Atividade {ob)
Pulnlanase Aderobanier agragees (22 3.8 47,3
Pululanase Escherichiaz. infermediz (146) b8 &
Pululanase Streefococrus.mitis {153 5445, 8 KL
pululsnase Blreptomuces se no. 28 {147} S8 &8
Pululensse  Streetopsces. {lavochrospogogs (163D Sy b-b, 8 T
Pululanase perobacler aerpggogs (448) byt R
Pululmpase Rucilluz se no. 262-1 {163 R ]
Pululanase Bacillus.gersus var. gucoides (148) L e
Pulylamase Bacillus.macerapy ORI 9368 (8) - -3
Pufulanase fecillus se (189) urb b8
Pulutanase Clostridiue. thermobudensul{uricus (64) By5b,8 85
Pululanase  Jlergus_asusbitus YT-1 (4223 é,4 -
pululanase Thereoackinomeces thalvorkilus no.i5 (168) 7.9 7%
Pululanase Bicrbpogous s 74) 8,0 5

1A
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At ividade
Especifica
Yoluae Atividade Tokul Proteins  {unidades/sy

Etapa de Procedimento fwl}  Unidadefsl Unidades B/ ul, proteing) Purificacio 1 Recuperaph
Sobrenadante do Meip
fe Dulbyrs Jhes &34 208,85 §,1% 332 i,8 i@
Fraciomsesato cos
Sulfatn de Awdnio an H.260,8 255,506 14,48 168 0 ¥, ot
Cromatografia es
Colung de BEAE-celulose K] 7.8 §79.985 firid 3643 14,9 Bi,4%
Lromatografia en
Coluna de DH-celulose 273 278, ¢ 168,648 é,i% 3.786 11,4 5,04
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Jabela 7 - EPeits de Sais Xingrais e Outros Cospostos Inorginicos na Atividade de Fululanase
spbre oo Sulistratos Pululsne e Bmilopecting

% atividade Relativa % atividade Relativa
At ividade sobre Pululama Atividade sobre fzilopecting
Sal / roncentragio ] $9a¥ ink ST
Hall i68,8 188,68 169,48 ibe, 8
£€1 106,9 199,48 i90,8 i8a,8
Li 88 j64,8 166,46 166, 8 168, 8
2 4
g1 ¢ 186,6 jog,8 166, 8 166, 8
23
BailH) 164,86 168, 8 igé .4 166, 8
2
Ealt i94,8 {68, 6 g4, 168,48
3 -
Inkg 168, 8 196, 6 198,¢ 169,89
4
Hise 168,98 168,48 $68,8 88,4
4
hall 164,¢ i89.8 3,3 87,7
2
Eoll A04,8 160, ¢ 74,4 55,8
2
Akl 166,8 72,8 i d 05,8
2
EySt P98, ¢ G2, 8L, i7.8
4
Fe {802 166,86 92,6 72,1 -
2 4 3
Fell 186,48 96,8 74,4 %4
3
Call 168,49 74,4 28,7 B4,¥
2

Bgtd LR 4.8 .4 8



Tabela 8 - Efeite de Inibidores de fnzimas na Abividade de Pululanase sobre Pululana
¢ fwilopecting

£oni. 1 Atividade Relativa I Atividede Belative
Reugente B Atividade sobre Pulylana Abividade sobre Asflopecting
El“i age e,g
H-Brospsurcininida i6 g, £.6
ig. @ g8 8.8
Acido Erilenndi~ g1 160.% 18§,8
aginotetraceticn i.8 {68,9 164,48
18,8 72,2 98,5
8.4 166,8 {688
p-Llorouwercur ibepzoste 5,6 0,3 166, 8
8,8 %3.8 -
2.1 168,9 189,8
Azidm de Sadio i@ 28,4 166.6
18,8 88,8 82,4
Bigtitditiorarbansto 8.4 108,48 168,8
de Sedip 1.8 8,8 184,89
9,9 £3,4 25,9
8,4 166.8 108,8
Arseninto de Sodio .8 168,4 1658,
18,8 168,9 W54
8,4 188.9 188,48
L-Listeing i, ¥3,8 -
19;3 - -
8.1 164,9 168,48
Iodoacetanide 18 164,49 48,8
18,4 87,3 98,5
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Tapela ¢ - Efeito da Pululanase ma Sacarificacio de Smide de Handioga Liquefeito

7 dpdeares {HRLE)

pH do Sistems  Tewpo de Reagdo e i o or oy 4
Fnzimas de Heagho {horas) i 2 3
fmilonlicosidase 4.3 48 94,14 3.4 8,48 8,5
72 24,86 G2 8,46 é.07
dmiloglicosidase &,9 48 94,33 1,14 T 2,37
2 Qb0 2,28 §.0f 6, BB
fsiloglicosidase 5,8 48 57,49 1,87 8,79 8,47
+ faluianase
72 P&, 03 2,34 8,33 IR

DF = glicose
i

oF « pallose efou ioomaifoue
g

B = panose
3

DR ) 4 = putros agdeares
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Tabelz (@ ~ EFeito da Pululanase na SacarificacBo de faids de Bitho Liguefeitn

L gdcares {HRLED)

pH do Sistens  Tespo de Beaglo op o P BP )4
Enzimas de Beagio {horas) i p 3
Seiloglicosidase 4,3 48 74,68 21,77 i.8% i,74
72 73,3 Yol %, 48 b, 68
Amiloulicosidase 6,8 4R 78,51 86,82 8,47 -
7 95,48 4,95 2,5 2,7
fmiloglicosidase 4,8 48 B7.88 4,04 2. 78 §,24
+ Pylulanase
77 94,96 £,.3 i,14 &, 43

BF = glicose
i

B8P = galtosr ofpu isomaliose
é

BP = pannpse
3

DF 3 4 = putres acdrares



Tabela 11 — Aplicasho de beta-Amiiase ¢ Puluptanase Purificadas na
Produsan de Maitose a partir de Amido de Mandiocas g

de Milho
% Agucares
Amido op op op >3 Cextrina
1 Pl
Mandioca - 53,13 in, 84 31,03
beta~Amitase
Mithe - 53,37 18,37 28,31
A¢&0 Simuiténea Mangdipes 8,52 84,78 14,88 -
heta—Amilase +
Putulanase Mitho 0,43 73,°8 20,28 -
ap = giicese
q
ap = maltaese
2

DP » 3 = outrgs agicares

Pextrina = heta-dextrina limite
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FIGURA 1 -ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE
ENZIMAS AMILOLITICAS DESRAMIFICANTES




i54

FIGURA 2 -SELECAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE
ENZIMAS AMILOLITICAS DESRAMIFICANTES




W LIRaIVimO SIVILULTHIVAO oL THANIT L ADL,

AMILOGL ICOSIDASE, ,2-AMILASE E ENZI-

MAS DESRAMIFICANTES SOBRE AMILOPEC-
TINA.

¢90dgag
epdg

¢
o9

=
O OO

bes
a-
40?;';0 se

Amilopectina

O =unidades de D-glicose
@ = unidades de D-glicose redutora
-= ligagdo glicosidica alfa -1,4

| = ligagdo glicosidica alfa-1,6 .
A macromolécula de dextrina limite resultante
da acdo de /3 -amilase estd ilustrada no in-
terior da linha pontilhada.
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FIGURA 4 -HIDROLISE DE PULULANA PELA PULULANASE

{ - Mistura de Acutcares PadrGes : G, =glicose ; G, =maltose; G5 =maltotriose;

G4 =maltotetraose ; Gs = maltopentaose ; Gg =maltohexaose.

2 - Tempo zero de rea¢do: pululana + pululanase

3 - Mistura de reagdo: {ml de pululana 0,7% pH 7,0 + { ml de pululanase,
incubada 4 horas a 50°C.

0-0-3
( -O-E)n n 0-0-0
-0-0 pululanase

O=unidade de glicose
@ =unidade de glicose redutora

- =zligagdo glicosidica alfa - 14
{ =liga¢do glicosidica oifa - 1,6



UNIDADES SKB

FIGURA S

30+
28
26 1
24 -
22 1
20-
18
16 -
14
12

io-]

mg e amilase
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
1,2
1,5
1,7
2,0

unidades SKB

9,0
10,0
12,0
13,5
15,0
17,8
225
25,8
30,0

tempo minutos
32
28
24 e 30"
22
20
17
13
i
9 e 30’

i57

- CURVA PADRAO DE ATIVIDADE DE ALFA-AMILASE

30
TEMPO (MINUTOS)
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FIGURA 9- FLUXOGRAMA DE PRODUGAO E PURIFICAGAO DE PULULANASE

DE Klebsiella sp.

Fermentagdo em Frascos a 30°C sob
agitagdo ou em Minifermentador de { L

Centrifugacdo (11.000 x g, 10 minutos a 5°C)

Sobrenadante

|

Saturagdo com 80% de Sulfato de Amonio

|

Centrifugac¢do
(11.000 x g, 10O minutos a 5°C)

'

Precipitado

i

Didlise contra dgua destilada a 5°C

l

Prepara¢do Bruta

l

Fracionamento em coluna de DEAE- celulose

:

Fracionamento em coluna de CM- celulose

|

Pululanase Purificada

Massa celular + 0,1 % SDS

:

Incubag¢do a 5°C durante 15h

|

Agitagdo 2h a 25°C

Centrifugacdo
(11.000 x g, 1O minutos @ 5°C)

Sobrenadante

|

Didlise contra dgua destilada a 5°C

|

ConcentracGo em tubos de Collodium a 5°C

|

Preparacdo Bruta



ABSORBANCIA A 280 nm

i62

FIGURA 10 -CROMATOGRAFIA DE PULULANASE EM COLUNA DE DEAE-CELULOSE

20 40 60 80 {00 120 140

® Absorbancia a 280 nm

o Atividade de Pululanase

— -

0,7M NaCl

450

-400

-350

-300

-250

-200

150

-{00

-50

N2 FRAGAO

160 180 200 220 240 260 280 300

UNIDADES DE ATIVIDADE DE PULULANASE /ml



ABSORBANCIA A 280 nm
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FIGURA 11 -CROMATOGRAFIA DE PULULANASE EM COLUNA DE CM-CELULOSE

0,4M

|

0,6M NaCl

-300

-250

-200

150

100

20 40 60 80 100 120 140

e Absorbancia a 280 nm
o Atividade de Pululanase

160 180 200 220 240
NS FRAGAO
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Atividade Relativa (%)
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FIGURA 12 -EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DE PULULANASE

e tampao citrato - fosfato

o tampdo fosfato
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FIGURA 13 -EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DE PULULANASE
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WP

e tampado citrato - fosfato
x tampdo fosfato



Atividade Relativa (%)
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FIGURA 14 -EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DE PULULANASE
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Atividade Relativa (%)
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FIGURA {5 -ESTABILIDADE TERMICA DA PULULANASE
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9 maltotriose /minuto /mg proteina
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FIGURA 16 -EFEITO DA CONCENTRAGAO DO SUBSTRATO PULULANA NA

16000

14000

12000

10000

8000

6000

2000

ATIVIDADE DE PULULANASE

S/v

x10~8
3,0

2,0-

1,0

-0,05 005 01 O0i5 02 025 03 035 04 0,45
S ¢/100 mi

0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0,35 0,4 045
CONCENTRAGAO DE SUBSTRATO S ¢g/100 ml

e seg. Michaelis - Menten
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FIGURA 17 - EFEITO DE CONCENTRAGAO DO SUBSTRATO AMILOPECTINA NA
ATIVIDADE DE PULULANASE
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FIGURA 19 - RELAGAO ENTRE VOLUME DE ELUICAO E PESO MOLECULAR
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FIGURA 20 - ELETROFORESE DA PULULANASE PURIFICADA EM GEL
DE POLIACRILAMIDA.




FIGURA 21 -HIDROLISE DE AMIDO DE MANDIOCA E DE MILHO COM

o H UWN

ALFA - AMILASE DE B&. subtilis E B. licheniformis.

Acicares Padroes : G; = glicose

G, = maltose

Gz = maltotriose

G4 = maltotetraose

Gs = maltopentaose

Gg = maltohexaose
Amido de Mondioca Liquefeito com o< -amilase de B sublilis.
Amido de Mandioca Liquefeito com o« -amilase de B /icheniformis.
Amido de Milho Liquefeito com o¢-amilase de & sublilis.

Amido de Milho Liquefeito com o -amilase de & /licheniformis.



FIGURA 22 -EFEITO DA CONCENTRAGAO DE AMILOGL ICOSIDASE NA
SACARIFICAGAO DE AMIDO DE MANDIOCA EM pH 4,3.

{e2-Aclcares Padrdes.
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Sacarificacdo
Sacarificagdo

Sacarificagdo

com 0,0112 unidades de Amiloglicosidase /g Amido
com 0,0225 unidades de Amiloglicosidase /g Amido
com 0,2250 unidades de Amiloglicosidase/ g Amido
com 0,6750 unidades de Amiloglicosidaose/ g Amido
com 1,1250 unidades de Amiloglic osidase / g Amido
com 2,2500 unidades de Amiloglicosidase/ g Amido
com 4,5000 unidades de Amiloglicosidase / g Amido
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FIGURA

23 -EFEITO DA CONCENTRAGAO DE AMILOGL ICOSIDASE NA
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Amido de Milho Liquefeito com o< -amilase Bacteriana.
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Sacarificacdo com 0,0112 unidades de Amiloglicosidase/g Amido.

Sacarificagdo com 0,0225 unidades de Amiloglicosidase/ g Amido.

Sacarificagdo com 0,2250 unidades de Amiloglicosidase/ g Amido.

Sacarificacdo com 0,6750 unidades de Amiloglicosidase/ g Amido.

Sacarificacdo com 1,1250 unidades de Amiloglicosidase/ g Amido.
SacarificacGo com 2,2500 unidades de Amiloglicosidase/ g Amido.

10 — Sacarificacdo com 4,5000 unidades de Amiloglicosidase/ g Amido.
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FIGURA 24 -EFEITO DA CONCENTRAGAO DE AMILOGLICOSIDASE NA

SACARIFICAGAO DE AMIDO DE MANDIOCA EM pH 6,0.
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Sacarificacdo com 0,6750 unidades de Amiloglicosidase/g Amido.
Sacarificagcdo com 1,1250 unidades de Amiloglicosidase/q Amido.
Sacarificagdo com 2,2500 unidades de Amiloglicosidase/ g Amido.
Sacarificacdo com 4,5000 unidades de Amiloglicosidase/ 9 Amido.



FIGURA 25 -EFEITO DA CONCENTRAGAO DE AMILOGL ICOSIDASE NA

SACARIFICACAO DE AMIDO DE MILHO EM pH 6,0
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FIGURA 26 - CROMATOGRAMAS HUSTRANDO O PERFIL DE CARBOIDRATOS PRODUZ-
DOS APOS SACARIFICACAD DE AMIDO DE MANDIOCA LIQUEFEITO, COM
AMILOGLICOSIDASE £ PULULANASE A 50°C DURANTE 48 HORAS
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A = Sacarificocdo de Amido de Mandioca Liquefeito, com Amiloglicosidase em pH 4,3 o 50 °C
durante 48 horas,

B = Sacarificocdo de Amido de Mandioca Liquefeifo, com Amiloglicosidase em pH 6,0 0 50°C
durente 48 horos.

C = Sacarificacdo de Amido de Mandicca Liquefeltn, com Amiloglicosidase e Pululanose em
pH 6,0 g BO®L durante 48 horas.
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FIGURA 27 -CRQMAT(?GR;QM&S ILUSTRANDO O PERFIL DE CARBOIDRATOS PRODUZI-
DOS APOS SACARIFICAGAO DE AMIDD DE MANDIOCA LIQUEFEITO, COM
AMILOGLICOSIDASE E PULULANASE A 50°C DURANTE 72 HORAS
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A = Sacarificacde de Amido de Mandioca Ligquefeito, com Amiloglicosidase em pH 4,3 0 50°C
durante 72 horos.

B = Sacarificacdo de Amido de Mandioco Liquefeito, com Amiloglicosidase em pH 6,0 o 50°C
duranie 72 horgs,

C = Sacarificacdo de Amido de Mandiota Liquefeits, com Amiloglicosidose e Pululonose em
pH 6,0 a 50°C durante 72 horas.



180

FIGURA 28 «-CROM&TQGRAMAS ILUSTRANDO o PERFIL DE CARBOIDRATOS PRODUZY-
DOS APOGS SACARIFICACAC DE AMIDO DE MILHO LIQUEFEITO, COM
AMILOGLICOSIDASE E PULULANASE A 50°C DURANTE 48 HORAS
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A = Sacarificogdo de Amido de Mitho Liquefeito , com Amiloglicosidose em pH 4,30 50°C
durante 48 horas.

B = Sacorificacdo de Amido de Milho Liquefeito , com Amiloglicosidase em pH 6§03 50°C
durante 48 horas.

C= Sacorificagdo de Amido de Mitho Liguefeito,com Amiloglicosidose e Pululanaose em
pH 8,0 o B0°C duronte 48 hores.
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FIGURA 28 ~CROMATOQGRAMAS ILUSTRANDD O PERFIL DE CARBOIDRATOS PRODUZ)
DOS APOS SACARIFICACAO DE AMIDO DE MILHO LIQUEFEITO, COM
AMILOGLICOSIDASE € PULULANASE A 50°C DURANTE 72 HORAS
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A = Sacarificacdo de Amido de Milho Liquefeito, com Amiloglicosidase em pH 4,30 B0O°C
durante 72 horas. '

8 = Sacarificocdo de Amide de Milho Liquefeito , com Amilogiicosidase em pH 6,00 50°C
durante 72 hovas.

C = Sacorificacdo de Amide de Milho Liquefeito, comn Amiloglicosidase e Pululancss em
pH 6,0 g BO®C durante 72 horas.



FIGURA 30 - CROMATOGRAMAS ILUSTRANDO O PERFIL DE CARBOIDRATOS
PRODUZIDOS APOS HIDROLISE DE AMIDO DE MANDIOCA COM

BETA - AMILASE E PULULANASE PURIFICADAS.
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A - Hidrdiise de Amido de Mandioca Gelotinizado com Beta - amilase Purificoda.

8- Hidrolise de Amido de Mandioca Gelatinizado pela opdo simultdnes de Beto-

amilose e Pululonase Purificada.

182



183

FIGURA 31 - CROMATOGRAMAS JLUSTRANDO O PERFIL DE CARBOIDRATOS
PRODUZIDOS APOS HIDROLISE DE AMIDO DE MILHO COM

BETA - AMILASE E PULULANASE PURIFICADAS.
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A- Hidrdlise de Amido de Milho Gelatinizado com Beta -amilase Purificadan,

B- Hidrglise de Amido de Mitho Gelatinizado pela agdo simulidnea de Bata-
amilase e Pululanase Purificado.
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5 - CONCLUKGES =
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5.1, - O microrganismp iscisda & setecionado comp maloer produtor

de puitianase foi identificado como Klebsieclla sp.

5.2. ~ A enzima amiloiitica desramificante de¢ Klebsiella ap
no. 182 & ums puluianase {pululana E-glucanohidrotase E.G.
3.2.1.41) gque hidroiisa sspecificaments ss ligsedes glicopsidinas
atfa-1,6 deo amido, pulutlana ¢ produtos de degradacado,. A
pululanase de Kleboiella sp hidrolisa a putuiana liberando

unidadaé de maltotriogse.

5.3, =~ A puilutanase de Kilebsiella wp pode ser obtida na forms
de enzima Jigada & célulia e na forma de enzima livre. A enzima
intracetular & produzida na fase exponenciel de crescimento sendo
fétbarada na Forma fivre ne fase estacionéria. A produgdo maxims
de enzima extracelutar foi obtida apds B0 horas de Termentacgdo a
3066 em meio de cultura constituido de £% ve amilopectina: 0,9%
de glutamato de sédio: 49,1 KH PO ; [D,05% ™MgS0 7H 0: 0,15%
{NH ) HPO g,001% FeCl 64 0, 20,281% Matt 4H 0 : 0?081% Mall
4 2 4 3 g 2
sjustado para pH 7,0. A 280C e a 350C a produgdo méaxima de gnzima

extracelular se verifica a partir de 40 heras dg incubagdo.
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5.9, -~ B puiutlanase gxtracelular purificada através de
fracionamento com suifato de ambnio, cromatogratis em colunas de
DEAE ceiulose & OCM-celulose apresenta atividade étima em tampdo
citrate fosfato pH 6,8 a 50oG. A enzima apresenta major
estabiildade na faixa de pH B,D a 7,0 em tompse citrato-fosfats.
A enzima & termosensivel, 4 gguecimento da enzima purificada em
tampso citrate fosfato O0,05M pH 6,0 & 4000; 430C: 4500: 4700
5200 ¢ 5706 duyrante 1 hora, na auséncia dg substrato, resultaram

em 2%: 1B%. £28%:; B{%;, 87% e 1080% de instivagso respectivamente.

5.8, ~ A atividade da pululanase ndo é afetadas por NaCl: KGOi.
L 50 . AV 0 ; Ba(dH) ;Cat0d ; Zns0 ; NISG MgGl : Lol ; MnGi .
g 9 - g 3 2 3 4 4 b c a2
Gusg . Fe (50 ) ; Fell e Call na concentracic 1mM em refagéo

4 by 4 3 3 2 '
an yolume final da mistura de reagho. & stividade enzimatice e
totalmente inibida na presenca de HgGi ha concentracBo tmM de

2
sal em relacac ag voitume fTinal de reaciEy.

5.8. - A atividade de puluianase Tfol totaimente inibida pelo
reagente N-bromosuccinimida na concentra¢lo 0,1mM em relacido no
yolume fTinalt da mistura de reagao, indicando que residuocs de
triptofano podem ser essencials pars & atividade enzimatica. 0s
reagentes iodoscetateo € p-cloromercuribenzesto nae inibem a
atividade de pulutanase, indicande gque grupos sulfidrilas ndo

estdo envoividos no centro ativo da enzima,



186

5.7, - 08 valores de Km & Vmax da pulylianase foram
respectivamente 0,08439/100 mi e 14.333 pg maltotriose/minuto/mg
protefna para o substrate pulfutana o 0,37g/100 mL e 69,40

unidades/minute/mg protelfna para o substrato amiiopectina.

5.8, - Por etetroforese, a enzima purificada, sm gel de
potiacrilamida contendo substrato amiliopecting indicou a presencs

de umda dnica banda de atividade amiloiitica.

5.8. - A puiuvianase spressenta peso molecular 98.500, determinado

através de filtragdo em ge! Sephadex 5-200,.

S,10, - Na sacarificaggo  de solugde de emido de mandioca
figuefaito, contendeo 33% dg amido em peso sgco, utitizando-se
amiloglicosldase & pululanase, fol ebtide rendimentoe méximo de

§7,49% de glicose aphs 48 horas de incubagdo a 50eC.

5.11. — Na sscarificagso de solugBo de amido de mithe iiquefeito,
contendo 323% dge amido em pESG BBECEG, utitizando~se
amiloglticosidase ¢ pululanase, foi obtide rendimento maximo de

U5, 86% de ylicose apbs 72 horas de incubagdo a S0nG.
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5.12, - A hidrdiise de solugio 1% de amide de mandioca 6 de miiho
getatinizado, pela agao da beta-amilase, results em 63,13% =8

53,837% ds conversdo para maltoese respectivamaente,

5.13. - A hidrélise de soiugho 1% de amids de mandinca e de milho
getatinizado, pelta ag¢glo simuiténesa de puluiansse e beta-amilase,
resuita em 80,78% e 78,P8% ds conversao pars mal tose

respectiaamante.
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