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RESUMO

A enzima amilolitica produzida por uma nova linhagem de
levedura, classificada como Candida sp ATCC 90238, foi purificada e
caracterizada. Este trabatho visou o aproveitamento de amido de milho para a
produgdo de xarope de glicose e maltose. Fstudou-se 2 sacarificagdo de amido,
com a preparagio bruta da enzima amilolitica de Candida sp, onde foi
verificado a produgdo principalmente de glicose ¢ maltose a temperaturas mais
clevadas. A enzima foi purificada por fracionamento com sulfato de ambdnio,
cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex ¢ CM-Celulose. A eletroforese
da enzima purificada em gel de SDS-PAGE revelou uma Unica banda de
proteina. O peso molecular foi estimado como 120,000 daltons. A enzima
purificada foi caracterizada. Verificou-se que a enzima hidrolisa as ligagGes
glicosidicas o-1,4 ¢ o-1,6 de amido, 0 que tornou possivel concluir que esta
enzima ¢ uma amiloglicosidase (E.C. 3.2.1.3,, @-1,4 glucano glucanahidrolase),
que entretanto, apresenta caracteristicas diferentes da amiloglucosidase de
Aspergillus niger e Rhizopus sp quanto a hidrolise da ligagdio glicosidica
a-1.4 da maltose. A amiloglicosidase de Candida sp hidrolisa com menor
eficiéncia a maltose e pode ser utilizada na produgio de mistura de glicose e
maltose. A enzima apresentou pH otimo ¢ temperatura dtima de 5,6 ¢ 55° -
60°C respectivamente. A combinagdo da amiloglicosidase de Candida sp com
a pululanase de Klebsiella sp, resultou no aumento significativo da eficiéncia
da hidrolise de amido de milho, para a produgio de glicose € maltose.
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SUMMARY

Amylolitic enzyme was produced by a new strain of yeast which
was identified as Candida sp ATCC 90238 was purified and investigated to
its enzymatic characteristics. The enzyme was purified by ammonium sulfate
fractionation, DEAE-Sephadex A-50 and CM-Cellulose column
chromatography. The molecular weight of the purified enzyme was determined
by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel clectrophoresis (SDS-PAGE)
which showed a single protein band. The molecular weight of the enzyme was
calculated as 120.000. The purified enzyme hydrolyzed starch to only glucose.
This is apparent that the enzyme cleaved o-1.4 and o-1,6 glicosidic linkages n
the starch. This result indicated that the enzyme is an extracellular
amyloglucosidase  (o-1,4-glucan glucanohydrolase, E.C.3.2.1.3.). When
substrate is liquefied starch which was hydrolyzed by bacterial a-amylase, the
enzyme hydrolyzed the liquefied starch to glucose and maltose. The property of
the enzyme was different as compared with amyloglucosidases from
Aspergillus niger and Rhizopus sp. Further investigation demonstrated that
the purified enzyme was not able to hydrolyze maltose efficiently, The optimum
pH and the optimum temperature of the purified enzyme were 5,6 € 55° - 60°C.
Combination of the Candida sp amyloglucosidase and Klebsiella sp
pullalanase efficiently hidrolyzed the liquefied corn starch, producing glucose
and maltose as compared to Candida amyloglucosidase only.



1. INTRODUCAO

A produgdo de enzimas amiloliticas de origem microbiana tem sido
amplamente investigada. Alguns microrganismos foram registrados como
produtores de enzimas amiloliticas, como Aspergillus niger (32), Rhizopus sp
(38, 81), Saccharomyces diastaticus (66), Lipomyces kononenkeae (73),
Filobasidium capsuligenum (13), Candida antarctica (15) e
Schwanniomyces  alluvius  (80), Endomycopsis  fibuligera e
Schwanniomyces castelli (9).

As leveduras Endomycopsis fibuligera ¢ Schwanniomyces castelli
foram registradas como produtoras de a-amilase e amiloglicosidase.

Uma nova linhagem de levedura, com alta produtividade de enzima
amilolitica, foi descoberta e estudada no laboratdrio de Bioquimica de
Alimentos, Unicamp (52) e posteriormente enviada para o American Type of
Culture Collection (ATCC), onde foi depositada e classificada como Candida
sp ATCC 90238.

A amiloglicosidase (E.C. 3.2.1.3,, glicoamilase,  a-1,4-glucano
glicohidrolase), produzida a partir de uma ampla variedade de microrganismes,
hidrolisa as ligagdes glicosidicas o-1,4 ¢ a-1,6 de polissacarideos amilaceos.
Esta enzima atua removendo sucessivamente unidades de glicose na f-
conformagio, a partir das extremidades das cadeias com final ndo redutor, (19,
20, 47). E uma enzima muito utilizada comercialmente, no processamento de
amido, para a produgdo de glicose e xaropes com alta concentragdo de
frutose, em combinagdo com as a-amilases  (E.C. 3.2.1.1. a-1,4 glucano 4
slucanohidrolase) e glicose-isomerases (E.C. 53.1.5), (20, 49). Também, ¢
utilizada na fermentagio e destilagdo de matérias primas, para melhorar a
fermentabilidade das mesmas (20). A inddstria da bioconversdo de amido,
produz anualmente, varias toncladas de amiloglicosidase para 0 processamento
de milhdes de toneladas de produtos amilaceos, (44, 63).

A amiloglicosidase aplicada em combinagdc com  enzimas
desramificantes como a pululanase (pululana 6 glucanchidrolase, E.C.
3.2.1.41.), aumenta a velocidade de hidrolise e o rendimento da produgdo de
glicose a partir de amido (36,65).

Os xaropes de glicose tem grande aplicagio em confeitaria, panificagdo
e na produgdo de geléias, conservas, bebidas carbonatadas e fermentadas (65).
Entretanto, nos altimos anos tem-se destacado a produgdio comercial do xarope
de maltose, devido as suas propriedades fisico-quimicas. Xaropes com alta



concentragio de maltose, apresentam caracteristicas muito mtergssantes para a
indastria de alimentos, como resisténcia a formagdo de cor, reduzida
higroscopicidade e cristalizagdo, tornando-os adequados para a produgdio de
confeitos. A alta fermentabilidade do xarope de maltose é muito apropriado
para a industria de panificagdo e fermentagdo (69).

O presente trabatho teve por objetivo a purificagio ¢ caracterizagdo de
enzima amilolitica de Candida sp ATCC 90238 ¢ sua aplicagdo para a

produgdio de xarope de glucomaltose.



3 . REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em 1948, Corman e Langlykke descreveram a aglo de enzimas
sacarificantes fungicas para a hidrolise de amido no processo de fermentagdo
alcodlica. O sistema diastatico de culturas filtradas de alguns fungos constituia-
se de uma enzima que atuava liquefazendo o amido, denominada o-amilase e
de um sistema enzimatico sacarificante constituido de carboidrases. Nas
preparagdes enzimaticas fimgicas a o-amilase convertia o amido em dextrinas
com pequena produgdo de maltose. O sistema enzimatico sacarificante,
denominado glicogénico, demonstrava alta atividade de hidrélise sobre maltose
¢ polimeros complexos de glicose. As preparagbes enzimaticas de Aspergillus
niger NRRL 330 com alta atividade glicogénica, hidrolisavam o amido
rapidamente a glicose.

Phillips e Caldwell, em 1951 relataram algumas propriedades de
glicoamilase purificada de Rhizopus delemar. Fsta enzima apresentou alta
atividade de maltase. Os autores verificaram que a inativagdo ou remogdo da
atividade de maltase resultava na redugdio da atividade de glicoamilase. A
glicoamilase utilizada em combinagdo com o-amilase demonstrou menor
sensibilidade 2 atividade de fons hidrogénio em solugéo aquosa , a temperaturas
de 5° a 10°C. fons célcio aumentavam a inativagic da glicoamilase quando
submetidas a temperaturas desfavordveis & agdo enzimatica. A enzima
demonstrou atividade 6tima em pH 4,5 e 40°C.

Posteriormente, os autores (58) verificaram a agdo da glicoamilase de
Rhizopus delemar sobre diferentes substratos. As preparagdes de glicoamilase
produziram aproximadamente 96% de glicose, a partir de fragbes lineares ¢
ramificadas de amido ; 92% de glicose a partir de glicogénio; 89% de glicose
de B-dextrinas e 100% de glicose do substrato maltose. A glicoamilase
hidrolisou as ligagdes glicosidicas a partir de final ndo redutor dos substratos de
modo semelbante a hidrolise efetuada pela B-amilase para a producdo de
maltose . Os autores concluiram que a glicoamilase ndo alcangava 100% de
hidrélise sobre substratos ramificados, sugerindo que algumas ligagdes
glicosidicas o-1,6 ndo podiam ser hidrolisadas pela enzima.



Em 1951, Kerr et al. estudaram a enzima amiloglicosidase produzida por
Aspergillus niger ¢ verificaram que a sua atuagio sobre a amilose ¢ a
amilopectina, resultava na liberagio de unidades de glicose.

Barker et al., em 1957 relataram o estudo da especificidade e mecanismo
de agdo de amiloglicosidase purificada de Aspergillus niger, sobre diversos
substratos. O mecanismo de agdo sugerido para a enzima foi a degradagio
simultinea de todas as cadeias do substrato, a partir de um final nfo redutor,
obtido pela analise realizada em cromatografia em papel, da conversdo de
maltose, maltotriose, maltotetraose e maltopentaose pela amiloglicosidase.
Quanto a especificidade da enzima, os autores concluiram que a maltose, a
maltotriose, a maltotetraose, a maltopentaose, a amilose ¢ o malobionato de
calcio foram os melhores substratos, hidrolisados de um modo rapido e
eficiente. Enquanto que a sacarose, rafinose, isomaliotetraose € panose foram
atacados pela enzima muito vagarosamente. Os substratos ndo hidrolisados
pela enzima foram a glicose, metil a-D-glicopiranosideo,  a-trealose,
isomaltose, dextrana, oo ¢ P dextrinas de Schardinger, celobiose, melibiose,
melezitose, maltulose e lactose.

Ao estudar a hidrélise de oligossacarideos com ligagbes glicosidicas
a-D-(1->4) e a-D-(1->6) pela amiloglicosidase de Aspergillus niger, Pazur ¢
Ando, em 1960 concluiram que a enzima foi capaz de hidrolisar as ligagBes
glicosidicas a-D-(1—>4) e o-D-{1—6) de vérios oligossacarideos glicosidicos,
A estrutura minima necessatia no substrato para a amiloglicosidase atuar foia
presenga de uma unidade glicosidica ligada através de uma ligagdo a-D-(1—4)
ou o-D-(1—6) a uma molécula de ghcose. Os autores observaram que a
hidrolise do substrato pela amiloglicosidase ocorria a  partir do final n&o
redutor e de um modo mais rapido se a unidade terminal estivesse ligada
pela ligagio glicosidica o-D-(1->4), ao invés de uma ligagdo ghicosidica
a-D-(1->6).

Em 1962, Fleetwood e Weigel estudaram o modo de agio da
amiloglicosidase sobre o substrato maltose ¢ concluiram que a clivagem da
maltose ocorria pela ruptura da ligagdo entre o carbono anomeérico ¢ o oxigenio
glicosidico.

Lenney ¢ Shively, 1962, relataram um processo de conversdo enzimatica
de amido para glicose. Primeiramente, o substrato amilaceo foi submetido a



uma liquefagio com o-amilase termoestivel. Em seguida, os produtos
resultantes desta primeira etapa eram convertidos quase que completamente a
glicose, pela utilizagdo de um complexo enzimatico obtido a partir de varias
espécies do género Rhizopus.

Em 1962, Pazur ¢ Kleppe, observaram que a amiloglicosidase purificada
de A. miger, hidrolisava as ligagdes glicosidicas o~1,4 ¢ também em menor
velocidade as ligagOes glicosidicas o-1,6 ¢ a-1,3.

Lineback et al., 1966, investigaram a produgdo de amiloglicosidase
(a-1,4 glucano glicohidrolase, E.C3.2.1.3.) por A. niger, em funglio da
composigio do meio de cultura. Os autores relataram que os niveis de
amiloglicosidase, a-amilase (a-1,4 glucano glucohidrolase) e glicosiltransferase
produzidos por A. niger, foram influenciados pelo tipo e concentragdo da fonte
de nitrogénio, carboidratos, tragos de elementos ¢ pH do meio. Condigdes
otimas para a produgfio de amiloglicosidase, com o minimo de contaminacio
de o-amilase e glicosiltransferase foram estabelecidas devido a produgao de
amiloglicosidase por A. niger apresentar maior sensibilidade com relagdo a
composigio do meio de cultura. O cultivo de A. miger em caldo nutriente
constituido de 5% ou 2,5% de carboidrato contendo tragos de elementos como
ferro, cobre, zinco, molibdénio ¢ magnésio, resultou na produgdo de niveis
significantes de amiloglicosidase. O extrato de levedura uttizado sob as
mesmas condiges, também resultou na produgdo de miveis significantes de
amiloglicosidase. As fontes de nitrogénio orgénico foram superiores as fontes
inorganicas para a produgo de amiloglicosidase. A auséneia de tragos de
elementos resultaram na redugio da produgfio de amiloglicosidase, enquanto
que a c-amilase ¢ a glicosiltransferase ndo foram afetadas por esta variavel. Os
autores observaram que a presenca de c-amilase no meio de cultura era
dependente de pH ¢ que o nivel da enzima foi reduzido quando o pH foi
ajustado de 5,5 para 4,0, e esta mudanga no pH ndo influenciava a produgio
de amiloglicosidase.

Em 1966, Abdullah ¢ French, observaram que a pululanase (pululana 6
glucanohidrolase, E.C.3.2.1.41) extracelular de Aerobacter aerogenes foi
especifica para a hidrolise de ligagbes glicosidicas «-1,6 em polissacarideos
amilaceos ramificados. Os autores constataram que a pululanase ndo
hidrolisava isomaltose e que havia um requerimento para ligagdes 0-1,4 no
substrato. A pululanase atuava sobre ligagdes «-1,6 somente quando estas



ligagdes uniam maltossacarideos; com isso 0 substrato minimo para a atividade
era o tetrassacarideo 62- o~ maltosilmaltose,(38).

Abdullah ¢ French, 1966, relataram que a agdo de pululanase foi
reversivel através de reagBes de condensagdo. Os autores observaram a
formagdo, principalmente, de 62-g~-maltosilmaltose ¢ 61-c-maltosilmaltose a
partir de solugio de 25% maltose.

 Pazur e Okada, 1967, detectaram que a reagao de sintese de
oligossacarideos a partir da glicose, catalisada pela amiloglicosidase de
Rhizopus delemar era aproximadamente duas vezes superior a atividade de
sintese da amiloglicosidase de A. niger.

Em 1968, Van Lanen e Smith, descreveram um processo de produgdo de
um sistema enzimatico com elevada atividade de amiloglicosidase, pelo cultivo
de uma linbagem de A. niger, sob condigdes aérobicas, em um meio
concentrado de amido.

 Em 1969, Hehre et al., ao pesquisarem as reagbes de sintese e reversio
de ligacBes glicosidicas concluiram que a amiloglicosidase cristalina de
Rhizopus niveus, catalisava com velocidade maior a sintese de maltose,
enquanto que a sintese de isomaltose era realizada com menor velocidade a
partir da D-glicose na fase inicial da reagdio. Entretanto, a isomaltose era
predorinante apos 24 horas de reagdo.

Em 1970, Lineback ¢ Baumann, verificaram que 2 amiloglicosidase
extracelular de Aspergillus phoenicis Staly 155, purificada pela cromatografia
de troca idnica, em cohmas de DEAE-Celulose, consistia de duas formas. Os
autores relataram que uma das formas altamente purificada, apresentou um
peso molecular de 63.600 daltons e as condiges otimas para a hidrolise do
amido foram de 60°C e pH 4.6.

Park e Papini, 1970, estudaram a produgdo de xarope de glicose a partir
do amido de mandioca pelo método enzima-enzima, utilizando a
amiloglicosidase produzida por A. niger NRRL 3122 ¢ Aspergillus awamori
NRRI, 3112. Estas linhagens apresentaram alta produtividade de
amiloglicosidase ¢ pequena produgdo de transglicosidase. Os autores relataram
estudos sobre a variagdo da concentragio da c-amilase termoestavel na
liquefagio do amido, e a concentragio da amiloglicosidase na sacarificagdo.
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Um minimo de 1500 unidades SKB de a~-amilase bacteriana foi necessario para
a liquefagdo do amilo de mandioca a 30%. Foi obtido melhor desempenho no
processo de  sacarificagdo com a adigio de 70 unidades (AU) de
amiloglicosidase por 500 gramas ou mais de amido ¢ incubagdo a 60°C, por 72
horas.

A acgio da pululanase de Aerobacter aerogenes sobre alguns
oligossacarideos foi estudada por Abdullah e French, 1970. Os autores
observaram que a enzima hidrolisava as ligagdes glicosidicas «-1,6 de
oligossacarideos contendo no minimo 2 unidades de glicose em cada cadeia.
Oligossacarideos ¢ dextrinas produzidos pela hidrolise do amido, contendo
duas ou mais ligagdes glicosidicas al,6 foram também hidrolisados. Quando
submetida a condigfes com alta concentragio de maltose ( 5% a 25% de
maltose ), as preparagdes de pululanase exibiram reagio de condensagdo.

Marshall ¢ Whelan, 1970, observaram a conversfio incompleta do
glicogénio e amido em glicose pela amiloglicosidase cristalina de A. niger ¢ R.
niveus. Os autores verificaram que a preparagdo de amiloglicosidase de A.
niger quando contaminada com o-amilase, apresentava melhores resultados
para a conversdo do amido em glicose, em comparagdo com a amiloglicosidase
purificada. E concluiram que provavelmente existem ligagBes ou modificacdes
quimicas, presentes na molécula do amido e glicogénio que impossibilitam a
atuagio da amiloglicosidase, mas nao dificultam a atuagdo da o-amilase.

Enevoldsen, 1971, ressaltou a aplicagdo de enzimas desramificantes
como a pulalanase, na fabricagio de cerveja de cereais ndo maltados. O autor
observou que a utilizagdo de preparagoes de pululanase sobre cereais ndo
maltados, resultava na formagéo de pequena guantidade de glicose e aumento
na quantidade de maltose e maltotriose.

Pazur et al., em 1971 estudaram as propriedades ¢ estrutura de duas
formas de amiloglicosidase de A. niger, designadas I ¢ II. Os autores
verificaram que o peso molecular da amiloglicosidase I foi 99.000 daltons e da
amiloglicosidase 11 foi 112.000 daltons. Ambas as formas ecstavam ligadas
covalentemente a oligossacarideos { contendo residuos D-manose, D-glicose e
D-galactose ) e foram denominadas glicoenzimas. Foi constatado inicialmente,
que a ligagio glicosidica entre a proteina ¢ o carboidrato da glicoenzima
ocorria com o grupo hidroxila dos residuos de L-serina € L-treonina



Posteriormente, ligacdes glicosilaminas com residuos de L-asparagina ¢ L-
glutamina foram observados. As amiloglicosidases I e II apresentaram a mesma
composi¢io ¢ sequéneia de aminoacidos, contudo, as duas glicoenzimas
diferiram quanto ao contedo quantitativo de carboidratos presentes na
molécula.

A caracterizagdo e purificagdio de duas formas de amiloglicosidase
denominadas I e I1 de A. niger através de cromatografia em coluna de DEAE-
celulose foi realizada por Lineback ¢ Aira em 1972, A amiloglicosidase 1
apresentava 13% de carboidrato em sua estrutura ¢ peso molecular de 74,900
daltons. A amiloglicosidase 11 apresentava 18% de carboidrato e peso
molecular de 54.300 daltons. Os autores verificaram que as moléculas de
carboidrato em ambas glicoproteinas eram ligadas através da manose com oS
grupos hidroxilas dos aminoacidos serina e treonina na cadeia polipeptidica.
Estudos biossintéticos indicaram o envolvimento de uma via nucleotideo-
hexose para a incorporagdo de residuos de carboidrato na amiloglicosidase 1 ¢
11 (64). Embora as duas formas de amiloglicosidase tivessem pesos moleculares
diferentes, ambas apresentaram a ynesma quantidade de carboidratos
(aproximadamente 60 residuos de hexose), indicando que diferiam quanto a
composigio de aminodcidos.

Em 1972, Park e Lima, estudaram a produgio de amiloglicosidase
fingica por fermentagdo submersa. A. awamori NRRL 3112 produziu maior
quantidade de amiloglicosidase e menor quantidade de o-amilase e
transglicosidase. A amiloglicosidase preparada pela cromatografia em coluna
de DEAE-Celulose apresentou duas fragbes.

Marshall, 1972, publicou que a amiloglicosidase (a-1,4 - glucohidrolase,
E.C3.21.2), era produzida principaimente, por fungos do género  de
Aspergillus ¢ Rhizopus (47), e que nao havia relatos da ocorréneia da enzima
em bactérias, plantas ou tecidos animais. Em anos posteriores foi constatado,
que alguns tipos de bactérias sao produtoras de amiloglicosidase. O autor
relatou que a agdo da amiloglicosidase ndo era influenciada por pontos de
ramificagdes no amilopectina e glicogénio, no entanto, em termos praticos estes
substratos ramificados, ndo eram completamente hidrolisados ate a glicose
(37), provavelmente devido a presenca de ligagdes ou modificagdes quimicas
na molécula do substrato, que dificultavam a atuagdo da enzima. A enzima
também hidrolisava oligossacarideos, mas a taxa de hidrélise diminuia com ©
comprimento das cadeias de maltodextrinas. Preparagdes relativamente puras

g



de amiloglicosidase foram obtidas de filtrados de cultura de microrganismos.
As técnicas como adsorgdo em argila 4cida e fracionamento com o sulfato de
ambnio foram utilizadas frequentemente para a purificacio da enzima. As
principais dificuldades envolvidas no processo foram a obtengdo de uma
solugdo enzimatica semn contaminagio com o-amilase ¢ transferase.

Em 1973, Watanabe ¢ Fukimbara estudaram a amilase sacarogénica, o
D-(1-»4)-glucano glicohidrolase, B.C.3.2..1 .3), de Rhizopus javanicus sp. 3-
46, que ficou conhecida como uma glicoproteina contendo vinte e sete residuos
de manose e quatro residuos de N-acetilglicosamina por mol de amilase
sacarogénica. Os autores obtiveram  trés glicopeptideos da  enzima,
denominados GP-I-a, GP-I-b ¢ GP-1], separados através de filtragdo em gel de
Sephadex G-50 e DEAE-Sephadex A-25. Verificou-se que a glicoproteina GP-
I-a constituia-se de residuos de asparagina, glicing, manose ¢ N-
acetilglicosamina na proporgio molar de 1:1:6:2. A glicoproteina GP-I-b
constituiu-se de asparagina, treonina, manose € N-acetilglicosamina na
propor¢do molar de 1:1:92 ¢ a glicoproteina GP-II consistiu-se de treonina,
serina, prolina, alanina e manose na proporgao molar de 6:2:2:2:12.

Ueda et al, em 1974 estudaram o sistema de amiloglicosidase de
Aspergillus awamori var. kawachi, fracionado em quatro tipos de
amiloglicosidase pelo uso da técnica de adsorcdo em amido ¢ cromatografia em
coluna de DEAE-celulose. Uma dessas fragoes, denominada amiloglicosidase 1,
apresentou alta atividade desramificante ¢ mostrou-se¢ ativa na degradagdo de
amido cru. A degradagdo de amido soluvel pela amiloglicosidase I foi acelerada
pela adigo de isoamilase ou w-amilase . A fragio denominada amiloglicosidase
II apresentou pequena atividade desramificante e pouca atividade sobre o
amido cru. A hidrolise de amido cru pela amiloglicosidase Il embora pequena,
apresentou-se  extremamente acelerada pela adigdo, principalmente de
isoamilase.

Tsuboi et al., em 1974 descreveram a purificagdo ¢ @ caracterizagdo de
duas formas ( isoenzimas ) de amiloglicosidase de Mucor rouxianus,
separadas pela eletroforese em gel de poliacrilamida ou pela cromatografia em
coluna de SP-Sephadex C-50 ¢ denominadas amiloglicosidase I ¢
amiloglicosidase 1. Os autores caracterizaram as enzimas quanto a coeficiente
de sedimentagio e peso molecular que foi 4,39 S e 59.000 daltons para a
amiloglicosidase I ¢ 429 S ¢ 49.000 daltons para a amiloglicosidase II,
respectivamente,



Fm 1975, Ohba e Useda, pesquisaram algumas propriedades de
pululanases extra ¢ intracelulares, de Aevobacter aerogenes Ne 105, isoladas
pelos autores, verificando que a composigdo de aminodcidos destas enzimas
eram semelhantes e que ambas apresentavam trés diferentes pontos
isaéletricos. Também foi verificado, que a pululanase rompia as hgagdes
glicosidicas a-1,6 da pululana ao acaso, atuando como wna endoenzima,

Allen e Dawson, 1975, registraram as caracteristicas das enzimas
desramificantes pululanase ¢ iscamilase, e a utilizagdo das mesmas na produgio
de maltose ¢ amilose. Os autores também recomendaram a aplicagdo da
maltose em geléias e sorvetes e da amilose na produgdo de filmes
biodegradaveis.

Enevoldsen, 1975, ressaltou as possibilidades da aplicagiio das enzimas
desramificantes pululanase e isoamilase, em cervejarias, conjuntamente com o
e B-amilases para o aumento de agucares fermentecivels.

Hayashida, em 1975 estudou 2 produgdo seletiva de trés tipos de
amiloglicosidase por Aspergillus awamori variedade kawachi, submetido a
diferentes condigdes em culturas submersas com o pH controlado na faixa de
6,5 a 7,0. A amiloglicosidase do tipo I que hidrolisava o amido cru ( ndo
gelatinizado ) foi produzida através do cultivo do microrganismo em neio,
contendo citrato de amdnio como fonte de nitrogénip, deficiente em zinco e
com um minimo de fosfato, por um periodo de 30 horas a 35°C. A
amiloglicosidase tipo I' que ndo degradava o amide cru ¢ mostrava a mesma
curva de hidrélise para amido gelatinizado que a amiloglicosidase 1, foi
produzida através do cultivo do microrganismo em meio constituido de acetato
de aménio como fonte de nitrogénio e com 0 minimo de zinco, por 50 horas a
30°C. A amiloglicosidase do Tipo 1I que ndo degradava o amido cru e foi
menos eficiente para hidrolisar as ligagBes glicosidicas «-1,6 de amido
gelatinizado, foi produzida através do cultivo do microrganismo em um meio
contendo glicose, peptona de caseina € quantidade suficiente de elementos
inorganicos, especialmente cdlcio e zinco, por 96 horas a 25°C. O autor
concluiu que especialmente a composigio do meio de cultura influenciava a
quantidade relativa de o-amilase ¢ amiloglicosidase produzidas e tambem
influenciavam os tipos de amiloglicosidase produzida pelo microrganismo.
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Umn sistema de amiloglicosidase de Rhizopus sp for fracionado em dois
tipos de amiloglicosidase através da técnica de adsor¢do em amido cru,
cromatografia de troca idnica e fracionamento com sulfato de amdnio, Ueda e
Kano, em 1975 verificaram que, 0s dois tipos de amiloglicosidases, apesar de
apresentarem O mesmo comportamento cromatografico na coluna de DEAE-
celulose ou na coluna de CM-celulose, mostraram diferengas significantes na
atividade de hidrélise do amido cru ( ndo gelatinizado ), na atividade
desramificante ¢ na adsorgdo das enzimas no amido cru. Nos gxperimentos
preliminares foi constatado que a amiloglicosidase 1 e II de Rhizopus sp,
apresentavam o mesmo pH Stimo e temperatura otima de 5,0 ¢ 40°C,
respectivamente, quando o amido gelatinizado foi usado como substrato. Estes
fatos sugeriram que poucas diferengas existiam entre as duas amilases em
relagdio a estrutura quimica ¢ fisica da molécula e estas diferengas pareciam
estar relacionadas com a atividade de hidrélise do amido cru, com a atividade
desramificante e com a adsorbabilidade da enzima no amido cru.

Em 1976, Hayashida et al. relataram a modificagdo de amiloglicosidase
do tipo I, produzida por A. awamori var. kawachi, pela subtilisina. A enzima
foi fracionada em duas fragdes obtendo-se a amiloglicosidase modificada ativa
e um glicopeptideo. Os autores verificaram que a enzima modificada
apresentou uma redugdo no peso molecular de 90.000 para 83.000 daltons,
demonstrou uma atividade especifica de 77% e manteve a mesma cutva de
hidrolise para amido de batata gelatinizado ¢ maltose. Entretanto, a enzima
modificada ndo mostrou atividade de hidrolise para amidos crus € reduziu o
limite de hidrolise para 80% para o glicogénio. A estabilidade de pH ¢
temperatura da enzima modificada foi reduzida para um maximo de 9,0 ¢ 65°
C, respectivamente, em comparagdo com a enzima ndo modificada que
apresentava estabilidade em pH 10,0 ¢ 70°C.

Smith ¢ Lineback, em 1976 estudaram a a¢do de amiloglicosidase 1 e 11
de Aspergillus niger ¢ amiloglicosidase de Rhizopus niveus sobre granulos de
amido de trigo e milho, através do uso de microscopia eletrdnica ¢ pela
determinagio da glicose liberada pela hidrélise enzimatica. Os autores
observaram dois padroes de hidrolise. A amiloglicosidase 1 de A. niger ¢ a
amiloglicosidase de R. niveus hidrolisaram a superficie do granulo de maneira
uniforme, resultando em grandes depressoes. A hidrolise realizada pela
amiloglicosidase II resultou em pequenos sulcos na superficie do granulo e
algumas depressdes maiores. Padrées similares de hidrolise foram observados
para ambos os granulos de amido de trigo e milho. A determinagdo da glicose
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liberada indicou que a hidrélise pela amiloglicosidase 1 e pela amiloglicosidase
de R. niveus foram quase iguais em extensdo ¢ aproximadamente duas vezes
maiores que a hidrolise realizada pela amiloglicosidase I1.

Em 1976, Takasaki, isolou e estudoua produglo e utihizagdo de
B-amilase e pululanase de Bacillus cereus var. mycoides, que se mostraram
efetivos na produgdo de maltose a partir do amido. O autor observou que as
condigBes otimas para a conversdo do amido para a maltose foram pH 6,0 2 6,5
a 50°C. O rendimento maximo da maltose a partir do amido de
aproximadamente 95%, foi influenciado pelo grau da liquefagdo do amido.

Em 1977a, Yamasaki et al. realizaram a purificagdo e caracterizagdo de
duas formas de amiloglicosidase de Penicillium oxalicum, denominadas
amiloglicosidase I ¢ II. As fragBes das enzimas foram separadas em gel de
poliacrilamida, submetido a 80 volts por 72 horas. Verificou-se que a constante
de sedimentacdio & peso molecular da amiloglicosidase I foram 4,42 S e 84.000
daltons, respectivamente; e da amiloglicosidase 11 foram 4,53 § e 86.000
daltons, respectivamente. O pH étimo de atividade para amiloglicosidase 1 foi
5,0 e para a amiloglicosidase 1 foi 4,5, O pH de estabilidade para ambas as
enzimas estava na faixa de ptH 3,0 a 6,5.

A amiloglicosidase I e II produzida por Mucor rouxianus foi estudada
por Yamasaki et al., em 1977d. Verificou-se que ambas as formas hidrolisavam
moléculas de amilopectina, amilose , glicogénio, amido solvel, maltotriose ¢
maltose , mas ndo atuavam sobre a isomaltose e a isomaltotriose. Fenil o~
maltosideo foi hidrolisado em glicose ¢ fenil a-glicosideo pelas duas enzimas.
As enzimas hidrolisavam a amilose com a inversdo da configuragio,
produzindo glicose na forma anomérica B. A amiloglicosidase II hidrolisou o
amido cru trés vezes mais que amiloglicosidase I. O ponto isoelétrico de ambas
as enzimas foi estimado em pH 84. O pH otimo de atividade da
amiloglicosidase I e 11 foi 4,6 ¢ 5,0, respectivamente. A amiloglicosidase 1
apresentou-se estavel na faixa de pH 4.0 a 8,0 e amiloglicosidase Il na faixa de
pH 4,0 a 7,5. As duas enzimas apresentaram atividade otima a 55°C ¢
apresentaram-se estaveis em temperaturas acima de 50°C.

A amiloglicosidase de Aspergillus awamori foi caracterizada por
Yamasaki et al., 1977¢. O peso molecular da enzima foi estimado em 83.700.
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O pH 6timo e de estabilidade da amiloglicosidase foram 4,5 ¢ na faixa de 5,0 a
9.0, respectivamente. A temperatura Otima para a atividade enzimatica foi
60°C e a enzima apresentou-se estavel em temperaturas acima de 50°C. A
amiloglicosidase hidrolisou rapidamente substratos como a amtose, a
amilopectina, o glicogénio ¢ o amido solavel, convertendo-os em ghicose. A
formagio de B-glicose como tnico produto da hidrélise da amilose indicou que
a hidrolise ocorren com a inversdo da glicose como observado no caso de
amiloglicosidases de outras fontes. Os autores concluram que a completa
hidrolise da amilopectina ¢ o glicogénio sugeria que a enzima era capaz de
hidrolisar as ligagdes glicosidicas o-1,6 de substratos com alto peso molecular.
A maltose foi hidrolisada a uma velocidade muito menor pela enzima, em
comparagio com a hidrolise de outros polissacarideos amilaceos.

Miah e Ueda, em 1977, verificaram algumas propriedades fisico-
quimicas ¢ enzimaticas de trés formas de amiloglicosidase de Aspergillus
oryzae, denominadas I, II ¢ IIL As trés formas de amiloglicosidase
apresentaram pH Otimo de atividade na faixa de 4,5 a 5,0 na temperatura de
40°C, e a temperatura Otima na faixa de 40° e 60°C. As enzimas foram mais
estaveis na faixa de pH 4,0 ¢ 7,0 ¢ em temperaturas acima de 40°C. Os pesos
moleculares estimados para as amiloglicosidases I, I ¢ Iil, foram 76.000,
38,000 e 38.000 daltons, respectivamente. A atividade de drélise das
amiloglicosidases sobre diferentes substratos foi estudada. Verificou-se que a
amilose foi o melhor substrato para a amiloglicosidase 1, enquanto que a
amilopectina, o glicogénio ¢ o P-limite dextrina foram os piores substratos. A
amilose, a amilopectina e dextrina foram bons substratos para a
amiloglicosidase 1 ¢ TIL. A maltotriose foi considerada melhor substrato para as
trés amiloglicosidases, quando comparada com a maltose, sugerindo que a
maltose ndo foi um bom substrato para as enzimas. Apenas a amiloglicosidase I
demonstrou uma pequena atividade sobre a pululana, ¢ a amiloglicosidase I e
I ndo mostraram atividade hidrolitica sobre a pululana. As trés
amiloglicosidases nfio  hidrolisaram  dextrana € ciclodextrina. A
amiloglicosidase 1 apresentou alta atividade desramificante ¢ foi mais ativa na
digestdo do amido cru, enquanto que a amiloglicosidase I e III apresentaram
pequena atividade desramificante e pequena degradagdo do amido cru ( ndo
gelatinizado ).

Algumas propriedades de duas formas de amiloglicosidase de
Penicillium oxalicum, designadas amiloglicosidases I ¢ II, foram estudadas
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por Yamasaki et al, em 1977b. Verificou-se que as amiloglicosidases
hidrolisaram a amilopectina ( 100 % de hidrolise ) a amilose, glicogénio,
maltotriose e maltose, mas ndo hidrolisaram a isomaltose ¢ isomaltotriose. A
glicose foi o Unico produto encontrado apdés a hidrélise destes substratos.
Agmbas as enzimas hidrolisaram o fenil a-maltosideo para glicose e fenil o~
glicosideo. Foi observado que as enzimas hidrolisaram a amilose com a
inversio de configuragdo produzindo a glicose na forma anomérica . Os
autores relataram que entre o fons metalicos testados, Hg2*, foi o inibidor mais
eficiente para as duas formas de amiloglicosidases. As enzimas também foram
inibidas pelo composto Tris. As amiloglicosidases 1 ¢ II eram glicoproteinas,
constituidas de 3,93% ¢ 3,22% de manose, respectivamente,

Em 1978, Kobayashi e Matsuda estudaram a agfo da amiloglicosidase
comercial de Rhizopus niveus sobre dextranas, atuando como wmna exo-
dextranase. As dextranas sfio polissacaridecs extracelulares produzidas por
varias linhagens de Leuconostoc mesenteroides, constituidos de residuos de
D-glicose ligadas através de ligagbes glicosidicas cruzadas de @-1,6 ¢ outras.
Alguns tipos de dextranas aprescntam estruturas  complexas. Tem sido
registrado que a amiloglicosidase ( E.C. 3.2.1.3. ) que catalisa a remogdo de
grupos c-D-glicopiranosil de final ndo redutor de amido e glicogénio, pode
atuar em oligossacarideos contendo ligagdes glicosidicas a-1,3 ou a-1,6 (55).
Os autores relataram que tentativas tem sido realizadas para que a
amiloglicosidase atue como uma exo-dextranase. Os autores concluiram que a
amiloglicosidase comercial pode ser utilizada para remover residuos de
moléculas de dextranas, € que @ amiloglicosidase apresentou diferentes graus
de afinidade dependendo do tipo de dextrana usado como substrato. Dex{ranas
altamente ramificadas foram muifo pouco hidrolisadas pela amiloglicosidase €
apesar da amiloglicosidase hidrolisar ligagbes glicosidicas lineares o-1,6 € o~
1,3, as ligagbes a-1.4, a-1,2 e o-1,3 nos pontos de ramificagdes da dextrana
constituiram uma barreira & agdo da amiloglicosidase.

O fungo termofilico Humicola lanuginesa produz dois tipos de
amiloglicosidase. Algumas propriedades da amiloglicosidase 1I foram
investigadas por Taylor et al., em 1978. A enzima apresentou-se
completamente estavel na faixa de pH 5,0 a 10,0 por 24 horas & temperatura
ambiente € o pH 6timo de atividade foi 6,6. A pré-incubagdo da enzima a varias
temperaturas por 30 minutos, 2 pH 6,6 mostrou que a amiloglicosidase era
muito estavel a temperaturas acima de 50°C. Apenas 4 % da atividade
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na incubagdo 3 60°C e 48 % de perda de atividade hidrolitica a 70°C.
Observou-se também que o amido solivel foi completamente hidrolisado pela
amiloglicosidase 11

Ingle e Erickson, 1978, relataram que para a producdo eficiente de
glicose a partir de amido, w-amilases bacterianas sdo utilizadas para a
liquefagdo de amido para posterior atuagao de enzimas sacanficantes.

A influéncia da composicio do meio de cultura na produgdio de enzimas
amiloliticas . a-amilase e amiloglicosidase pela linhagem de A. niger Van
Tieghem foi estudada por Ramachandran et al., 1978. Os autores verificaram
que, enquanto a glicose, maltose, dextrina e amido solavel induziam a produgdo
da amiloglicosidase, a pectina ¢ o polipectato de sodio induziam a formagdo de
o-amilase. fons alcalinos reprimiram a formaglo da amiloglicosidase.
NH4NO3, (NHg)pHPO4 e (NH4)2C4H406 foram boas fontes de nitrogénio
inorgAnico, enquanto que casefna, proteinas de grios e 4gua de maceragdo de
milho foram boas fontes de nitrogénio organico. A retirada de fatores de
crescimento como piridoxinahidrocloreto e inositol, inibiram a produgdo de
enzimas, enguanto que a auséncia de riboflavina resultou em um efeito oposto.

Spencer-Martins ¢ Van Uden, 1979, verificaram que uma linhagem da
levedura Lipomyces kononenkoae, fol capaz de utilizar o amido como fonte
de carbono e energia para seu crescimento celular, com alto rendimento. E
produziu trés formas de amilases extracelulares que foram posteriormente
purificadas. As enzimas foram a a-amilase, amiloglicosidase e uma transferase
desramificante. A amiloglicosidase apresentou as seguintes propriedades: peso
molecular 81.500 daltons; atividade otima em torno de pH 4,5 e 50°C; ponto
isoéletrico de 6,1; Kim (30°C, pH 4,5) para amido solivel foi 16,2g/-1, para
maltose 0,36g/~1, para p-nitro fenil-o-D-glucosideo 0,35/ 1

Fm 1980, Fogarty e Kelly, relataram que, embora a pululanase ¢
isoamilase  fossem  enzimas  desramificantes especificas,  diversas
amiloglicosidases também apresentam atividade desramificante paralela,

Em 1980, Clementi et al., relataram que Schwanniomyces castelli e
Endomycopsis fibuligera produziram enzimas amiloliticas extracelulares
quando desenvolvidas em diversas fontes de carbono e a diferentes valores de
pH. Ambas espécies de leveduras demonstraram notavel sintese de amilases na
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presenga de maltose ou amido solavel, em pH 6,0 a 30°C. A glicose livre no
meio de cultura, aparentemente inibia a sintese da enzima. Os autores
concluiram que embora os resultados apresentados ndo fossem conclusivos,
cles sugeriram que S. castelli ¢ E. fibuligera eram capazes de produzir
amilases do tipo o-amilase ¢ amiloglicosidase.

Em 1981, Searle ¢ Tubb realizaram alguns estudos sobre a regulagdo da
produgdo de amiloglicosidase de Saccharomyces diastaticus. Fol observado
que em mostos de fermentagdo, a produgdo de amiloglicosidase (AMG)
extracelular pela S. diastaticus era significante quando o requerimento da
levedura, quanto a O ou dcidos graxos insaturados ndo estavam devidamente
satisfeitos. Durante as fermentagdes, a maltotriose desaparecia antes que a
maltose e ocorria um acumulo de glicose como produto da agho da
amiloglicosidase. Em todos 0s experimentos realizados, verificou-se que ©
inicio da hidrolise da dextrina coincidia com o inicio da excregdo da
amiloglicosidase pelo microrganismo. A enzima que atuava antes de ser
excretada estava associada com as células de levedura, mas localizada
externamente na membrana plasmatica. Os autores concluiramn que a dextrina
ou o amido ndo eram rtequeridos para a indugdo da produgdo da
amiloglicosidase que se iniciava quando a fonte de energia ¢ carbono tornava-
se Limitado. As linhagens S. diastaticus hidrolisavam apenas uma pequena
proporgdo de dextrina no mosto € as amiloglicosidases produzidas em bebidas
fermentadas eram incapazes de liberar glicose de pululana.

Em 1982, Sills ¢ Stewart estudaram a produgfio de enzimas amiloliticas
por algumas linhagens de leveduras. Endomycopsis sp, Swanniomyces sp,
Picchia sp ¢ Saccharomyces sp foram comparadas pela capacidade para
sintese de o-amilase, amiloglicosidase ¢ pululanase. A linhagem N° 240 de
Endomycopsis fibuligera, produziu uma amiloglicosidase com alta atividade
(208 nmoles de glicose / min) e uma a-amilase com atividade de 128 nmoles de
maltose / min, Das linhagens de leveduras estudadas, Swanniomyces sp
apresentaram a atividade desramificante mais notavel. Os autores verificaram
que Endomycopsis sp, Swanniomyces sp ¢ Picchia sp quando cultivados em
meio contendo glicose na concentragdo de 3,0 x 102 M, ndo produziram a
enzima o-amilase, mas a atividade de amiloglicosidase ndo era reprimida.

Wilson ¢ Ingledew, em 1982, isolaram e caracterizarain as enzimas
amiloliticas de Schwanniomyces alluvius. A o-amilase apresentou atividade
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otima em pH 6,3 ¢ foi estavel na faixa de pH 4,5 2 7,5. A temperatura 6tima
para a enzima foi 40°C ¢ esta foi rapidamente inativada a temperaturas
superiores a 40°C. O Km da o-amilase para amido solavel foi 0,364 mg /ml. O
peso molecular foi estimado em 61.900 daltons. A a-amilase ndo apresentou
atividade hidrolitica sobre a pululana. A amiloglicosidase apresentou atividade
otima em pH 5,0 e fol estavel na faixa de de pH 4,0 2 8,0. A temperatura Otima
foi 50°C, e apresentou-se estavel a temperaturas ndoc superiores a 60°C. Os
valores de Km da amiloglicosidase para o amido solavel foi 12,67 mg / ml ¢
0,72 mM para maltose. O peso molecular foi estimado em 155.000 daltons. A
amiloglicosidase liberou apenas glicose de amido solivel ¢ pululana. Os
autores relataram que 8. altuvius ¢ uma das poucas leveduras que apresentava
a capacidade para sintese de a-amilase ¢ amiloglicosidase, combinada com
alguma capacidade fermentativa para a produgdo de etanol.

Chiba et al., 1983, realizaram um estudo quantitativo de formas
anoméricas  de glicose produzidas pelas enzimas o~glicosidases €
amiloglicosidases. Cromatografia gasosa foi utilizada para determinagio das
formas anoméricas dos aghcares produzidos pelas enzimas. As formas
anoméricas da glicose liberada a partir de maltotriose, fenil-o-maltosideo e
fenil-o-glucosideo foram analisadas quantitativamente. Os autores verificaram
que a-glicosidase de diversas fontes, produziam exclusivamente a-glicose e
que as amiloglicosidases produziam apenas B-glicose.

De Mot et al., 1984, estudaram a produgdic de enzimas amiloliticas
extracelulares que hidrolisam o substrato pululana, por varias espécies de
leveduras. Os autores concluiram que as amiloglicosidases extracelulares de
leveduras, foram responsdveis pela degradagio da pululana e que a atividade
desramificantes observada com a enzima de vdrias espécies mutantes de
leveduras, pode ser atribuida ao aumento da producio de amiloghicosidase.

Simdes - Mendes, em 1984, caracterizou e purificou as amilases
extracelulares produzidas pela levedura Schwanniomyces alluvius. O sistema
amilolitico extracelular de S. alluvius constituiu-s¢ de uma o-amilase, uma
amiloglicosidase e provavelmente uma enzima desramificante. Preparag0des
brutas da enzima foram obtidas pelo fracionamento do sobrenadante do meio
de cultura, na fase estacionaria de crescimento com isopropanol. A purificagdo
foi realizada em coluna de DEAE-celulose. A amiloglicosidase apresentou as
seguintes propriedades: peso molecular 117.000 daltons, atividade oOtima em
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pH 4,5 € 50°C e estabilidade na faixa de pH 4,0 a 6,0. A glicose fo1 o produto
final da hidrolise de amido ¢ 0 Km em pH 4,5, a 30°C para amido solavel foi
22,22 gl -1, A o-amilase apresentou as seguintes propriedades: peso
molecular, 62.000 daltons, atividade 6tima em pH 6,3 ¢ 40°C e estabihidade na
faixa de pH 4,0 a 7,0. O produto final da hidrolise do amido foi maltose ¢
glicose e 0 Km em pH 5,5, 40°C, foi 2,7 g.1 -1 para amido soltvel.

A purificagdo e caracterizagio de enzimas amiloliticas produzidas pela
levedura Filobasidium capsuligenum foi relatada por De Mot ¢ Verachtert,
em 19852, O sistema amilolitico de F. capsuligenum foi constituido por duas
formas de amiloglicosidase , designadas 1 ¢ I ¢ uma a-amilase. As enzimas
foram purificadas pelo fracionamento com sulfato de amdnio, cromatografia de
troca ionica (DEAE - Sephadex A-50) e filtragdo em gel (Sephadex G-25 ¢
Sephadex G-100). A o-amilase apresentou atividade otima em pH 5,6 ¢ 50°C,
mas foi rapidamente inativada em temperaturas superiores a 50°C. O peso
molecular foi estimado em 64.000 daltons através de eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida. Os autores verificaram que as amiloglicosidases eram
glicoproteinas com © MESMO peso molecular (60.000 daltons) e produziram
apenas glicose, apds a hidrolise de amido solivel. A atividade desramificante
das amiloglicosidases foi constatada pela atuagdo das enzimas em substratos
com ligagbes o-1,6, como a amilopectina ¢ pululana. A amiloglicosidase 1 ¢ 1I
apresentaram atividade 6tima na faixa de pH 5,0 a 5,6 ¢ na faixa de pH 4,8 a
53, respectivamente. A temperatura tima de atividade para a amiloglicosidase
[ foi 55°C e para a amiloglicosidase 11 foi 50°C. Apesar de F. capsuligenum
produzir as enzimas amiloliticas necessarias para a completa degradagdio de
amido, a~-amilase ¢ amiloglicosidase com atividade desramificantes, a levedura
o foi considerada adequada para a fermentagdo alcodlica direta da biomassa
de amido, provavelmente devido 4 fermentagdo mncompleta de glicose ¢
pequena tolerdncia ao etanol, apresentada pela levedura.

De Mot et al, em 1985b, purificaram e caracterizaram uma
amiloglicosidase produzida pela levedura Candida tsukubaensis CBS 6389,
quando cultivada em meio contendo amido soltivel. A purificagdo foi realizada
pela cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex A-50 e filtragdo em gel em
coluna de Ultrage! AcA 44. Os autores verificaram que 2 amiloglicosidase era
uma glicoproteina com peso molecular de 56.000 daltons. A amiloglicosidase
apresentou atividade otima na faixa de pH 2,4 a 4,8 ¢ 55°C . A atividade
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desramificante foi demonstrada pela atividade de hidrolise sobre pululana,
resultando na liberagdo de glicose.

Abe et al., 1985, pesquisaram as propriedades cinéticas e estruturais de
trés formas de amiloglicosidase de R. delemar, que foram separadas e
purificadas de uma preparagdo comercial, livres da atividade de a-amilase ¢
fosfatase, As propriedades das trés formas de amuloglicosidase foram
comparadas com as de A. niger. O peso molecular da G, Gl ¢ Gl foi de
61.000, 70.000 ¢ 78.000 daltons, respectivamente. Estas trés  formas
demonstraram  propriedades cinéticas similares para oligossacarideos,
entretanto, a forma GII demonstrou afinidade e atividade extremamente alta
para polissacarideos. As enzimas de R. delemar apresentaram menores valores
de Km para polissacarideos ¢ maiores valores para oligossacarideos, e também
maiores valores de Vmax para todos os substratos analisados.

Em 1986, Takao et al., isolaram e estudaram a produgio de uma enzima
sacarificante de amido cru (nfo gelatinizado) pelo fungo Corticium rolfsii
AHU 9627. Os autores verificaram que a produgdo da enzima fol maior com o
aumento da concentragio de fontes de carbono ¢ nutrientes orgdnicos no meio
de cultura. A atividade 6tima da enzima foi em pH 4,0 e 65°C. A reagdo de
sacarificacio do amido ndo gelatinizado ndo foi inibida com a utilizagdo de
altas concentragdes de substrato.

Em 1987, Kanlayakrit et al, descreveram as caracteristicas de uma
amiloglicosidase que hidrolisava o amido ndo gelatinizado, produzida pelo
fungo termofilico Rhizomucor pusilius NH-139. Os autores, constataram que
esta enzima diferia  de outras amiloglicosidases, pois ndo hidrolisava
completamente o glicogénio, produzindo apenas 80% de glicose e foi
denominada amiloglicosidase tipo B.

A purificagio e caracterizagio de amilases produzido pela levedura
Candida antarctica CBS 6678, foi relatada por De Mot e Verachtert, em
1987. C. antarctica foi cultivada em um meio com B ciclodextrina como tnica
fonte de carbono. O sobrenadante foi tratado com sulfato de protamina, para
reduzir a viscosidade, facilitando assim a concentragdo do fluido pela
precipitagio com sulfato de ambnio. Posteriormente, relatou-se a purificagdo
com filtragdo em gel de Sephades G-75, cromatografia em coluna de DEAE -
Sephacel e cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 4B. Ambas
enzimas foram designadas glicoproteinas, apresentando diferengas quanto a
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composi¢io de aminodcidos. A o-amilase apresentou 468 residuos de
aminodeidos, enquanto que a amiloglicosidase 404. O peso molecular de
a-amilase e amiloglicosidase foram estimados em 50.000 e 48.500 daltons
respectivamente, através de eletroforese em SDS-PAGE. O ponto isoelétrico da
amiloglicosidade foi em pH 10,1 e da c-amilase foi em pH 10,3. A naturcza
basica de ambas as amilases foram confirmadas pela auséneia de ligagio a
resina de DEAE-Sephacel em pH 7,6. Os autores compararam os valores do
ponto isoelétrico das amilases pesquisadas com as amilases produzidas por
alguns fungos e leveduras ¢ constararam que o pl das amilases de C.antarctica
sio especialmente altas. O pH otimo de atividade para ambas as enzimas foi
42. A temperatura oOtima de 062°C para  o-amilase apresentou-se
surpreendentemente alta, quando comparada com amilases de outras leveduras,
com a temperatura Otima nfio ultrapassando 50°C (12, 13). A temperatura
otima da amiloglicosidase foi 57°C, considerada dentro da faixa para
amiloglicosidade de leveduras (50° a 60°C). As analises cinéticas indicaram
que ambas enzimas hidrolisaram preferencialmente substratos com alto peso
molecular, inclusive alguns amidos ndo gelatinizados. A c-amilase fo1 ativa
sobre ciclodextrinas, enquanto que a atividade desramificante foi demonstrado
pela amiloglicosidase em substratos como amilopectina e glicogénio.

Ono et al., 1988, realizaram estudos comparativos de véanas tipos de
amiloglicosidases produzidas por A. piger. Os autores constataram que uma
preparagio comercial de A. niger consistia de pelo menos, seis espécies
diferentes (A - II~1V e B - I~1I), das quais cinco formas foram caracterizadas
quanto a peso molecular, ponto isoéletrico, composi¢io quimica, pardmetros
cinéticos ¢ outras propriedades enzimaticas.

Basuki et al, 1989, estudaram comparativamente a isomerizagdo
enzimatica da glicose obtida da hidrolise de amido pela a-glicosidase do soro
de porco e a amiloglicosidase de Rhizopus sp. Os autores compararam 0s
seguintes experimentos: reagiio enzimatica de sacarificagdo-isomerizagdo de
maltohexose pela a-glicosidase do soro de porco € glicose isomerase de
Streptomyces sp;, ¢ reagdo enzimatica de sacarificagio-isomerizagdo de
maltohexose pela amiloglicosidase de Rhizopus sp. e glicose-isomerase de
Streptomyces sp. Os resultados obtidos, demonstraram que a glicose
isomerase de Streptomyces sp foi esterec-especifica para moléculas de a-D-
glicose produzidas pela a-glicosidase do soro de porco.



Em 1990, Al et al, purificaram a amiloglicosidase de Aspergillus
terreus, utilizando cromatografia em coluna de DEAE-Celulose. Os autores
obtiveram um mondmero apos eletroforese em gel de SDS - poliacrilamida. A
enzima obtida foi uma glicoproteina de peso molecular de 86.000 daltons com
7,5% (p/p) de carboidrato em sua estrutura.

Ohnishi et al.,, 1991, realizaram a purificagdo da amiloglicosidase de
Clostridium sp GO0005 e estudaram algumas de suas caracteristicas, que
demonstraram ser semelhantes 4 amiloglicosidase de fungos ¢ leveduras.

Preparagdes de amiloglicosidases, ndo purificadas em Rhizopus sp,
Chalara paradoxa e Aspergillus sp k-27 foram utilizadas por Noda et al., em
1992, para determinar a digestibilidade enzimatica de amidos crus { nio
gelatinizados ) de oito variedades de batata doce. Foi verificado que as
preparagdes enzimaticas além da atividade de amiloglicosidase apresentavam
atividade de o-amilase, o que provavelmente estimulou a atuagdo da
amiloglicosidase sobre os amidos ndo gelatinizados. As misturas de reagdo
foram incubadas a 40 °C , pH 5,0 por 24 horas. Os autores concluiram que, a
hidrolise realizada pela enzima de Rhizopus sp foi um pouco menor que aquela
apresentada pelas outras enzimas. Foi sugerido que as amilases de Chalara
paradexa e Aspergillus sp k-27 apresentaram uma alta afinidade para a
hidrélise de amido cru, comparada com a hidrolise convencional conhecida
realizada pelas amilases de Rhizopus sp. A variedade de batata doce KS-M
apresentou a maior porcentagem de hidrolise, ¢ as outras variedades diferiram
mais ou menos quanto a porcentagem da hidrolise, dependendo da
amiloglicosidase utilizada. Estes resultados sugeriam que a digestibilidade do
amido pela amiloglicosidase depende ndo apenas da fonte do amido, mas
também da fonte de amiloglicosidase,

Reddy ¢ Basappa em 1993, selecionaram ¢ caracterizaram linhagens de
Endomycopsis fibuligera produtoras de a-amilase e amiloglicosidase com
potencial para a produgdo de etanol a partir de aglcares ¢ substratos
amilaceos. Os autores relataram que a produgo de altos niveis de w-amilase €
amiloglicosidase, a auséncia de um catabolito repressor, a natureza constitutiva
e a resisténcia 4 inibigdo pelo etanol foram os requisitos gssenciais na
levedura, para a produgfio direta de-etanol a partir de amido. O amido de
mandioca e de arroz foram os melhores substratos. Entre as varias linhagens de
leveduras testadas, E. fibuligera NRRL 76 demonstrou © melthor desempentio
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para a produgdo de etanol, a partir de amido de mandioca ¢ arroz; em
condighes otimas de crescimento: pH 6,0 e 30°C  por um dia sobre condigbes
aeradas seguida por trés dias sem aerago,
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS
3.1.1. Reagentes ¢ Materiais Especificos :

- Reagentes Quimicos: acidos, bases, sais minerais, solventes (Merck,
Reagen, Carlo Erba)

- Agtcares: glicose (Merck), maltose (Merck), e maliotriose (Hayashibara
Biochemical Laboratories Inc.)

- Polissacarideos: amido de milho comercial (Maizena) ¢ pululana
(Hayashibara Biochemical Laboratories In¢.), amido
soliivel (Merck)

- Meios de Cultura: extrato de levedura (Difco), peptona, agar (Merck)
- Resinas: DEAE-Sephadex A-50 , CM- Celulose

- Papel de cromatografia e filtros: papel Whatman N°1 de 46 x 57 cm, filtros
Millipore 0,45p , Ref . HAWP- 04700

- Kit de proteinas padrdes para eletroforese da Pharmacia LKB Referéncia
LMW-17-0446-01

3.1.2. Equipamentos:

- Camara climatica com controle de temperatura 0 - 60°C com
agitagio, FANEM, modelo 346

- Estufas bacteriologicas FANEM
- Espectrofotdmetro Bausch Lomb Spectronic 20
- Espectrofotémetro Beckman, DU - 70

- Banhos de dgua de temperatura controlada FANEM
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- Potencibmetro Digimed
- Centrifuga refrigerada Beckman, modelo J-21
- Coletor de fragtes Buchler , modelo Fractomette Alpha 200

- Agitador de Tubos Tecnal

- Cromatdgrafo CG - 480 C. Isocratico com detector CG - 410 de indice de
refragiio, Registrador automético modelo CG 300, ¢ coluna YMC-PacK
Polyamine-I1

3.1.3, Enzimas:
- g-amilase de Bacillus licheniformis ( Novo Industrie Co.);

- Pululanase de Kiebsiella sp, N°192, isolada por Hélia H. Sato, no laboratério
de Bioguimica de Alimentos, UNICAMP (65);

- Enzima amilolitica de Candida sp, ATCC 90238, isolada por Yong K. Park,
no laboratério de Bioquimica de Alimentos, UNICAMP (52).

3.2. METODOS

3.2.1. Produgdio de enzima amilolitica de Candida sp ATCC 90238, isolada
no laboratério de Bioquimica de Alimentos, UNICAMP (52).

A linhagem Candida sp ATCC 90238 cultivada por 24 horas a 30°C em
agar YPS, contendo 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 3% de amido
solivel e 2% de agar, foi inoculada com alca metalica, em frascos de
Erlenmeyer (250ml), contendo 50 ml de meio YPS, contendo 1% de extrato de
levedura, 2% de peptona e 3% de amido soluvel e incubado a 30°C, por 3 dias
com agitagio de aproximadamente 100 RPM. Apbs incubagdo, a atividade
enzimdtica amilolitica foi determinada como descrito no item 3231
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3.2.2. Produgio de Pululanase de Klebsiella sp N°192, isolada no laboratério
de Bioquimica de Alimentos, UNICAMP (65).

Para a produgdo de pululanase, a cultura de Kliebsiella sp em Agar
Nutriente acrescido de 0,5% de amilopectina foi transferido com alga metdlica
para frascos Erlenmeyer, contendo 100 ml de meio de cultura, com 2% de
peptona, 0,4% de glutamato de sodio, 0,1% de KHyPO4. 0,05% de MgSO4
TH20, 0,15% de (NH4)HPO4, 0,001% de FeCl3 6H20, 0,001% de MnCly
4H»0, 0,001% de NaCl, ajustado a pH 7,0, com NaOH 0,IN ou HCI 0,IN. Os
frascos foram incubados em agitador rotatorio a 250 RPM a 30°C durante 48
horas. Apos a fermentagdo, o meio de cultura foi centrifugado a 11.000 x g,
durante 10 minutos a 5°C. A atividade de pululanase no sobrenadante foi
determinada de acordo com o item 3.2.3.2.

3.2.3. Determinagdo da atividade das enzimas amiloliticas

3.2.3.1. Determinagdo da atividade da enzima amilolitica de Candida sp
ATCC 90238

A atividade da enzima amilolitica da levedura foi determinada pelo
método descrito por Park ¢ Azuma (52). As misturas de reagdo constituidas de
0,5 ml de 1% de amido soldvel em tampao acetato 0,IM, pH 5,6 ¢ 0,5 ml de
solugio de enzima foram incubadas a 55°C por 30 minutos. Os agucares
redutores formados foram determinados pelo método de Somogyi-Nelson (42),
usando-se a glicose como padrio. Uma unidade de atividade da enzima foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de glicose / minuto
sob as condigdes de ensaio.
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3.2.3.2. Determinagdo da atividade de pululanase de Klebsiella sp

A atividade de pululanase foi determinada pelo método descrito por
Sato (65). Amostras de 0,5 ml de solugdio 0,7% de pululana em tampéo acetato
0,1M pH 6,0 foram incubadas em banho de dgua termostatizado a 40°C
durante 10 minutos para equilibrar a temperatura. A seguir foi adicionado aos
tubos 0,5 ml de solugio de enzima e a mistura foi incubada a 40°C, durante 30
minutos. Os aglcares redutores formados foram detenminados pelo método de
Somogyi-Nelson (42), utilizando-se como padrdo a maltotriose. Uma umidade
de pululanase foi definida como a quantidade da enzima que libera aglicares
redutores expressos como g de maltotriose/minuto/ml de enzima a partir de
pululana sob as condigdes de ensaio.

3.2.3.3. Determinacfio da Atividade de a-amilase de Bacillus licheniformis

Este ensaio basecou-se na determinagdo do tempo necessario para
hidrolisar o amido a dextrina de tamanho definido, como indicado pela cor do
complexo Jodo-Dextrina e comparado com solugdo padrdo {(65,40). A mistura
de reagdio foi preparada com 20 ml de solugio 2% de amido solavel em tampao
fosfato 0,05M, pH 6,0 ¢ 9 ml de dgua destilada. Em seguida, a mistura foi
incubada em banho termostatizado a 30°C durante 10 minutos para equilibrar a
temperatura. O tempo exato de adigio de | ml de enzima de diluigdo
apropriada foi anotado e, a seguir, amostras de 1 mi de reagdo foram retiradas
e adicionadas a 5 mi de solugdo diluida de lodo-KI. A colorago foi comparada
com a cor da soluglo padrio constituida de 25g de CoCly 6HO, 3,84g de
K7Cry0O7 em 100 ml de HC1 0,01N. O final da reagdo foi estabelecido quando
a amostra apresentou colorago aproximada a da solugdo padrdo. A atividade
a-amilase foi expressa em unidades SKB (40).

26



3.2 4. Pwrificagio da Enzima Amilolitica de Candida sp.

3.2 .4.1. Fracionamento com Sulfato de Amodnio

Para a purificagdo da enzima o sobrenadante do meio de cultura obtido
de acordo com o item 3.2.1., foi saturado com sulfato de amdnio a 80% e
mantido a 5°C por uma noite, sendo depois centrifugado a 10.000 x g, durante
10 minutos. O precipitado obtido foi dissolvido em 110 ml de 4gua destilada,
sendo posteriormente dialisado contra dgua destilada a 5°C por 48 horas. Em
seguida, dialisado contra tampdo citrato-fosfato 0,05M, pH 5,6 a 5°C durante
3 dias.

3.2.4.2. Cromatografia em Coluna de DEAE-Sephadex

Aproximadamente 50g de DEAE-Sephadex foi tratado com 500 ml de
NaOH 0,5N, filtrada em 13 de vidro ¢ lavada com agua destilada para remogdo
do NaOH. Em seguida, a resina foi tratada com 500 ml de HCl 0,5N, lavada
com agua destilada para remogdio do HCL. Finalmente, a resina foi equilibrada
com tampdo citrato-fosfato 0,05M, pH 5,6. Posteriormente, a soluglo
enzimatica, obtida no item 3.2.4.1. foi aplicada em coluna de DEAE-
Sephadex de 2,9 cm de didmetro e 61,0 cm de comprimento ¢ eluida através da
coluna, pela adigdo de 300 ml de tampéo citrato-fosfato 0,05M, pH 5,6 ¢
solugio de NaCl em gradiente de concentragdo de 0,1 a IM. As fragdes de 8
ml foram coletadas a cada 30 minutos, utilizando-se coletor de fragdes. O
curso de eluicdo das proteinas foi acompanhado a 280 nm ¢ a atividade da
enzima amilolitica da levedura medida de acordo com o item 3.2.3.1. As
fracBes contendo atividade foram reunidas, para posterior aplicagio em coluna
de CM-Celulose.

3.2.4.3. Cromatografia em Coluna de CM-Celulose
Aproximadamente 40g de CM-Celulose foi tratada com 500 ml de

NaOH 0,5N, filtrada em 13 de vidro e lavada com agua destilada para remogao
do NaOH. Em seguida, a resina foi tratada com HCI 0,5N ¢ lavada com agua
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destilada para remogéo do mesmo ¢ finalmente equilibrada com tampo citrato-
fosfato 0,05M pH 5,6. A solugdio enzimatica obtida de acorde com o item
3.2.4.1. foi aplicada em coluna de CM-Celulose de 2,9 cm de didmetro e 63 cm
de comprimento. A eluigdo foi realizada com 300 ml de tampdo citrato-fosfato
0,05M pH 5,6 e solugio de NaCl em gradiente de concentragdo de 0,1 a 1,0M.
O curso da eluigdo de proteinas da coluna foi acompanhado pela medida da
absorbdncia a 280 nm. As fracBes que apresentaram atividade de enzima
amilolitica foram reunidas, dialisadas contra tampéo citrato-fosfato 0,05M, pH
5,6, por 48 horas ¢ posteriormente congeladas.

3.2.5. Determinagdo Quantitativa de Proteinas

A detenminagdo de proteinas das preparagdes de enzimas foi realizada
pelo método colorimétrico de Lowry et al,1951 (35), utilizando-se a
ovoalbumina como padrio.

3.2.6. Cromatografia em Papel de Agticares

Os aglcares rtesultantes da hidrélise do amido de milho, foram
verificados por cromatografia em papel Whatman N°1. O sistema de solvente
utilizado para a cromatografia descendente constituiu-se de butanol: piridina:
dgua destilada, na proporgdo 6:4:3 (viviv), respectivamente. O tempo de
desenvolvimento do cromatograma foi de aproximadamente 18 horas para a fita
de papel de 46 cm de comprimento. Utilizou-se como padrdes, uma mistura de
glicose, maltose, maltotriose, maltotetraose, maltopentaose ¢ maltohexaose.

Os aglicares redutores foram revelados com AgNO3 em acetona, NaOH
alcoolico e tiossulfato de sodio 10% , de acordo com o método descrito por
Trevelyan et al.,1950(78).
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3.2.7. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos Produtos da Hidrolise
Enzimatica

Os agtcares resultantes da hidrolise do amido de mitho foram analisados
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia. Utilizou-se a coluna YMC-
Pack Polyamine II de 250 mm x 4,6 mm a 25°C ¢ fase mével, dgua bidestilada
e filtrada com fluxo de 1,0 mi/min. Os agicares formados apods a hidrolise
foram identificados por comparagdo do tempo de retengdo com os aglcares
padrBes glicose, maltose ¢ maltotriose. As porcentagens relativas dos agucares
foram obtidas por integrag8o das areas.

3.2.8. Caracterizagdo da Enzima Amilolitica Purificada de Candida sp ATCC
90238

3.2.8.1. Efeito do pH na Atividade Enzimatica

Para o estudo do efeito do pH na atividade enzimatica, o sistema de
reagdo foi constituido de 0,2 ml de solugdo a 1% de amido solavel em agua
deionizada, 0.4 ml de solugdo da enzima purificada e 0,4 ml de tampao. Os
sistemas de tampdo foram utilizados dentro dos limites de sua agdo
tamponante: citrato-fosfato pH 2,6 a 7,0 e tampdo fosfato pH 5,0 a 8,0 na
concentragdo 0,1M. As misturas de reagdo foram incubadas a 55°C em banho
termostatizado por 30 minutos. Apés a incubagdo, os agtcares redutores
liberados foram determinados de acordo com o item 3.2.3.1.

3.2.8.2. Efeito do pH na Estabilidade da Enzima

Para o estudo do efeito do pH na estabilidade enzimatica, 0,4 ml de
solugfio enzimatica purificada foi pré-incubada com 0,1 ml de solugiio tampéo
0,1M de diferentes valores de pH, durante 24 horas, a 55°C. A atividade
residual foi determinada pela adigio de 0,5 ml de amido solavel 1% em
tampdo citrato-fosfato 0,2M, pH3,0 as solugdes enzimdticas, ¢ as misturas de

29



reagdo foram incubadas a 55°C, durante 30 minutos. Os aglicares redutores
formados foram analisados como descrito no item 3.2.3.1.

3.2.8.3 Efeito da Temperatura na Atividade Enzimatica

Para se verificar o efeito da temperatura na atividade enzimatica, o
sistema de reagdo foi constituido de 0,5 ml de amido solivel 1% em tampdo
citrato-fosfato pH 5,6 , 0,4 ml de solugdo da enzima purificada ¢ 0,1 ml de 4gua
destilada. A mistura de reagio foi incubada em diferentes temperaturas entre
30° a 70°C, por 30 minutos e os aglicares redutores formados determinados de
acordo com o item 3.2.3.1.

3.2.8.4 Efeito da Temperatura na Estabilidade da Enzima

Para o estudo do efeito da temperatura na estabilidade da enzima, foram
incubados amostras de 3 ml de solugfio enzimdtica em tampdo citrato-fosfato
0,05M, pH 5,6, em tubos de ensaio, a diferentes temperaturas entre 10 a 60°C,
durante 60 minutos. A atividade residual da enzima foi determinada de acordo
com o item 3.2.3.1..

3.2.8.5. Determinagio do Peso Molecular

Apos a purificagio em coluna de DEAE-Sephadex e CM-Celulose, a
enzima amilolitica de Candida sp ATCC 90238, teve o seu peso molecular
determinado através de eletroforese em gel.
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3.2.8.5.1. Eletroforese - SDS-PAGE

Eletroforese em gel de poliacrilamida - dodecil sulfato de sddio { SDS-
PAGE, Pharmacia Fine Chemicals Inc. }, fo1 realizada de acordo com o método
de Weber e Osborn {(84), usando kit de calibragio para determinagdo de peso
molecular da Pharmacia LKB.

3.2.8.5.2. Preparo da Amostra de Proteina para Eletroforese

A enzima amilolitica de Candida sp eluida da coluna de CM-Celulose
foi dialisada contra tampdo citrato-fosfato 0,05M, pH 5,6, durante 48 horas a
5°C. Apos a didlise, a amostra da enzima amilolitica ¢ a mistura de proteinas
padrdes foram incubadas & 100°C por 5 minutos em tampdo citrato-fosfato
0,05M, pH 7,0 contendo 2,5% SDS ¢ 5% de B-mercaptoetancl.

3.2.8.5.3. Proteinas Padr&es ( Pharmacia ) usadas na Eletroforese (57)

Padréo Peso Molecular
{(Daltons)

Fosforilase B | 94.000
Albumina de Soro Bovino 67.000
Ovoalbumina 43.000
Anidrase Carbonica 30.000
Inibidor de Tripsina 20.100
a-lactoalbumina 14.400
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3.2.8.5.4. Preparo do Gel e Desenvolvimento da Eletroforese

O gel de poliacrilamida 10% foi preparado com 22,2g de acrilamida e
0,6g de metilenobisacrilamida, dissolvidos em 100 ml de agua. O tampéo do
gel constituiu-se de 7,8g de NaH7PO4.H2O, 38,6g de NapHPO4.7H20 ¢ 2,0g
de SDS, dissolvidos em 1000 ml de dgua. O gel foi preparado pela mistura de
15 mi de tampdo do gel, 13,5 ml de solugdo de acrilamida, 1,5 mi de solucdo de
persulfato de ambnio { 150 mg / ml ) e 0,045 ml de N, N, N, N-
teirametiletilenodiamine, que for imediatamente acrescentado a placa do gel.
Apds a polimerizagéo do gel, 10 pl das amostras de proteinas foram aplicadas
no gel. O tampdo do gel foi utilizado para preencher os compartimentos do
aparetho de eletroforese. A eletroforese desenvolveu-se sob corrente constante
de 50 volts, durante 45 mmutos. O gel for corado com azul de Coomassie
0.25%, dissolvido em acido acético e agua na seguinte proporgio 5:1:5 (v/v/
v ), durante uma noite. Em seguida, o gel foi descorado com solugfio de 4cido
acético 7%, sob 24 volts, por 45 minutos. Apds a corrida, o comprimento do
gel e a distincia percorrida pelas proteinas coradas foram medidas. A
mobilidade da proteina foi determinada pela seguinte formula:

Mobilidade =  Distincia de migracio da proteina x comprimento do gel antes de corar
compriniento do gel apds descoramento x distdncia de migragio do corante

As mobilidades foram relacionadas aos pesos moleculares das proteinas
padtdes expressos em escala logaritmica.

3.2.9. Estudo do Mecanismo de Ag¢do e Especificidade da Enzima Amilolitica
de Candida sp ATCC 90238.

3.2 9 1. Hidrolise de Amido de Milho Gelatinizado Utilizando-s¢ a Enzima
Amulolitica de Candida sp.

A hidrolise enzimatica do amido de milho gelatinizado inicialmente foi
realizada utilizando-se uma preparagdo de enzima amilolitica de Candida sp ¢
posteriormente a combinagio da enzima amilolitica de Candida sp e
pululanase de Klebsiella sp.
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Na primeira etapa, amostras de 2% e 5% de amido de milho em 90 ml de
tampdo acetato 0,1M, pH 5,6, foram aquecidas a 100°C, por 5 minutos. Em
seguida, 36 ml da amostra foi1 transferido para baldo volumétrico (100 ml),
onde foir adicionado 4 ml de solugio enztmatica da levedura, contendo 2,6
Unidades / ml de atividade. Posteriormente, 0 mesmo procedimento foi mantido
para verificar a atuagdo da enzima da levedura juntamente com a pululanase,
sendo que a solugdo enzimatica constituiu-se de 1 mi de enzima amilolitica de
levedura, contendo 2,6 Unidades/ml ¢ 1 ml de pululanase contendo 1.890
Unidades de atividade/ml.

(s baldes volumétricos, contendo as misturas de reagdo foram incubados
em banho de agua termostatizado a 55°C, durante 72 horas.

Os produtos da hidrolise foram coletados durante o periodo de 24, 48 ¢
72 horas, ¢ analisados através de cromatografia em papel, de acordo com o
item 3.2.6.

3.2 .92 Hidrolise de Diversos Substratos Utilizando-se a Enzima amilolitica
de Candida sp

O estudo da hidrolise de substratos foi realizada utilizando-se a
preparagiio enzimatica obtida apds a cromatografia em coluna de DEAE-
Sephadex, como descrito no item 3.2.4.3.

A hidrolise de 1 ml de substrato de 2% maltose ou 2% de maltotriose em
tampdo acetato 0,1M, pH 5,6 , foi realizada pela adigdo de 0,1 ml de solugdo
de enzima amilolitica de Candida sp, contendo 2,6 Unidades de atividades /
ml. A mistura de reagdo foi incubada a 55°C ¢ os produtos da hidrolise foram
analisados através de cromatografia em papel de acordo com o item 3.2.6, no
periodo de 24 e 48 horas.

Foi estudado a atividade de hidrolise da enzima amilolitica de Candida
sp sobre a maltose , maltotriose, pululana ¢ amido solitvel, preparados na
concentragdo de 2% , com tampdo acetato 0,1M, pH 5,6. As misturas de reagdo
constituiram-se de 1 ml de solugio de carboidratos e 0,1 ml de enzima,
incubadas a 55°C, por 60 minutos. Apos a incubagdo os produtos da hidrélise
foram analisados por HPLC, como descrito no item 3.2.7.
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3.2.10. Produgéio de Glicose

3.2.10.1. Hidrolise de amudo de miltho Utilizando-se ci-amilase de Bacillus
licheniformis

Para a preparagio de amido de milho liquefeito foi utilizado preparacdo
enzimatica comercial de a-amilase de B. licheniformis .

Na primeira etapa amostras de 66g de amido de milho foram suspendidas
em 250 ml de agua destilada, com 1,25 m! de solugdio de CaCly 20 mg/ml e
ajustadas para pH 6,0 com NaOH 0,IN ou HCl 0,IN. Posteriormente,
adicionou-se 0,07 mi de solucdo de o-amilase bacteriana contendo 6.700
Unidades de atividade. As suspenstes do amido (15% em peso seco) foram
aquecidas em banho de agua termostatizado a 90°C. A liquefago foi
acompanhada pela adigdo de uma aliquota de 1 ml da mistura de reagdo a 5 ml
de solucio diluida de Todo-KI como descrito no item 3.2.3.3,. Apés a obtengdo
de coloragdo marrom da mistura de solugdo de amido ¢ solugio de Iodo-KI, as
amostras foram aquecidas em ebuligio por 5 minutos e resiniadas até
aproximadamente 60°C. Na segunda etapa de liquefagiio adicionou-se 1.700
Unidades de a-amilase as misturas de reagdo e as solugdes foram mantidas em
banho de agua termostatizado a 90°C até a liquefagdo completa indicada pela
coloragiio amarela da mistura de reagfio com solugfio diluida de lIodo-KI. Em
seguida as amostras foram aquecidas em ebulicBo durante 5 minutos. Os
aglicares redutores produzidos apds a hidrdlise do amido de milho com
a-amilase bacteriana foram verificados através de cromatografia descendente
em papel Whatman N°1, como descrito no item 3.2.6.

32.10.2. Sacarificacio do Amido de Milho Liquefeito Utilizando-se a Enzima
Amilolitica de Candida sp.

Para a sacarificagio do amido de milho liquefeito pela enzima
amilolitica de Candida sp foramn preparados sistemas de reagdo em duplicata,
constituidos de 40 ml de solugdio de amido de milho liquefeito obtido de acordo
com o item 3.2.10.1., ajustados para pH 5,6 ; 1 ml de solugdo de enzima
amilolitica obtida de acordo com o item 3.2.4.1., contendo 2,6 Unidades de
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atividade / ml; 3 mli de 4gua destilada e 0,5 ml de toluol. Os baldes
volumétricos contendo os sistemas de reacdo foram incubados em banho de
agua termostatizado a 50°, 55° ¢ 60°C. Aliquotas de 2 ml da solugdo de reagdo
foram retiradas para analises nos seguintes periodos: 0, 24, 48 ¢ 72 horas. Os
produtos da hidrélise foram analisados através de cromatografia em papel, de
acordo com o item 3.2.6 e cromatografia liquida de alta eficiéneia como
descrito no item 3.2.7. A atividade enzimatica foi determinada como descrito
no item 3.2.3.1.

3.2.10.3.. Sacarifica¢do de amido de mitho liquefeito utilizando-se enzima
amilolitica de Candida sp ¢ pululanase de Kiebsiella sp

A sacarificacdo do amido de mitho liquefeito pela enzima amilolitica de
Candida sp e pululanase de Klebsiella sp foi realizada preparando-se sistemas
de reagido, em duplicata, constituidos de amostras de 40 ml de amido de mitho
liquefeito, ajustados para pH 5,6; 1 ml de solugdo de enzima amilolitica de
levedura contendo 2,6 Unidades de atividade / ml; 1 ml de pululanase contendo
1 890 Unidades de atividade / ml e 0,5 ml de toluol. Os baldes volumétricos de
50 ml contendo as misturas de reagdo foram incubados em banhos de dgua
termostatizado a 50°, 55° e 60°C. Aliquotas de 2 mi foram retirados nos
tempos de 0, 24, 48 ¢ 72 horas para andlises de aglcar redutor, item 3.2.3.1.,
cromatografia em papel, item 3.2.6. e cromatografia liquida de alta eficiéneia
de acordo com o item 3.2.7.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Produgdo e Purificagdo da Enzima Amilolitica de Candida sp ATCC
90238

4.1.1. Produgdo da Enzima Amilolitica de Levedura

A producdio da enzima amilolitica de levedura foi realizada de acordo
com o método descrito no item 3.2.1. O fluxograma de produgdo e purificagdo
da enzima amilolitica de Candida sp ATCC 90238, esta apresentado na figura
1. A enzima amilolitica de Candida sp ¢ uma enzima extracelular. O
sobrenadante do meio contendo a enzima apresentou 0,6 unidades de atividade
/ml. A tabela 1 ilustra alguns microrganismos produtores de amiloglicosidase.

4.1.2. Purificagio de Enzima Amilolitica de Candida sp ATCC 50238

4.1.2.1. Fracionamento com Sulfato de Ambnio

A enzima amilolitica de levedura foi fracionada com sulfato de amdnio
80%, de acordo com as condigdes descritas no item 3.2.4.1. Foi obtida uma
preparagdo parcialmente purificada, livres de contaminantes como carboidratos
e outras substAncias presentes na primeira etapa da produgdo, contendo 0,5
unidades / mg de proteina.
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4.1.2.2. Cromatografia de Enzima Amilolitica de Candida sp ATCC 90238,
em coluna de DEAE-Sephadex

A purificagfio da preparagdo enzimatica de levedura em coluna de
DEAE-Sephadex A-50, equilibrada com tampéo citrate-fosfato 0,05 M pH 5,6,
foi realizada como descrito no item 3.2.4.2. A enzima adsorvida na resina foi
eluida com tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 5,6 contendo 1,0 M NaCl. A
figura 2 ilustra o fracionamento da enzima amilolitica de levedura em coluna de
DEAE-Sephadex. As fragbes 98 ~ 109 apresentaram atividade de enzima
amilolitica, medida como descrito no item 3.23.1. Estas fragSes foram
concentradas e dialisadas com tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 5,6 e
aplicadas em coluna de CM-Celulose. A purificagao esta sumarizada na tabela
7 A enzima amilolitica de levedura purificada em coluna de DEAE-Sephadex,
apresentou 2,15 unidades de atividade / mg de proteina.

4.1.2.3. Cromatografia de enzima amilolitica de Candida sp ATCC 90238, em
cohuna de CM-Celulose

A cromatografia de enzima amilolitica de Candida sp ATCC 90238 em
coluna de CM-Celulose C-50 foi realizada como descrito no item 3.2.4.3. A
enzima amilolitica ndo foi adsorvida em coluna de CM-Celulose equilibrada
com tampdo citrato - fosfato 0,05 M pH 5,6.A figura 3 ilustra a purificagdo da
enzima amilolitica de levedura, em coluna de CM-Celulose. A enzima
amilolitica de levedura foi purificada 40,0 vezes ap6s o fracionamento com
sulfato de amdnio, seguido de cromatografia de DEAE-Sephadex ¢ CM-
Celulose, como demonstrado na tabela 2. A enzima purificada em coluna de
CM-Celulose apresentou 2,0 unidades de atividade / mg de proteina e pode se
observar que ocorreu uma redugdo na atividade da enzima quando comparada
com a purificagio em coluna de DEAE-Sephadex. A enzima na forma
purificada parece ser mais sensivel a variagtes de temperatura e pH.




4.2. Caracterizagio da enzima amilolitica purificada de Candida sp

As caracteristicas bioquimicas da enzima amilolitica purificada de
Candida sp ATCC 90238 foram determinadas como descrito no item 3.2.8.

4,2.1. Efeito do pH na Atividade Enzimatica

O efeito do pH na atividade da enzima amilolitica de Candida sp foi
determinado de acordo com o método descrito no item 3.2.8.1. A figura 4
mostra que a enzima apresenta maior atividade na faixa de pH 56 a 6,0 em
tampdo citrato-fosfato.

Este resultado estd de acordo com os resultados obtidos por Park e
Azuma, no estudo desenvolvido sobre preparagdo bruta de enzima amulolitica
de Candida sp ATCC 90238. A amiloglicosidase produzida pelas leveduras
Candida antarctica CBS 6678 ¢ Candida tsukubaensis CBS 6389,
apresentaram atividade Otima em pH 4,2 e na faixa de 2,4 a 438
respectivamente De Mot e Verachtert, 1987 (15); De Mot et al., 1985 (12). A
amiloglicosidase de Candida sp ATCC 90238 apresentou atividade otima em
pH mais proximo da neutralidade, que outras amiloglicosidases do género
Candida, descritas na literatura.

As amiloglicosidases com atividade Gtima em torno de pH 6,0 podem
ser utilizadas, com pululanase de Kiebsiella sp, para a completa conversdo de
amidos ¢ dextrinas para glicose. A atividade desramificante de pululanase
hidrolisa numa 12 etapa as ligagfes glicosidicas o-1,6 do amido, liberando
cadeias lineares de amilose, enquanto a amiloglicosidase atua de modo
eficiente nas ligaces glicosidicas a-1,4 do amido ¢ amilose.

A tabela 3 ilustra o pH otimo de atividade de amiloglicosidases
produzidas por alguns microrganismos.
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4.2.2. Efeito do pH na Estabilidade da Enzima

O estudo do efeito do pH na estabilidade enzimatica foi realizado de
acordo com o item 3.2.8.2. A figura 5 mostra o efeito do pH na estabilidade
da enzima. A enzima amilolitica de Candida sp ATCC 90238 apresentou-se
mais estavel na faixa de pH 4,5 a 5,5 em tampdo citrato-fosfato, sendo
progressivamente inativada, em pH inferiores a 4,5, apds 24 horas de
incubacdo a 55°C, na auséncia de substrato.. Em comparagdo, a
amiloglicosidase da linhagem de Candida tsukubaensis, estudada por De
Mot et al. (12) apresentou estabilidade na faixa de pH 2,3 a 7,0 , apos 24
horas de incubagio a 35°C.

Wilson ¢ Ingledew (86) verificaram que a amiloglicosidase de
Schwanniomyces alluvius apresentava-se estavel na faixa de pH 4,0 2 8,0,
apos incubagdo a 30°C, durante 24 horas.

As amiloglicosidases I, 11 e Il de Aspergillus oryzae, estudadas por
Miah e Ueda (39), mostraram maior estabilidade na faixa de pH 4,0 a 7.0,
ap6s incubagdo de 30 min. a 40°C.

Yamasaki et al., 1977d (90), ao estudar a amiloglicosidase I e Il de
Mucor rouxianus observavam que a amiloglicosidase I exibiu maior
estabilidade na faixa de pH 4,0 a 8,0 ¢ a amiloglicosidase 11, na faixa de pH
40a7,5,apos 24 horas de incubagdio a 30°C.

Yamasaki et al. (87), relataram que a amiloglicosidase de Peniciilium
oxalicum mostrou-se estavel na faixa de pH 3,0 a 6,5, apds 20 horas de
incubagdo a 30°C.

423, Ffeito da Temperatura na Atividade Enzimatica

O efeito da temperatura na atividade da enzima amilolitica de Candida
sp foi determinada de acordo com o método descrito no item 3.2.8.3. A figura
6 mostra que a enzima amilolitica de Candida sp ATCC 90238 apresenta
atividade otima a 60°C. Este resultado indica que a enzima mostra atividade
Stima na mesma faixa de temperatura de linhagens de Candida antarctica ¢
Candida tsukubaensis descritas na literatura. De Mot e Verachtert (15) e De
Mot et al. (12), verificaram que as amiloglicosidases de Candida antarctica
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CBS 6678 ¢ Candida tsukubaensis CBS 6389 apresentaram atividade étima
a §7° e 55°C, respectivamente.

A tabela 3 mostra a temperatura 6tima de atividade de amiloglicosidase
de diferentes microrganismos, descritos na literatura. A maioria apresentam
atividade 4tima na faixa de 50° a 60°C. Entretanto, as amiloglicosidases de
Rhizopus delemar (58) e Aspergillis awamori variedade Kawachii (80},
demostraram possuir menor termoestabilidade, apresentando atividade otima a
40°C.

A amiloglicosidase de Schwanniomyces alluvius, isolada por Wilson
e Ingledew, em 1982 (86), apresentou atividade otima a 50°C em tampdo
fosfato pH 5,0 , apds 30 minutos de reagdo.

Ono et al, 1988 (46), verificaram que a amiloglicosidase de
Aspergillus oryzae, apresentava atividade otima a 56°C em tampdo acetato
pH 5,0 , para 20 minutos de reagdo.

4.7 .4. Bstabilidade Térmica da Amiloglicosidase de Candida sp

A influéncia da temperatura na estabilidade da amiloglicosidase foi
estudada de acordo com o método 3.2.8.4. A figura 7 ilustra os resultados. A
enzima amilolitica purificada de Candida sp ATCC 90238 ndo foi inativada
aps tratamento térmico em tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 5,6 nas
temperaturas de 30°, 40°, 45°, 50° ¢ 55°C durante 60 minutos, na auséncia do
substrato. Entretanto, verificou-se que o tratamento térmico em temperaturas
de 60°, 65° ¢ 70°C, resultaram em 10%, 20% e 100% de inativagdo,
respectivamente.

Em comparagdo com a literatura, De Mot et al., 1985 (12), verificaram
que a amiloglicosidase purificada de Candida tsukubaensis, submetida a
tratamento térmico na faixa de temperatura de 30°C 3 70°C, em fampdo
MCllvaine pH 4,0 , demonstrou estabilidade a 30°C apds 30 minutos de
incubagdo. Apenas 15% da atividade enzimatica foi mantida apos 30 minutos
de incubagdo & 50°C. E a exposigio a 60°C por 5 minutos, reduziu a atividade
enzimatica para menos que 5% do valor imcial. Esses resultados
demonstraram que a amiloglicosidase de Candida sp ATCC 90238 apresenta
maior termoestabilidade que a amiloglicosidase de outras linhagens de |
Candida sp descritas na hiteratura.
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Miah e Ueda (39), relataram o resultado do tratamento térmico das
amiloglicosidases I, II, 1II, produzidas por Aspergillus niger, em tampdo
acetato 0,1 M, pH 5,0 na faixa de temperatura de 20°C a 70°C. As trés
amiloglicosidases demonstraram resultados semelhantes, apresentando
estabilidade térmica a 40°C. Quando incubada a 60°C por 30 minutos, as
enzimas perderam aproximadamente 80% da atividade catalitica.

Muitas amiloglicosidases sdo estdveis a temperatura superiores a
40°C (39). Taylor et al. (77) verificaram que a amiloglicosidase Il produzida
pelo fungo Humicola lanuginosa mostrou-se estavel apos tratamento térmico
da enzima em tampdo citrato de sodio 0,2 M, pH 6,0 em temperaturas
superiores a 50 °C durante 30 minutos. O tratamento térmico a 60° e 70°C
" resultou respectivamente na perda de 4 % e 50 % da atividade inicial.

A amiloglicosidase de outro fungo termofilico Torula thermophilia
apresentou-se estavel apos tratamento térmico a 60°C  durante 1 hora. A
enzima reteve 60% da atividade apds aquecimento a 70°C durante 1 hora
(86).

4.2.5. Determinagiic do Peso Molecular da Enzima

Verificou-se que a enzima amilolitica obtida apds cromatografia em
colunas de DEAE-celulose ¢ CM-Celulose foi obtida na forma pura indicado
pela presenga de uma dnica banda de proteina na eletroforese em gel € o peso
molecular foi estimado em 120.000 daltons, que foi consideravelmente maior,
em comparagdo com os pesos moleculares de amiloghcosidase, produzida por
outras espécies de Candida. De Mot et al. (12), estimaram 0 peso molecular
da amiloglicosidase de Candida tsukubaensis, em 56.000, determinado pelo
mesmo método utilizado no presente trabalho. E o peso molecular da
amiloglicosidase de Candida antarctica, determinado com eletroforese em
gel de poliacrilamida-SDS, mostrou uma Gnica banda de proteina, ¢ foi
estimado em 48.000, por De Mot e Verachtert (15).

Yamasaki et al., 1977c¢ (89), estimaram o peso molecular de
amiloglicosidase de Aspergillus awamori, pelo método de SDS-PAGE, em
83.700.

Wilson e Ingledew (86), relataram que o peso molecular da
amiloglicosidase de Schwanniomyces alluvius, estimado em 155.000, foi
bem maior que o peso molecular-de 81.500 da amiloglicosidase de
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Lipomyces kononekoae (73}, mas que s¢ enconira na faixa de pesos
moleculares de cinco formas de amiloglicosidases isoladas de
Saccharemyces diastaticus, estimados na faixa de 98.500 a 305.000, por
eletroforese em gel-SDS determinado por J. A. Erratt.

O peso molecular de duas formas de amiloglicosidase de Mucor
rouxianus foi determinado por Tsuboi et al. (79), através de eletroforese em
gel-SDS e foi estimado em 59.000 ¢ 49.000, respectivamente.

Miah e Ueda, 1977 (39) determinaram o peso molecular de trés formas
de amiloglicosidase de Aspergillus oryzae, utilizando filtragdo em gel, em
coluna de Sephadex G-200. Os pesos moleculares de amiloglicosidase I, II ¢
TiI foram estimados em 76.000, 38.000 ¢ 38.000 respectivamente.

Em 1985, De Mot e Verachtert (13), relataram gque o peso molecular de
duas formas de amiloglicosidase de Filobasidium capsuligenum, foi
estimado em 60.000, para ambas formas através de eletroforese em gel SDS.

4 3. Estudo do Mecanismo de Agiio e Especificidade da Enzima Amilolitica
de Candida sp ATCC 90238

4 3.1. Hidrolise de Amido de Milho Gelatinizado Utilizando-se a Enzuma
Amilolitica de Candida sp

A utilizagio da enzima amilolitica e de Candida sp ATCC 90238 ¢ de
pululanase de Klebsiella sp n® 192, para a sacarificagdio de amido gelatinizado,
foi realizada de acordo com o método descrito no item 3.2.9.1. Os produtos da
hidrolise foram analisados através da cromatografia em papel, como descrito no
item 3.2.6.

A figura 9 ilustra a hidrolise de amido gelatinizado com a enzima
amilolitica de levedura e o efeito da combinagéo enzima amilolitica de levedura
e pululanase na hidrélise de amido gelatinizado. Foi observado que a hidrolise
de solugfio de amidoa 2 % e 5 % com a enzima amilolitica de Candida sp
resulta na formagdo apenas de glicose.

Este resultado indica que a enzima amilolitica de Candida sp ATCC
90238 ¢ uma enzima extracelular, do tipo amiloglicosidase (E.C. 3.2.1 3 o14
glucano glicohidrolase), pois demonstra um mecanismo exohidrolitico de
atividade. O seu modo de atuagio provavel & ilustrado na figura 12.
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Observou-se que a adigio de pululanase em conjunto com a enzima
amilolitica de levedura na solugiio de amido gelatinizado a 2 % ¢ 5 %
aumentava a formagiio de glicose ¢ reduzia a formagdo de
maltooligossacarideos.

Em 1967, Pazur ¢ Okada (55) relataram que a amiloglicosidade de R.
delemar e Aspergillus niger (53) atuavam através de um mecanismo de
multicadeia sobre maltooligossacarideos e amido, hidrolisando as ligagdes
glicosidicas o-1,4 € a-1,6 em diversas cadeias a0 mesmo tempo

Baker et al. (6) , relataram o mecanismo de agfio de amiloglicosidase
purificada de Aspergillus niger, sobre diversos substratos. Através da analise
realizada em cromatografia em papel da hidrolise de maltose, maltotriose,
maltotetraose ¢ maltopentaose pela enzima, os autores sugeriram que 2
amiloglicosidase atuava pela degradagdio de todas as cadeias simultaneamente,
a partir de um final ndo redutor.

Ueda e Kano, em 1975 (81) estudaram o efeito da pululanase sobre a
hidrolise de amido gelatinizado pelas amiloglicosidases I e Il de Rhizopus sp.
Os autores observaram que ndo ocorria uma diferenga significante entre os
resultados da hidrolise do amido pela amiloglicosidase I ¢ II e a hidrélise do
amido pelas amiloglicosidases combinadas com pululanase. E concluiram que a
atividade desramificante da amiloglicosidase era suficiente para hidrolisar as
ligagdes glicosidicas a-1,6 do amido gelatinizado.

4.3.2. Hidrolise de Diversos Substratos Utilizando-s¢ a Enzima Amilolitica
de Candida sp

O estudo da atividade de hidrolise da amiloglicosidase de Candida sp
para produgfo de glicose sobre diversos substratos, como maltose, maliotriose,
pululana ¢ amido solivel, foi realizado como descrito no item 3.2.9.2. No
estudo da hidrélise de maltose (2 %) e maltotriose (2 %) pela amiloglicosidase
a 55°C por 48 horas, os produtos da hidrolise foram analisadas por
cromatografia em papel descrito pelo item 3.2.6. ¢ ilustrado pela figura 10.
Com esses resultados, verificou-se que a maltotriose foi completamente
hidrolisada, enquanto que a maltose foi apenas parcialmente hidrolisada a
plicose pela amiloglicosidase de Candida sp.

No estudo da acdio de amiloglicosidase de Candida sp sobre amido
solavel (2 %), maltose (2 %), maltotriose (2 %) e pululana (2 %), em pH 5,0 a
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55°C, durante 1 hora, os produtos da hidrélise foram analisados através de
HPLC, ilustrado na figura 11. A tabela 4 mostra a porcentagem de hidrélise da
amiloglicosidase sobre os diversos substratos. Com esses resultados pode-se
concluir que a maltotriose, com 100 % de hidrolise foi o agucar mais
eficientemente hidrolisado, seguido pelo amido soluvel com 85 % de hidrélise,
enquanto que a maltotriose e a pululana foram os menos hidrolisados com 38 %
e 0 % de hidrolise, respectivamente.

Estes resultados indicam que a amiloglicosidase de Candida sp
apresenta caracteristicas diferentes de amiloglicosidase de Aspergillus niger e
Rhizopus sp; pois a literatura relata que a amiloglicosidase fungica hidrolisa
completamente a maltose a glicose (38).

Em estudos realizados com a levedura Filobasidium capsuligenum,
por De Mot e Verachtert (13), verificou-se que 2 amiloglicosidase I e Il
produzida pelo microrganismo liberavam apenas glicose de amido solivel,
indicando a presenga de um mecanismo exchidrolitico. Estas enzimas diferiram
com relago a especificidade do substrato, entretanto ambas demonstraram alta
atividade sobre substratos com alto peso molecular, incluindo o glicogénio. A
pululana foi vagarosamente hidrolisada pelas enzimas, mas a amiloglicosidase
I demonstrou maior atividade relativa sobre a pululana. A maltotriose foi
melhor substrato que a maltose, especialmente para a amiloglicosidase L
Ambas as enzimas atacaram oligossacarideos contendo ligagBes «-1.6
(isomaltose, panose).

Yamasaki et al. (90) verificaram que as amiloglicosidases 1 e 11 do fungo
Mucor rouxianus hidrolisavam quase que completamente os substratos
amilopectina, amilose, glicogénio, amido soltivel, maltotriose, maltose ¢ fenil o
_maltosideo; no entanto, nic atuavam sobre isomaltose, dextrana, sacarose,
fenil a-glicosideo e metil o-glicosideo. Apesar de ambas as enzimas
hidrolisaremn a maltose, a taxa de hidrolise enzimética foi muito menor em
comparagdo com a taxa de polissacarideos amilaceos. Ambas amiloglicosidases
convertiam facilmente moléculas de amilopectina, amilose, glicogénio ¢ amido
soltvel, quase que completamente em gheose.

De Mot e Verachtert (15) verificaram que a amiloglicosidase de
Candida antarctica CBS 6678 hidrolisava preferencialmente substratos de
alto peso molecular contendo ligagtes glicosidicas o«-1,4. A maior atividade
hidrolitica com o aumento do grau de polimerizagdo do substrato amilaceo €
também obtido com amiloglicosidases de Aspergillus e Rhizopus (74, 3). A
amiloglicosidase de C. antarctica hidrolisou vagarosamente ligagtes a-1,6, de
panose, dextrana e pululana. As enzimas extracelulares desramificantes, como
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a pululanase e isoamilase, ndo sdo produzidas normalmente por fungos e
leveduras (13), portanto a atividade desramificante de amiloglicosidase ¢
essencial para a utilizagdo extensiva de amido por esses microrganismos.
Barker et al, (6), relataram a especificidade de agdo da amiloglicosidase
de A. niger. Os autores verificaram que maltose, maltotriose, maltotetraose,
maltopentaose € amilose foram os melhores substratos, hidrolisados de um
modo eficiente e rapido; a sacarose, a rafinose, a isomaltotetraose € a panose
foram hidrolisados de modo vagaroso pela enzima; e alguns substratos ndo
sofreram a hidrélise da enzima, como metil a-D-glicopiranosideo, a-trehalose,
isomaltose, dextrana, celobiose, melezitose ¢ maltulose, indicando que a
amiloglicosidase atua eficientemente apenas sobre ligagOes glicosidicas a-1,4.

4.4, Produgio de Glicose

4.4.1. Produgfio de Glicose & Partir do Amido Liqiiefeito Utilizando-se Enzima
Amilolitica de Candida sp ATCC 90238

A etapa da liquefagdo do amido de milho foi realizado com -
amilase de B. licheniformis, conforme descrito no ttem 3.2.10.1.
Posteriormente, para a sacarificagdo do amido de milho ligiefeito (15 %) foi
utilizado a amiloglicosidase de Candida sp apenas ¢ combinagdo com
pululanase de Klebsiella, como descrito nos jtens 3.2.102. e 32103,
respectivamente. Os produtos resultantes da hidrolise foram analisados através
da cromatografia em papel, como descrito 1o item 32.6.

A figura 13 ilustra o perfil de carboidratos formados ap0s 72 horas de
incubagdo a 55°C na sacarificagdo de amido de milho liquefeito, utilizando-se
apenas amiloglicosidase ¢ em combinagdo com a pululanase. Os produtos
formados resultantes da hidrolise da amiloglicosidase e pululanase foram a
glicose e maltose. Observou-se tambem que a sacarificagio do amido ligiiefeito
realizada pela amiloglicosidase e pululanase resultava em menor formagdo de
maltose, quando comparado com a sacarificagio do amido feita apenas com
amiloglicosidase. Concluiu-se também que a mistura de reagdo incubada a
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temperatura mais elevada, como 60°C, resultava na formagdo de maior
quantidade de maltooligossacarideos, em detrimento da glicose.

Em 1978, Ingle ¢ Erickson (26) relataram que a liquefagdo do amido
realizado por a-amilases bacterianas resultavam no aumento da eficiéncia de
enzimas sacarificantes para a produgdo de glicose. As c-amilases sdo endo
amilases capazes de hidrolisar ao acaso as ligagGes a-D-(1,4) glicosidicas do
amido, como ilustrado na figura 12. '

Em 1986, Slominska e Maczynski (71) estudaram a utilizagdo de
pululanase de Bacillus sp com amiloglicosidase, na etapa de sacarificagdo de
amido ligiicfeito de batata. E concluiram que o rendimento de glicose
aumentava de 95,8 % para 97,7 % ap6s 72 horas de reagio.

Sato, 1991 (65), verificou que a utilizagéio de pululanase de Kiebsiella
sp na sacarificagfo de amido liqiieferto de milho com amiloglicosidase
comercial aumentava o rendimento de glicose apos 72 horas de incubagfo de
93,91 % para 96,96 %.

4.5. Produgdo de Xarope de Glucomaltose a Partir de Amido de Mitho

O estudo da produgiio de xarope de glicose e maltose, uttlizando-se
amiloglicosidase de Candida sp ATCC 90238, na etapa de sacarificagdo de
amido liqiefeito esta descrito no item 3.2.10.2. A sacarificagdo de amido de
milho ligiiefeito realizada com amiloglicosidase de Candida sp e pululanase de
Klebsiella sp esta descrito no item 3.2.10.3. Os produtos de hidrélise do amido
ligiiefeito e da etapa de sacarificagio foram quantificados através de HPLC,
como descrito no item 3.2.7. ¢ ilustrado pelas figuras 14, 15, 16el7.

A figura 14 ilustra o perfil de carboidratos formados apés a liquefagdo
do amido de mitho, com -amilase Bacillus licheniformis, em pH 6,0, a 90°C,
como descrito pelo item 3.2.10.1. A tabela 5 mostra 0s resultados da analise de
carboidratos em HPLC, de amido liqiefeito. Vertficou-se a formacdo de 26,0
mg de glicose / ml ¢ 16,0 mg de maltose / ml de solugio. Os carboidratos com
peso molecular maiores que a maltose nao foram quantificados.

A figura 15 ilustra o perfil de carboidratos produzidos ap6s 72 horas de
sacarificacdo de amido de milho liqiefeito, com amiloglicosidase apenas (A) e
amiloglicosidase combinada com pululanase (B) em pH 5,6 a 50°C. A tabela 6
mostra os resultados da anslise quantitativa (mg de agucares / ml) de
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carboidratos em HPLC, da sacarificagdo de milho ligiiefeito com a
amiloglicosidase e pululanase em pH 5,6, a diferentes temperaturas.

Com a sacarificagio de solugdo de amido de milho ligiiefeito, contendo
15 % de amido em peso seco, utilizando apenas amiloglicosidase, foi obtido
69,0 % de rendimento de glicose ¢ 15,0 % de rendimento de maltose, como
mostrado pela tabela 7. Em comparagdo com a sacarificagdo de amido de milho
liqiiefeito com amiloglicosidase ¢ pululanase, verficou-s¢ aumento no
rendimento da glicose para 76,0 % e reduglo da maltose para 9,0 %. Os
carboidratos foram identificados pela comparagic com o tempo de retengdo de
agticares padroes. Os agucares padrdes glicose e maltose apresentaram tempos
de retengio 4,37 e 5,45 minutos, respectivamente. Neste experimento, oS
carboidratos de peso molecular maiores que a maltose ndo foram identificados.

A figura 16 ilustra o perfil de carboidratos produzidos apés 72 horas de
sacarificagio de amido de milho, com amiloglicosidase apenas (A) e
amiloglicosidase e pululanase (B), em pH 5,6 a 55°C. Na sacarificagdio de
solugdo de amido ligiiefeito de mitho, contendo 15 % de amido em peso seco,
foi obtido 57.0 % de rendimento de glicose e 24,0 % de rendimento de maltose,
em pH 5,6 4 55°C, utilizando apenas amiloglicosidase de Candida sp. Em
comparagdo com a sacarificagdo de amido de mitho ligiiefeito, contendo 15 %
de amido em peso seco, com amiloglicosidase e pululanase observou-se um
aumento no rendimento de glicose para 71,0 % ¢ redugdo no rendimento da
maltose para 21,0 %. Os aglcares foram identificados pela metodologia
descrita acima.

A figura 17 ilustra o perfil de carboidratos produzidos apos 72 horas de
sacarificago de amido de milho, com amiloglicosidase apenas (A) ¢
amiloglicosidase e pululanase (B), em pH 5.6 a 60°C. Com a sacarificag@o de
solugdio de amido ligiiefeito de milho, contendo 15 % de amido em peso seco,
com a amiloglicosidase de Candida sp apenas, foi obtido 50,0 % de
rendimento de glicose; 30,0 % de rendimento de maltose ¢ 3,0 % de
rendimento de maltotriose. Comparando-se com a sacarificagio de amido de
milho ligiiefeito, contendo 15 % de amido em peso seco, utilizando-se
amiloglicosidase combinada com pululanase, venficou-se um pequeno aumento
no rendimento de glicose para 57,0 % apenas, ¢ também um aumento 0o
rendimento de maltose para 40,0 %, permanecendo 3,0 % de rendimento de
malfotriose.

De acordo com os resultados descritos acima observou-se que as
reagbes submetidas a temperaturas mais altas como 60°C resultavam em um
aumento caracteristico na produgdo da maltose ¢ redugiio na produgdo de
glicose pela enzima amilolitica de Candida sp ¢ que a combinacdo da

47



amiloglicosidase com a pululanase de Klebsiella sp resultavam no aumento da
produgiio de glicose. Com esses resultados pode-se concluir que o aumento da
produgdo da glicose ¢ devido a atuagdo da agdo desramificante da pululanase
sobre os maltooligossacarideos e que o aumento da temperatura favoreceu a
atuagiio da enzima para produgdo de mistura de gluicomaltose.

MacAllister, 1979 (36), relatou que o amido pode ser convertido a
piveis excepcionalmente altos de D-glicose pelo uso de enzimas
desramificantes em combinagdo com a enzima amiloglicosidase, o que esta de
acordo com os resultados obtidos no presente trabalho.

Enevoldsen (17) verificou que os produtos formados pela agdo da
enzima desramificante pululanase (£.C. 3.2.4.1, pululana 6 glucanohidrolase),
em dextrinas ramificadas sdo: os agticares fermenteciveis, maltose ¢ maltotriose
e uma série de dextrinas lmeares.

Os xaropes de glicose tem grande aplicagdo em confeitaria, pantficagdo
e na produgiio de geléias, conservas, bebidas carbonatadas e fermentadas (63).
Entretanto nos Gltimos anos tem-se destacado a produgdo comercial do xarope
de maltose, devido as suas propriedades fisico-quimicas. Xaropes com alfa
concentragio de maltose apresentam caracteristicas muito interessantes para a
industria de alimentos, como resisténcia a formagdo de cor, reduzida
higroscopicidade e cristalizagdo.A fermentabilidade do xarope de maltose €
muito apropriado para a industria de panificagdo ¢ fermentagdo.

48



TABELAS

49



Tabela 1 - Microrganismos produtores de amiloghicosidase

Tipo Microrganismo Referéncia
Bactéra Halobacterium sodomense Oren, 1983 «citado por
Rehm e Reed, 1987
Clostridium Hyum et al,, 1985
thermohydrosulfuricum
Clostridium sp Ohnishi et al,, 1991
Fungo Aspergillus awamori Gerhartz, 1990
Aspergillus niger Gerhartz, 1990; Lineback et
al., 1969
Aspergillus phoenicis staly 155 Lineback ¢ Baumann, 1970
Aspergillus saitol Takahashi et al., 1981
Aspergillus oryzae Miah e Ueds, 1977
Corticium rolfsi Takao et al,, 1986
Humicola lanuginosa Taylor et al,, 1978
Mucor rouxianus Yamasaks et al., 1977
Neurospora crassa Murayama e Ishikawa, 1973
Rhizopus delemar Phillips e Caldwell, 1951
Rhizopus javanicus Watanabe e Fukimbara,
{973
Rhizopus niveus Gerhartz, 1990
Talaromyces sp Tamura et al., 1981 citado
por Rehm ¢ Reed, 1987
Levedura  Candida antarctica De Mot & Verachtert, 1987

Candida tsukubaensis
Filobasidium capsuligenum
Lipomyces kononenkoae

Saccharomyces diastaticus
Schwanniomyces alluvius
Schwanniomyees diastaficus
Trichesporon pullulans

De Mot et al,, 1985

De Mot ¢ Verachiert, 1983
Spencer-Marting ¢ Van
Uden, 1979

Searle ¢ Tubb, 1981

Wilson ¢ Ingledew, 1982
Rehm e Reed, 1987

De Mot e Verachtert, 1986
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Tabela 2 - Purificagio da enzima amilolitica de Candida sp ATCC 90238.

Etapa de Volume Unidade/  Adividade Proteina Alividade Purificaglo Y%
procedimentc {mi} ml total mg / mi Espeeifica Recuperagio
Unitdades Unidades / mg
Proteina
Sobrenadante
do meio de
cultusa 750,0 0,6 450,0 12,0 0,05 1,0 100
Fracionamenta
omsulfede 3500 26 31200 50 0,52 10,4 69
amditio
Cromatografis
et ¢oluna de
DEAE~
Sephadex 160,0 0,86 138,0 0.4 2,15 43,0 31
Cromatografia
em colusa de
CM-Celulose 156,0 0,2 31,0 0,1 2,0 40,0 7
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Tabela 3. Caracteristicas de amiloglicosidase de diversos microrganismos em
retagdo a pH 6timo ¢ temperatura 6tima de atividade.

pH Otimo  Temperatura. Otima
Microrgansmo de de Atividade

Atividade °C
Candida antarctica CBS 6678 (15) 42 57
Candida tsukubaensis CBS 6389 (12) 2,4-438 55
Schwanniomyces alluvius (86) 5,0 50
Aspergillus phoenicis Staly 155 (33) 4,6 60
Lipomyces kononenkeae (73) 4,5 50
Corticium rolfsii AHU 9627 (75) 4,0 65
Clostridium sp 60005 (31} 4,5 60
Aspergillus awamori (89) 30-50 55-65
Aspergillus niger (22, 32) 45-50 55 - 60
Rhizopus delemar (58) 4.5 49
Rhizopus niveuas (22) 30-5,5 55-60
Aspergillus awameri var. Kawachi (80) 4,0 40
Aspergillus oryzae (39) 4.5~-5 40 - 60
Trichosporon pullulans (14) 5.4 55
Filobasidium capsuligenum (13) 4,8-5,6 30 -55
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Tabela 4. Estudo sobre hidrélise de varios substratos pela enzima amilolitica
purificada de Candida sp ATCC 90238,

Formagdo de %
Substrato Glicose Hidrélise
( pg/mL )
Amido 3400 85
Maltose 1550 38
Maltotriose 4040 100
Pululana 0 0
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Tabela 5 - Resultados da analise de carboidratos através de HPLC, de  solugio
15% de amido Hquefeito com o~amilase de Bacillus licheniformis,

pH 6,0 a 90°C.
Carboidratos
Amostra mg / mli
G1 Gp
Amido de Milho
Liquefetto 26,0 16,0
Gy - Glicose
G7 - Maltose
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Tabela 6 - Resultados da analise de carboidratos através de HPLC, apos a
sacarificaciio de amido de milho liquefeito com amiloglicosidase
de Candida sp ATCC 90238 e pululanase de Klebsiella sp
N® 192, pH 5,6 a diferentes temperaturas,

Carboidratos
Temperatura mg / mi
de Reagfio
°oQ Amilogticosidase!  Amiloglicosidase
¢ puluianasc2
Gy 103,0 114,0
50
Gy 22,0 13,0
G 85.0 106,0
55
Gy 37,0 31,0
Gy 75,0 88,0
60 Gy 46,0 58,0
(3 40 5,0

1 - Mistura de reagfio obtida apés 72 horas de sacarificagdo de amido
liquefeito com amiloglicosidase.

2 - Mistura de reagdo obtida apds 72 horas de sacarificagio de amido
liquefeito com amiloglicosidase ¢ pululanase.

G1 - Glicose

(7 - Maltose
Gy -~ Maltotriose
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Tabela 7- Porcentagem de aglicares resultantes da sacarificagdo do amido de
milho liquefeito com amiloglicosidase de Candida sp ATCC 90238
e pululanase de Klebsiella sp N°192.

Temperatura
de Reagdo % Agacares (HPLC)
°C Amiloglicosidase  Amiloglicosidase
e Pululanase

Gi 69,0 76,0

50
G2 15,0 9,0
Gy 57,0 71,0

55
G7 24,0 21,0
{31 50,0 57,0

60 G2 - 30,0 40,0
G3 3,0 3,0

1 - O calculo dos agicares de amido liquefeito foi baseado no peso de
amido seco.

9 . Os carboidratos presentes na mistura de reacdo foram analisados
através de HPLC, apés 72 horas de incubagdo.

G1 = Glicose

Go = Maltose
G5 = Maltotriose
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Figura 1 - Fluxograma de Produgfo e Purificagdo de Enzima Amilolitica de
Candida sp.
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Figura 2 - Cromatografia de enzima amilolitica de Candida sp em coluna de
DEAE-Sephadex A-30.
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Figura 3 - Cromatografia de enzima amilolitica de Candida sp, em coluna de CM-Celulose.
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Figura 4 - Efeito do pH na atividade de enzima amilolitica de Candida sp.
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Figura 5 - Efeito do pH na estabilidade de enzima amilolitica de Candida sp.
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Figura 6 - Efeito da temperatura na atividade de enzima amilolitica de Candida sp.
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Figura 8 - Determinag¢fo do peso molecular da amiloglicosidase de Candida sp ATCC 90238,
com eletroforese SDS-PAGE.
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Figura 9 - Sacarificagdo de Amido Gelatinizado Utilizando-se Enzima
Amilolitica de Candida sp e Pululanase de Klebsiella sp, em pH
5,6 a 55°C Apos 24 Horas de Incubagio.

1 - Agucares Padrdes: G1 = Glicose
G2 = Maltose
G3 = Maltotriose
G4 = Maltotetraose
2 - Sacarificagdo de Amido de Milho 2% com a Enzima Amilolitica de
Candida sp.
3 - Sacarificagdo de Amido de Milho 2% com a Enzima Amilolitica de
Candida sp e Pululanase.
4 - Sacarificagdo de Amido de Milho 5% com a Enzima Amilolitica de
Candida sp.
5 - Sacarificagdo de amido de Milho 5% com a Enzima Amilolitica de
Candida sp e Pululanase.
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Figura 10 - Hidrélise de Maltose e Maltotriose pela enzima Amilolitica de
Candida sp em pH 5,6 a 55°C, Apos 48 Horas de Incubagao.

1 - Agucares Padrdes: G1 = Glicose
G2 = Maltose
G3 = Maltotriose
G4 = Maltotetraose
2 - Maltose com a Enzima Amilolitica de Candida sp no Tempo Zero.
3 - Maltose com a Enzima Amilolitica de Candida sp Apos 48 Horas de Reagdo.
4 - Maltotriose com a Enzima Amilolitica de Candida sp no Tempo Zero.
5 - Maltotriose com a Enzima Amilolitica de Candida sp Apos 48 Horas de
Reagido.
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Figura 11 - Cromatogramas Ilustrando os Aglicares Produzidos Apés a
Hidrolise de Varios Substratos pela Enzima Amulolitica de

Candida sp, em pH 5,6 a 55°C, durante 1 hora.
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Figura 12 - Representagio Esquemdtica da Agdo de Enzimas Amiloliticas
a-amilase, B-amilase ¢ Amiloglicosidase Sobre a Estrutura de

Amilopectina.
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1 - O circulo representa a unidade de D-glicose.

2 - () - representa a unidade de D-glicose redutora.
3 . A g-amilase hidrolisa a amilopectina produzindo oligossacarideos contendo de

dois a seis mondmeros de glicose. Algumas a-amilases podem liberar fragmentos

maiores.
4 - A B-amilase hidrolisa cada cadeia de amilopectina produzindo maltose até

encontrar uma ligagio glicosidica a-1,6.
5 . A amiloglicosidase hidrolisa preferencialmente ligages glicosidicas o-1,4

liberando glicose, mas pode hidrolisar ligagdes glicosidicas o~1,6 com menor
velocidade
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Figura 13 - Sacarificagdo de Amido de Milho Liquefeito Utilizando-se a
Enzima Amilolitica de Candida sp e Pululanase de Klebsiella sp,
em pH 5,6,a 55°C, Apds 72 Horas de Incubagao.

1 - Agucares Padrdes: N
G1 = Glicose
Gy = Maltose
G3 = Maltotriose
G4 = Maltotetraose
Gs = Maltopentaose
Gg = Maltohexaose
2 - Sacarificagdo de Amido de Milho Liquefeito com a Enzima Amilolitica de
Candida sp, Tempo Zero.
3 - Sacarificagdo de Amido de Milho Liquefeito com a Enzima Amilolitica de
Candida sp, Apds 72 Horas.
4 - Sacarificagio de Amido de Milho Liquefeito com a Enzima Amilolitica de
Candida sp e Pululanase, Tempo Zero.
5 - Sacarificagdo de Amido de Milho Liquefeito com a Enzima Amilolitica de
Candida sp e Pululanase, Apos 72 Horas.
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Figura 14 - Cromatograma llustrando o Perfil de Carboidratos Produzidos pela
Liquefagio de Amido de Milho com a-amilase de
B. licheniformis, em pH 6,0 a 90°C.
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Figura 15 - Cromatogramas Hustrando o Perfil de Carboidratos Produzidos
Ap6s a Sacarificagdo de Amido de Milho Liquefeito com a Enzima
Amilolitica de Candida sp e Pululanase de
Kiebsiella sp, em pH 5,6 a 50°C, durante 72 Horas.
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Figura 16 - Cromatogramas Ilustrando o Perfil de Carboidratos Produzidos
Apbs a Sacarificagdo de Amido de Mitho Liquefeito com a Enzima
Amilolitica de Candida sp e Pululanase de
Klebsiella sp, em pH 5,6 a 55°C, durante 72 Horas.
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Figura 17 - Cromatogramas Ilustrando o Perfil de Carboidratos Produzidos
Apos a Sacarificagio de Amido de Milho Liquefeito com a Enzima
Amilolitica de Candida sp e Pululanase de
Klebsiella sp, em pH 5,6 a 60°C, durante 72 Horas.
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§ - CONCLUSOES

51. A enzima amilolitica de Candida sp ATCC 90238 ¢ uma
amiloglicosidase (aul,4 glucano glicohidrolase, E.C.3.2.1.3), produzida de
forma extracelular, que hidrolisa ligagdes glicosidicas a~1,4 ¢ a-1,6 de amido e
produtos de degradagdo. A amiloglicosidase de Candida sp hidrolisa o amido
a partir do final ndo redutor, liberando moléculas de glicose.

52. A amiloglicosidase purificada através de fracionamento com sulfato de
aménio, cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex e CM-Celulose
apresenta atividade oOtima em tamp2o citrato-fosfato pH 5,6 a 55° - 60°C. A
enzima é termoestavel a temperaturas inferiores a 60°C. O aquecimento da
enzima purificada em tampao citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,6 a 30°, 40°; 457,
50°: 55° g 60°C durante 1 hora, na auséncia de substrato, resultaram em 0%;
0%: 0%: 0% 0% e 10% de mativagdo respectivamente.

53 A amiloglicosidase purificada e caracterizada quanto ao seu peso
molecular indicou a presenga de uma unica banda de proteina na eletroforese
em gel de SDS-poliacrilamida e 0 peso molecular foi estimado em 120.000
daltons.

5.4, A sacarificagdo de solugdo de amido de mitho gelatinizado contendo 2% e
59, de amido em peso seco, utilizando-se 2 amiloglicosidase purificada de
Candida sp,em pH 5,6 a 55°C resulta na produgdo de glicose como produto
final, demonstrado por cromatografia em papel, apos 24 horas de incubagdo.

5.5 A sacarificacdo de solugdo de amido de milho liquefeito, contendo 15% de
amido em peso seco, utilizando-se a amiloglicosidase purificada de Candida
sp, em pH 5.6 a 55°C, resulta no aparecimento de glicose e maltose como
produto final, demonstrado por cromatografia em papel.

56 A hidrolise de solugiio 2% de maltose e 2% de maltotriose pela a¢do de
amiloglicosidase purificada de Candida sp mostra através de cromatografia
em papel que a maltotriose € completamente hidrolisada, enquanto que 2
maltose ¢ apenas parcialmente hidrolisada 4 glicose pela enzima,
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5.7. A hidrélise de solugdo de 2% de amido solavel, 2% de maltotriose, 2% de
maltose e 2% de pululana pela aglc da amiloglicosidase purificada de
Candida sp resulta em 85%; 100% 38% e 0% de conversdio para glicose,
respectivamente.

5.8. Na sacarificagio de solugio de amido de milho contendo 15% de amido
em peso seco, utilizando-se amiloglicosidase de Candida sp, em pH 5.6, a
50°C, obteve-se rendimento de 69,0% de glicose ¢ 15% de maltose, apos 72
horas de incubagdo.

5.9. Na sacarificagio de solugfio de amido de milho contendo 15% de amido
em peso seco, utilizando-se a amiloglicosidase de Candida sp ¢ pululanase de
Klebsiella sp, em pH 3,6, a 50°C, obteve-se rendimento de 76,0% de glicose e
9 0% de maltose, apés 72 horas de incubagfo.

5.10. Na sacarificagdo de solugdo de amido de milho contendo 15% de amido
em peso seco, utilizando-se amiloglicosidase de Candida sp, em pH 5,6, a
55°C, obteve-se rendimento de 57,0% de glicose ¢ 24,0% de maltose, apos 72
horas de incubagdo.

5.11. Na sacarificagfio de solugdo de amido de milho contendo 15% de amido
em peso seco, utilizando-se a amiloglicosidase de Candida sp e pululanase de
Klebsiella sp, em pH 5,6, a 55°C, obteve-se rendimento de 71 0% de glicose e
21,0% de maltose, apos 72 horas de incubagdo.

5.12. Na sacarificacdo de solugdo de amido de milho contendo 15% de amido
em peso seco, utilizando-se amiloglicosidase de Candida sp, em pH 5,6, a
60°C, obteve-se rendimento de 50,0% de glicose, 30,0% de maltose e 3,0% de
maltotriose, apos 72 horas de mcubago.

5.13. Na sacarificagio de solugdo de amido de milho contendo 15% de amido
em peso seco, utilizando-se a amiloglicosidase de Candida sp e pululanase de
Klebsiella sp, em pH 5,6, 2 60°C, obteve-se rendimento de 57,0% de glicose,
40,0% de maltose e 3,0% de maltotriose, apos 72 horas de incubag@o.
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