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SUMMARY

Of 851 micro-organisms {fungi and bacteria) obtained
from various sources (soil, water, vegetables) two strains of
g~amylase producing bacteria were isolated, employing potato
agar and nutrient agar as culture media.

Thege strains were identified as Baciilus megaterium
and Bageillus polymyra.

The p-amylase production of these bacteria was studi
ed at different temperatures to determine the best temperature
range of fermentation. The range for Baeillus megaterium was
between 260-290C and for Bacillus polymyxa between 340-360C.
The effect of various carbohydrate and nitrogen sources and
their concentrations was also studied.

The best culture medium for the S-~amylase production
by Baecillus megaterium was: 0,5% starch, 1% soybean flour, 1%
of yeast extract; and in the case of Bageillus polymyza : 2%
starch, 1% casein, 1% of yeast extract. The method used for as
sessing the production of f-amylase in relation to pH and cell
ular mass, was rotatory shake and mini~fermentation at the tem
perature of 28°C for Bacillus megaterium and 35°C for Baecillus
pelymyza, during 60 hours.

After centrifugation the supernatant of the culturs



was used as the Bf-amylase source and purified as follows: pre-
cipitation was effected with B0% solution of {(NH4),504; the
precipitate was dialised and fractioned using DEAE~-cellulose
and CM-cellulose columns.

A comparative characterization of the activity of the
f-amylases obtained,showed following results: best conditions
for Bactllus megaterium were pHE.53 and a temperature of 400.45C,
the enzyme being stable in the range of pHS.0-7.5 and inactiv~
ated above 550C. The km was 0.52mg/ml, Vmax 1.02umol/min/mg ,
and the percentage of starch hydrolysis was 61.3. For Baeillus
polymyxa the optimum pH and temperature were 7.0 and 459C, re~
spectively, the enzyme being stable in the range between pH4.0
and 9.8, and inactivated above £09C. The km was 1.9%%2mg/ml,Vmax

1.84umol/min/mg and the degree of starch hydrolysis was 68.8%.



RESUMO

No presente trabalho desenvolvemos um estudo referen
te a duas cepas de bactérias produtoras de g-amilase, represen
tantes de um total de 851 microrganismos {fungos e bactérias),
isclados de diferentes fontes {soleo, agua, vegetais}, asando
os meios de cultura agar batata e agar nutriente com amido a 1%.

Identificamos estas cepas como Baeillus megaterium &
Buaillus polymyzxa.

Estudamos a producao de p-amilase por estas bactéri-
as em diferentes temperaturas, para verificarmos a faixa dtima
de temperatura de fermentagéo. Esta faixa £o0i, para Bacillus
megaterium, de 269 a 29°C e, para Bageillus polymyza, de 349 a
360C. Estudamos também a influéncia de diferentes fontes de
carboidrato e nitrogénio e suas concentragoes.

0 melhor meio de cultura para a produgac de g-amila-
ge do Bacillus megaterium fol amido 0,5%, farinha de soja 1% ,
extrato de levedura 1%, e, para a pg-amilase do Baeillus poly-
myxa, amido 2%, caseina 1% e extrato de levedura 1%. O método
usado para verificar a producdo dessas B-amilases em relagao ao
pH ¢ A massa celular foi o de agitagdo rotatdria e mini-fermen
tacao, nas temperaturas de 28°C para Bacillus megaterium & 35C

para Bacililus pelymyxa durante 60 horas.



Depois da centrifugagic usamos o sobrenadante da cul
tura como fonte da enzima, a qﬁal foi purificada pela precipi-
tagao com (NH4) ;504 a 80% e o precipitado foi dialisado e Fra-
cionado em colunas de DEAE-celulose e CM-celulose.

A caracterizagao comparativa da atividade dessas B-a
milases mostrou os seguintes resultados: para © Bacillus mega-
terium as condicdes dDtimas foram PHE,5 a temperatura 400-450C,
sendo a enzima estidvel na faixa de pH5,0-7,5 e inativada a tem
peratura acima de 559 ; o Xm foi de 0,52mg/ml e a Vmax 1,02
umol/min/mg; a percentagem de hidrdlise do amido foi 61,3%.Pa~-
ra O Bacillus polymyxa o pH e a temperatura otima foram 7,0 e
45°9C, respectivamente, sendo a enzima estivel na faixa de pH
4,0 a2 9,0 e inativada acima de 60°C; o Km foi 1,92mg/ml e Vmax

1,04umol/min/mg; a percentagem de hidrdlise do amido foi 68,8%.



INTRODUCAQ

Nos @ltimos anos a maltose, devido &s suas proprie-
dades higroscOpicas e grau de docura, tem sido empregada com su
cesso, nao apenas na inddstria de alimentos, como tambdm na
farmacéutica.

A maltose pode substituir a sacarocose em dietas espe-
cials, em determinados casos em gue a sacarose & suscetivel de
causar problemas orgdnicos, podendo também substituir a glico-
se com vantagens, quando usada na forma injetidvel. ¢ maltitol
produzido pela redugso da maltose, por nac apresentar uma Com-
pleta metabolizacao, tem sido usado como produto dietdtico,sen
do mais doce que a maltose e apresenta ¢ mesmo grau de dogura
que a sacarose guando nas concentracgoes de 20%,

De outra parte, xaropes de alta concentragac em mal-
tose tém sido usados, com vantagens, na produgdo de pudins, ge
léias, sorvetes,; doces e paes.

A produgaoc de maltose se d& principalmente a partir
do amido com a enzima g~amilase, a qual pode ser de origem ve~
getal, mas recentemente foram descobertos microrganismos produ
tores de g-amilase.

O presente trabalho teve como objetive principal iso

lar microrganismos produtores de g-amilase, além de otimizar



as condictes de produgado desta enzima, assim como efetuar a
sua caracterizacgao. Algumas condigdes de produgaoc de maltose

com f-amilase microbiana foram também estudadas.



REVISAQ BIBLIOGRAFICA

A B~amilase (a~1,4~glucan maltcohidrolase, E.C.3.2.1.
2.) hidrolisa sucessivamente as ligagoOes a~1,4 gluceosidicas do
amido e glicogénio das extremidades nao-redutoras da cadeia, a
t& os pontos de ramificagoes, graduzindc_maltose e deixando u-
ma dextrina, conhecida como B~limite dextrina. Tal & devido a
mudanga configuracional do carbono 1 de o para B, gque & denomi
nada B-amilase, chamada tamb&m de amilase sacarogénica (27, 43
57, 62, 63, 64, 66).

A Figura 1., abaixo mostra a acgao da g-~amilase sobre

a amilopectina (27}.

Desdobramento pela pg—amilase
99 ~ residucs de maltose
o0 — f~limite dextrina

B, axtremidade redutora



O Quadro 1. mostra algumas semelhancgas ¢ diferencas

entre a ec-amilase e a B-amilase (57).

Quadro 1. S8imilaridades e diferencas das amilases (57, 25}

CARACTERISTICAS a—~AMILASE B~-AMILASE
o>1,4 ligagoes glucosi- e+1,4 ligagoes glu
Pontos de hidrolise cosidicas rampe 11

dicas rompe ligagio C3~0'4  gagles C1-0'4

Configuracao das novas

wnidades redutoras & B

Produtos finais mist.oligossacarideos maltose

Mecanismo de agac endo X0

Diminuicdo da viscosi-

dade e da coloragac com répida lenta

icdo

Agan sobre os pontos de le Ultrapassar nfio pode ultr n

ramificacoes sar
Atividade da transferase insignificante insignificante

Origem plantas, animais e mi~ plantas

CroOrganismnms




A, g-amilase dos vegetais

A B-amilase foi &escoberta por Chlsson {40], encon
trando-se nas plantas superiores e nas sementes das gramineas,
prOxima & camada de aleurona e ligada a gluteina (57}.

Das B-amilases conhecidas da cevada, trigo,arrocz, mi
1ho, soja, aveia, centeig, sorgo e bhatata doce, apenas guatro
foram cristalizadas: as da batata doce, do malte (cevadal, do

trigo e da soja (25}.

Batata doce

Ball et al. (4, 5) obtiveram uma proteina cristaliza
da com alta atividade de hidrolisar e produzir aglcares reduto
res de amido, a partir do extrato de batata doce. Esta protel-
na estava livre da a-amilase e foi reconhecida como g-amilase.
A enzima cristalizada apresentou cerca de 10 vezes mais ativi-
dade do que a preparacaco original. As caracteristicas da ativi
dade desta B~amilase eram um pH dtimo de 4 a & (tampao acetato)
e a hidrdlise de aproximadamente 60% de amido. O exame no espeg
troscopio nao indicou que a enzima continha um metal pesado ou
um grupo prostético.

Bernfeld (6), apds recristalizagaes (6 a 8 vezes),ob
tiveram uma enzima livre de B-amilase, maltase e fosfatase éci

da. A composicdo desta amilase era de 15,10% de nitrogénio
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{Kjeidahl}, 0,83% de nitrogénio aminado, 1,16% de nitrogénio a
midico, 6,0% de arginina, 7,0 de tircsina, §,79% de cistina
4,32% de metionina e 0,66% de cinzas. 0 pesc molecular calcula
do por sedimentagac e difusao foi de 152.000:1.500. © ponto
iscelétrico foi determinado por eletroforese, 4,74 a 4,79. Uma
molecula de g-amilase de batata doce foi capaz de hidrolisar
250.000 ligagoes a-1,4 glucosidicas por minuto, a 309C e pH4,8.
0 efeito do pH na atividade enzimdtica em tampao citrato foi
maig pronunciado na faixa de 5-6. Segundo ¢ autor, as nroprie-
dades da g-amllase da batata doce e sua agac em poliglucosanas
(amilose, amilopectina, glicogénio e dextrinasg] mostra gue a
amilose foi convertida quase gue completamente em malbose,a a-
milopectina produziu 60% de maltose e 40% de uma dextrina de
alto peso molecular.

Na acaoc de ativadores e inibidores, verificada por
Englard et al. (13, 14), a enzima mostra nao regquerer Ions de
cl’ ou Ca++ para a sua atividade e os reagentes gque identifi
cam os grupos -8H, como o p-cloromercuriobenzoato, nitrato de
prata, cloreto de mercirio, o-icdosobenzoato, sao fracos inibi
dores para enzima e esta foi facilmente reativada com adicao
de glutationa ou 1,2-ditiopropanol. Comparada com a $-ami
lage do malte, o mesmo autor verificou ainda gue a f-amilaseda

batata doce exibia uma mesma velocidade de sacarificagac para



il

dextrina gue, indicando uma mesma atividade especifica, porém
diferiu nas suas propriedades fisico-quimicas.

Thomas et al. {56) estudaram a influéncia dos grupos
tipl {-8H) sobre a atividade da g-amilase bruta e modificada
(carboxiamido-metilada), atraveés da composicao dos aminoacidos,
cromatografia de troca idnica, estabilidade tBrmica e agao hi-
drolitica. O gradiente de pH mostrou dois picos, pK3,7 e pK7,5
nos quais estava envolvida a atividade da enzima bruta. A rea-
cao dos grupos -SH superficiais com © iodoacetamida mostrou u-
ma perda de atividade enzimatica. Quando dois residups de cis~
teina por unidade de mondmero (P.M. 50.000) da enzima foram re
agidos, a atividade foi diminuida de um fator de 50. A enzima
modificada apresentou os mesmos pKs da enzima bruta. Conc lulram,
portanto, que os grupos —SH superficials nao sao essenciais pa
ra a agho enzimitica e que a medificagac de um desses grupos,
alterava apenas a velocidade da agao enzimatica, sem alterar ©

mecanismo de hidrdlise.

Malte {(cevada}

A purificacadc e cristalizagao da g-amilase do malte
foi relatada por Fischer et al. {16). O extrato aguoso do mal-
te continha duas enzimas, a c—amilase e a p-amilase e cerca de

30% de carboidratos (aclcares redutores e polissacarideos). A
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eliminagéo_éa a-amilase foi efetuada ajustando-se o pH do fil-
trado agquoso a pH3,6 (Acido aceétice) por 30 minutos. A purifi-
cacao foi efetuvada ajustando-se o pH do filtrado aguosc a pH50
e saturando-se com (NH4)2804 a 60%; ¢ precipitado obtido foi
dissolvido em agua e fracionado com acetona a 40-50% {19 fraci
onamento). O precipitado obtido foli novamente dissolvido em a-
gua, corrigindo-se o pH para 7,8. Realizou-se © 29 fracionamen
to com acetona a 51-56%. Neste precipitado cobtido, a g-amilase
estava pura. A cristalizacBo da p-amilase foi realizada em sI
tica~gel a 5°C.

Piguet e Fischer {44) estudaram as proprisdades da
p—-amilase do malte. A enzima cristalizada obtida tinha uma ati
vidade sacarogénica de 1.650mg de maltose/mg Ny enzima, a
pH5,2 e 500C e a atividade dextrinogénica de 62. A estabilida-
de da enzima ao pH foi entre 4,5 e 8,0 a 25°C. A atividade da
g-amilase mostrou nac ter influéncia de alguns Ions {C17 e
cat™). A enzima era uma albumina muito sollivel em 3gua,45mg/ml
e estivel em solugao aguosa por um longo periodo guando resfri
ada. O ponto isoeldtrico determinado por eletroforese fol 6,1.

A enzima ndo teve agao sobre a s~fenilmaltose.

Trigo

A g-amilase do trigo fol purificada e cristalizada
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por Mever et al. (32). A enzima foi obtida por extragao Acida
da farinha, para inativar a a-amilase. O filtrado obtido fol a
dicionado a uma mistura de (NHQ)ESG4+NaCl (1:2) a 15%. O preci
pitado foi dissolvido em agua e fracionado com acetona, Foram
obtidos cerca de 250mg de enzima de 4kg de farinha. A enzima
mostrou apenas um componente em eletroforese (microeletrofore-
se) e ndo teve acdo sobre a maltose, salicina, floridizina e
celulobiose. Portanto, a enzima purificada estava livre da mal
tase, f-glucosidase, a-amllase. Esta g—-amilase era extremamen-
te sollivel em agua e estdvel com (NH4},804 por, pelo menos, 6
mesesg, sem perda da atividade quando resfriada. A g—amilase do
trigo apresentou uma atividade de 1.450mg/maltose/mg Ny, enzima
a pHS5,3 e 50°C. O ponto isoel&trico foi de 6,0, a estabilidade
ac pH de 4,5 a 9,2 e 200¢C. 0s ions Cl e ca’’ nic foram neces-
sirios para a atividade da enzima. Os metais pesados (Cu+ e
Hg++) inativaram rapida e irreversivelmente a enzima. As pro-
priedades da g-amilase do trigo foram semelhantes as da f-ami
lase do malte {cevada).

Tipples e Thachuk (58, 59) isolaram e caracterizaram
a g-amilase de trigo canadense ({(duro, vermelho, primavera). A
extragao, com solugao salina e purificada em coluna de DEAE-ce
iulose apresentou uma B-amilase com 5 frag&es A, B, E {(as maio

res), C e D {as menores). A extragac com agua apresentou uma
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g-amilase com uma fragao. As caracterizagga dos componentes A,
B ¢ £ apresentoun um pH Stimo de 5,4-4,6, 5,2 e 6,2, respectiva
mente. O coeficiente de sedimentacao fol 4,565 e o de difusio

1. 0 volume especlfice, baseado nos aminoi-

de 6,48x1077cmlsec”
widos foi 0,733ml/g eo peso molecularde 642.000. A andlise dos
aminoacidos indicou gue os componentes A, B e E da g-amilase ,
possuenm composigdo semelhante, existindo no componente E um al
to contelido de glicina e metionina. Todos os 3 componentes pos
suiam 4 grupos -SH e uma ligacao S~8.

Niku-paavola et a¢l. (39) sstudaram a g—amilase do
trigo (Triticum vulgarae var. capelle) por eletroforese de fo-
calizaggo, verificando gue havia uma pg-amilase livre e ocutra
ligada, no trigo germinado. O resultado demonstrou a heteroge-—
neidade da g-amilase do trigo natural. A enzima livre teve pon
tos isoelétricos de 4,8, 4,9, 5,6 e 5,8. Esses resultados suge

riram gue era a mesma a base estrutural dos diferentes compo-

nentes da f-amilase.

S0ja

Street e Bailey (53) estudaram o0s carboidratos e as
enzimas da soja. Verificaram gque a soja tinha 0,5% de amido
3,14% de dextrinas, 4,3%35% de pentosanas, 4,86% de galactosanas,

3,29% de celulose e a presenca de varias enzimas, tais como a
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urease, amilase, proteases, oxidases e lipases.

Crestano e Zumme (42) relataram que o extratoc aguoso
da soja, depois de um tratamento térmico, nao indicou a existén
cia de duas diferentes amilases. Os estudos efetuados por Cres
tano (41) mostraram gue a soja tinha duas amilases: uma que 1i
quefazia o amido e outra gue ¢ sacarificava. Orestano (41}, em
1933, relatou que a amilase da soja continha apenas uma amila-
se e, provavelmente, do tipo g-amilase. Bray verificou gque a
atividade da amilase da soja nao aumentava durante a germina-
Cao.

Newton e Naylor (38) estudaram a concentracgao e ca-
racterizagao da p-amilase de soja. Fizeram uma extragao aguosa
do grao e fracionaram com alcool etilico a 65%. O precipitado
obtido mostrou uma produgao de 0,3 a 0,5% e tinha caractaristg
ca sacarogénica - lmg produzia entre 1.300 a 1.360mg de malto-
se.

Martin (31) e Newton e? al. (36} fizeram estudos da
agao da p-amilase da soja sobre varios amidos (milho, trigo,ar
roz, batata, mandiocal. A g-amilase (700mg)} foi adicionada a
100ml de uma solugao de amido a 6% por 5 horas a 40°C, pH4,7.
Fol verificada uma hidrdlise para amido de milho de 88,24%, a-
mido de arroz 74,82%, amido de trigo 91,60%, amido de batata

85,24% e amido de mandioca 89,15%.
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A purificagaoc e a cristalizacao da g—amilase da soja
foram obtidas por Fukumoto e Tsujisaka {17, 18). O extrato a-
quoso da soja fol tratado com acetato de chumbe a 25%, seguido
de fracionamento com (NH4),504. que variou de 25 a 55% de satun
ragao. Verificaram que a g-amilase cristalina era seme lhante 2
g-amilase do malte (cevada}.IOS autores també&m reconheceram 2
existéncia de uma fragao amilolitica denominada enzima-Z {a—a-
milase}.

Certler e Birk {(1%) fizeram a purificagao e caracte-
rizacio da p-amilase da soja. Cbtiveram uma p-amilase pura por
extracao éciéa da farinha desengordurada {sem tratamento termi
eo), seguida de fracionamento com (NH4) ;80 a 60% e fraciona~-
mento en cromatografia de coluna Ccom Ca3{P04)2, DEAE—celulose,
Sephadex, G-25, M~celulose. A enzima pura tinha 16,3% de Ny
(¥Kjeldahl) e 17,3% por medida em espectrofometria {280nm} . B
sua atividade especifica foi de B8O unidades, o peso melecular
de 61.700 e o ponto isoelétrico de 5,85. Verificaram gue © aci
do glutdmico era © N~-terminal da molécula, constituida de 617
residuos de aminoacidos. O pH &timo foi entre 5 e 6. Um pré-tra
tamento da enzima entre pH 3 & 5 diminuiu a atividade e & pH

& a 9 a atividade naoc foi afetada.
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B. g~amilase dos microrganismos

whitaker (65), Richardson (46), Underkofler (62) e
Kulp (23) citaram que a g-amilase ocvorre apenas nos tecidos ve
getais e consideraram duvidosa a sua ocorréncia em microrganis
mos. Entretanto, recentemente, varios autores descobriram cer-

tas linhagens de microrganismos que produzem a g~amilase.

Baeillus polymyza

Muitos autores estudaram a amilase produzida pelo
Bactllus polymyxay MAS nao caracterizaram totalmente a sua a-
cao (12, 24, 45, 48).

A purificacdo e a verificagao da acdo hidrolitica da
g-amilase produzida pelo Bactllus polymyza ATCC 8323, foram es
rudadas por Robyt e French (47). A amilase foi purificada pela
precipitagac com (NHg),804 & 50% e solventes orgdnicos {(alcool
butirico e n—propanol). A p~amilase produzla g-maltose COmo
produto dominante guando hidrolisou a amiloge, amilopectina e
glicogénic. Esta enzima hidrolisou a maltooctaose para dar mal
tose e maltotriose e maltotetraose. Hidroligou também a Schar-
dinger-dextrina, produzindo maltose e maltotriose. Esta amila-
se era semelhante & a—amilase descoberta em animais e  bacté-
rias, pela capacidade de passar as ligagoes a-1,6~glucosidicas

da amilopectina e glicogénio e nao regueria grups nao-redutor
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no final da cadeia para a sua agao; era semelhante & g-amilase
das plantas superiores, devido i produgao de g-maltose. Portan
to, esta amilase nac parecia uma das amilases J& descritas, co
mo a o-amilase ou g-amilase, porque hidrolisava a Schardingexr-
dextrina.

Griffin e Forgarty (21) estudaram uma enzima amiloli
tica produzida pelo Baetillus polymyxa tipo NCIB 8158, contendo
amido e peptona. Os metais adicionados e gue melhoraram o efel
to da produgao da enzima foram ca’’ e Mg++, 0 controle do pH
gue era critico para © estabelecimento das condigles de produ-
cho ficou entre 6,8 e 7,1. A maior atividade da enzima gue apa
receu durante a fase estacionaria de crescimento nao fol devi-
da & autdlise da cé&lula, porgue oS niveis de enzima intracelu-
1ar foram muito baixocs durante a fermentagao. Portanto, esta 2
milase parecia extracelular.

Marshall (30) caracterizou a g-amilase produzida pe-
lo Baeillus polymyxa tipo ATCC 8523 como uma exo-agac {a-l,4-
Dwglucan—maltohidrclase}. verificou a acac hidrolitica sobre a
amilopectina pela g—amilase do Bacillus polymyxa € g—amilase da
batata doce, mostrando a sua similaridade, obtendo 60% de con-
versdo em maltose. A exo-acao da enzima wicrobiana foi testada
sobre a amilose oxidada, havendo apenas uma pequena hidrblise

de 9%, sendo similar 3 obtida pela g-amilase da batata doce. A
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incubagaoc da g-amilase do Bacillus peolymyza (1 unidade/mol)com
a f-dextrina Schardinger durante 2 horas, resultou apenas 0,7%
de hidrdlise. Com issc, mostrou gue a agac padrac e os produ-
tos da g-amilase do Baeillus polymyxra eram basicamente os mes-

mos que os da p-amilase da batata doce.

Bacillus megaterium

Higashihara e Okada {23} estudaram uma amilase extra
celular produzida pelo Bacillus megateriuwm (cepa n®32). Esta a
milase Toi 2.600 vezes purificada guando fracionada com
(NHg) ,504 © filtrada em coluna de Sephadex 6-100., A enzima mos
trou ser mais ativa a pHE,5 e estivel na faixa de pH entre 5 e
7. A atividade da enzima foi inibida pelo p-cloromercuricben-—
zoato e reativada completamente pela adigac de cisteina. O pon
to isoelétrico foi 9,1. O resultado com o experimento no gqual
¢ maltooligossacarideo com a glicose terminal mafcada (cl4y u-
sada como substrato, mostrou que a enzima removia duas unidades
de glicose (maltose) da parte nao~redutora da cadeia. Com es-
ses resultados, conclulram que a enzima parecia ser semelhan-

te & p-amilase das plantas superiores gquanto a sua aGaC.

Bactililus cergus

Takasaki (54, 55) estudou a produgdo, utilizagao a
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purificacac da g-amilase e pululanase do Bacillus cereus Var.
myeoides isclada do solo. Esta bactéria tinha a capacidade de
produzir ambas as enzimas, importantes para a producgac de mal-
tose a partir do amido. Ambas as enzimas foram purificadas pe-
lo fracionamento com (NH4),504 e em coluna Sephadex G-100. A
g~amilase produziu apenas maltose da amilose, amilopectina e
glicogénic. A pululanase produziu maltose, maltotriose e malto
tetraoszse da g-limite dextrina e maltotriocse do pululan, mas
nao da amilose e amilopectina. O pH Otimo da amilse fol 7,0 e
o da pululanase fol entre & e 6,5. A temperatura Stima fol de
50°C para ambas as enzimas. A atividade da g-amilase foi ini-
bida pelo p-cloromercuriobenzoato e restabelecida pela adi-
cao de cisteina. O peso molecnlar para g-amilase foi estimado

em 35.000+5,000.

Outros microrganismos

Varios microrganismos produtores de g-amilase foram
isolados do solo por Shink et al. (49). Das cepas isoladas, a
n©l3 e a n9l4 pertenciam ao género Streptomyces & cepa BQE ao
género Pseudomonas © a cepa BQIO ao género Bacillus.

A producdo da g-amilase pela Pseudomonas BO6 (50)fol
melhor no meio de cultura composto de amido 3%, polipeptona 3%,

NaCl 0,5% & pH7,0, incubado a 300C durante 4 dias. O pH Otimo
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para a atividade da enzima foi entre 6,5 e 7,4 ¢ a temperatura
Atima de 45°C a 55°C. A enzima fol estivel na faixa de pH de
6,5 a 8,0 a 30°C por 24 horas, mas foi inativada completamente
a 60°C por 15 minutos.

a producgdo da s-amilase do Baeillus BQLO {51) foi se
melhante & da Pseudomonas BQ6, asando-se a temperatura de 30°9C
durante 3 dias. Esta g-amilase apresentou 3 fracoes na cromato
grafia de coluna em Sephadex. As propriedades da fracaoc I e da
fracao 1I, pH e temperatura Stima foram 6,0 e 7,0 e 459C e 50°
respectivamente. A fracido III foi desprezada devido & pouca a-

rividade enzimatica.



MATERIAL E METODOS

1. Materiais

1.1. Reagentes guimicos

22

Os reagentes utilizados foram pro-analisis, obtidos

de diferentes firmas: Packer, Carlo Erba, Merck, Reagen e Sig-

ma .

1.2. Reagentes para meio de cultura, da firma Difco Laboratori

es.

1.3. Equipamentos utilizados
- Estufas
- Estufa a vacuo
- Autoclave
- Banho termostitico

- Incubador de temperatura Gradiente

- Agitador magnético
- Microscdpio
- Balanca analitica

-~ Agitador rotatorio

Fanem

Fanem

Fabbe M-103
Fanem PA:32683

Soientific Industri-~

es Inc.
Fisaton
Zeiss e HNikon
Sauter M=-414 e SD-2000

Fermentation Design

Inc.
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- Fermentador Mini-ferm, HNew Bruns

wick Beientific Co.,

M-1000
-~ Potencidmetro Horiba H-%
~ Centrifuga Beckman Model J-21 B
~ Espectrofotometro Perkin-Elmer-Double~

Bean Coleman, 124D

- Espectrofotimetro Coleman 2%%E
- Espectrofotdmetro Bausch&lLomb, Spectro
nic 20
- Coletor de fragoes Gilson Co.
~ Conjunto de cromatografia de papel
- Liofilizador Virtis Mod.n®l0- 146
MR - BA

2. Metodos

2.1. Selegao de microrganismos

Foram utilizadas amostras de diferentes fontes {(solo, agua,
vegetais) para o isolamento de microrganismos. As amostras de
+100g de solo e agua foram coletadas nos arredores de Campinas,
Sp, e acondicionadas em frascos de vidro esterilizados. Cerca

de 100g de amostras de vegetais {(graos, raizes e tubérculos)fo
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ram adguiridas na Fazenda Santa Flisa, Campinas, SP, e acondi-

ciconadas em frascos de vidro esterilizados.

2.2. Isolamento de microrganismos

Ccerca de 1,0g de amostra {(sole, &gua e vegetals) fol
scondicionado a 10ml de &gua esterilizada contida em tubos de
rosca, os guais foram agitados e deixados em repouso por 10 mi
nutos.

As placas de Petri contendo agar nutriente com amido
a 1% e agar batata foram inoculadas com O 1iguido sobrenadante
dos tubos, pelo método de estrias, com auxilio da alga. As pla
cas foram incubadas a 300C por 24 e 48 horas para o desenvolvi
mento de bactérias e 3 a 5 dias para ©OS fungos.

Ae colonias gue cresceram nas placas, cujo halo inco
lor era verificado apbs teste de vapores de iodo, foram trans-—
feridas para tubos de ensaio contendo os devidos meips de cul-

tura e incubados a 30°C ated o desenvolvimento satisfatorio do

microrganismo.

2.3, Teste para verificagao da producao da amilase
para verificar a presenca da amllase dos microrganis
mos isolados, produtores de enzimas amiloliticas das  diferen

tes fontes, usou-se o seguinte melio de cultura: extrato de le-



25

vedura, 1%: triptona, 1%; amido, 1%; pH7,0. O meio de cultura
foi distribuldo em frascos Erlenmeyer de 250ml, num volume de
20ml e esterilizados a 1219 por 15 minutos. Os frascos Erlen-
mever foram inoculados com 0s microrganismos isolados e coloca
dos no agitador rotatdrio, mantendo-se uma rotagao constante
de 250r.p.m., temperatura de incubagao de 270 a 29°C por um pe
riodo de 24 a 48 horas para as bactérias e 3 a 5 dias para oOS

fungos.

2.4. BAnadlise cromatografica em papel
A cultura (+10ml) de cada microrganismo foi centrifu
gada a B000xg por 10 minutos e o© sobrenadante fol usado como a

fonte de enzima.

Técnica cromatografica

a. em um tubo de ensaloc contendo 9ml de uma solugaoc de amido a
1%, adicionou~-se Iml do sobrenadante da cultura;

. incubou-se a mistura {sobrenadante + selugéa amidol em ba-
nho termostatico a 40°C por uma noite, colocando-se gotas
de toluol no tubo de ensaio;

c. a mistura (40ﬁ1} foi aplicada em papel de cromatografia Wha
tman ne3 (18x43cm). Aplicou-se 40yl de uma solucao padrao

de acucares (0,1%) contendo de 1 a 6 unidades de glicose,pa
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ra COmparagao;

4. o cromatograma de papel foi corrido no sentido ascendente ,
no sistema de solventes piridina:n—butanol:égua {1:5:3} por
40h a temperatura ambiente; |

o. a localizacdo dos aglicares no cromatograma foi revelada pe-
1o reagente AgNO3 € solucao alcodlica NaOH, segundo Treve~
lyan et al. (52}

£. apbds a leitura dos achcares, onde se observou a localizagao
da glucose, maltose, maltotriose, maltotetracse € maltopen—
taose, selecionou-se as cepas que produziram a maltose COm

a maior intensidade.

2.5. Avaliagao da atividade enzimatica
A cultura (£10ml) de cada microrganismo selecionado,
como produtor de g-amilase, fol centrifugada a 8000xg por 10
minutos e avaliou-se 2 atividade enzimatica no sobrenadante do
sequinte modo:
a. em um tubo de ensalo contendo 9ml de substrato (solucao de
amido a 1%) adiclionou-se 1ml do sobrenadante da culturéa;
b. incubou—se a mistura {(sobrenadante + substrato} sm banho
termostatico a 40°C por 30 minutos;
c. retirou-se iml da mistura avaliou-se o poder yedutor for-

mado na solucao de amido pelo metodo de sSomogy-Nelson (46,
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35} e correlacionou-se com uma curva padrao para maltose.

Preparo do substrato

Em um becker de 250ml, pesou-se 2g de amido solivel,
{batata), adicioncu-se 100ml de dgua destilada e agueceu~se com
agitagao até a gelatinizacdo do amideo. Esfriou-se e completou-
se a 200ml em baldo volumtrico com scolugao tampao fosfato 0,1

M a pH7,0.

2.6. Definicdo da unidade de atividade da g-amllase
Uma unidade de atividade enzimatica & a quantidadena
gual Ilpmol de maltose & produzida por minuto nas condiches des

critas no item 2.5..

2.7. Métodos de identificagao dos microrganismos

As linhagens de microrganismos selecionados como pro
dutores de g-amilase foram identificadas segundo Wolf e Barker
(543, Field (13), Manual 427 (18) e Manual Bergey's (5). Empre
garam—-se as técnicas do Manual de Laboratdrio para Alimentos En

1atados e Processos (24) para as caracteristicas morfolbgicase

fisiclogicas.
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2.8. CondicOes de produgac da g-amilase microbiana

Foram usadas, para produgao, as linhagens dos micror
ganismos testados como produtores de g-amilase, selecionadas pe
la cromatografia de papel.

Para essa produgao, estudou-se:

2.8.1. Faixa de temperatura Otima de producao e temperatura o-
tima de crescimento

Utilizou~se © incubador de temperatura gradiente num
intervalo entre 200 e 559C, agitagdoc de 70ciclos/min, durante
24h de incubagdo. Os meios de cultura usados foram: a} amido
1%, extrato de levedura 1%, pH7,0; b) maltose 1%, triptona 1%,
extrato de levedura 1%, pH7,0. Os tubos do incubador, contendo
1i0ml do meio de cultura, foram inoculados com 0,05ml de wma
suspensao de células do microrganismo produtor da g-amilase,la
vadas (3 vezes) assepticamente, com tampao fosfato pH7,0. O 1=
ndeulo do microrganismo foi desenvelvido no meio de cultura cor
respondente, incubado entre 279 e 299, no agitador rotatdrio,
a 250r.p.m. por 1& horas.

A atividade enzimftica a cada temperatura foi medida
apds 24h, segundo o item 2.5.. A leitura da massa celular para
determinacac do crescimento microbiano foi medida a 600nm. Fo-

ram feitas leituras a intervalos de l5min e a constante K de
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crescimento foi determinada da porgao retilinea de maior decli

ve da curva de crescimento, utilizando-se a seguinte equagao:

2,303 (log Ap - log Aj)

Ty = Ty

onde Ay e Ay sdoc as absorbdncias lidas nos tempos T e Ty, res

pectivamente.

2.8.2. Meio de cultura

a. estudou-se varias fontes de carboidratos usados na concentra
cio de 1% e o meio base fol triptona 13, pH7,0;

b. estudou~se varias fontes de nitrogénic na proporgac de 1%,
tendo como meio bisico extrato de levedura 1%, amido 1%, pH
7,03

Os meios foram inoculados com microrganismos produto
res de g-amilase, colocados no agitador rotatorio a 250r.p.m.,

{ncubados nas respectivas temperaturas Htimas, de acordo com O

item 2.8.1., durante 24h., ApOs esse tempo, foram medidas a mas

sa celular, a atividade enzimatica e o pH.
A massa celular fol determinada colocando-se 20ml da
cultura em tubo de centrifuga, centrifugando-se a B00Oxg  por

10min e secando o precipitade em estufa a vacuo a BOQC por 6 a

8 horas. No sobrenadante foram determinados O pH e a atividade
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enzimatica, segundo o item 2.5.

2.8.3. Método de fermentagao
Foram utilizados os seguintes meios de cultura:
a. amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0;
b. maltose 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0;
e. glucose 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pHT7,0;
d. glucose 0,5%, maltose 0,5%, triptona 1%, extrato de levedu-
ra 1%, pH7,0.

O indculo foi preparadco colocandc-se 80ml do meic de
cultura em frasco Erlenmeyer de 500ml, inoculando-se o micror-
ganismo produtor de g-amilase e colocando-se o frasco no agita
dor rotatdric com agitagaoc de 250r.p.m. a temperatura Atima de

producdo do microrganismo durante 16h.

a. Mini-fermentador

Usou~se 700ml de meio de cultura para a fermentagao,
adicionando-se 1% (v/v) de indculo {ilO7baat/ml} de cé&lulas la
vadas (3 vezes) assepticamente e incubou-se a temperatura dti-
ma de produgac para cada microrganismo durante 60h, mantendo-

se uma aeracdoc de 1 volume/volume/minuto.
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b. Agitador rotatdrio

A fermentacgao no agitador rotatdrio foi realizada enm
frascos Erlenmeyer de 500ml contendo 30ml de meio de cultura,
sendo adicionado 1% {v/v) de inocule (+107bact/ml) de c@&lulas
lavadas (3 vezes) assepticamente, mantendo-se uma agitacao de
250r.p.m. e incubando-se a temperatura dtima para cada micror-
ganismo durante 60 horas.

Foram retiradas aliquotas do meio de cultura de hora
em hora durante as primeiras 10 horas de fermentacao e, poste-
riormente, de 4 em 4 horas, para o estudo da relacac entre a
produgao de enzima, alteracdc do pH e crescimento do microrga-
nismo durante a fermentacdo. O crescimento dos microrganismos
foi determinadoe pela leitura no espectrofotOmetre a 660nm, a-
pbs a massa celular ter sido lavada 3 vezes pox centrifugagao,
e ressuspendida com agua destilada. Correlacionou~-se a medida
da absorbincia com o peso seco da mMaAsSsa celular, secando-se a
massa celular em estufa a vicuo a 800CC por 6 a 8 horas. Foram
cantroladas,durante © crescimento dos microrganismos, as for-
mas vegetativas e esporuladas palo métode de coloracgao de
Gram. Para determinar a producdo de enzima, foil medida a ativi
dade enzimAtica no sobrenadante da cultura, segundo o item 2.5,

Foram também detectados, cromatograficamente, o con-

sumo da fonte de carboldrato e & produgao de enzima no meio de
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cultura.

Quando se utilizou meio de cultura contendo glucose,

oesta foi determinada pelo método da glucose oxidase {8).

2.9. Purificagado da g-amilase

A enzima foi produzida no meic de cultura contendo
amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1% e pH7,0. O meio
de cultura obtido por fermentag@o em agitagao rotatbria, segun
do especificacgOes do item 2.8.1., foi centrifugado a 8000xg por

10min e o sobrenadante decantado sofreu o seguinte procedimen-—

Lo

2.9.1. Fracionamento com sulfato de amdnio

O sobrenadante {1 litrec) fol saturade a 80% com sul-
fateo de amdnio, ¢ precipitado (enzima bruta),formado apds uma
noite a 49C, foi recuperado por centrifugacac e o sobrenadante

descartado.

2.9.2. Didlise

O precipitado foi dissoalvido em 50ml de agua deioni-
sada e dialisado contra agua deionizada a 40C durante 48h (tro
cando-se a agua periodicamente). A solucao dialisada fol recu-

perada por centrifugagac 8000xg por 10 minutos.
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2.9.3. Cromatografia em coluna de DEAE-celulose

A soluglo dialisada (40ml) do item 2.9.2, fol aplica

da em coluna com 2,5cm de didmetro e 50cm de altura, contendo

DEAE~celulose ativada conforme té&cnica cromatografica.

Taonica cromatografica

A

usou—-se 20g de dietilaminoetil-celulose (DEAE-celunlose)} pre
viamente lavados com 600ml de solugao HC1 0,5N e filtrados
em 12 de vidro. A segulr, o HCL foi removido, lavando-se
com agua deionizada:

a seguir, tratou-se com 600ml de solugdo NaOH 0,5N e fez-se
nova lavagem Ccom agua deionizada até a nentralidade:;
eguilibrou~se a DEAE-celulose com tampac fosfateo 0,05M, pH
7,0, acondicionou-se na coluna e eguilibrou-se novamentecon
o mesmo tanpac:

aplicou-se a solugac dialisada {contém enzima) na coluna
de DEAE~celunlose ativada;

5 enzima absorvida na ceoluna foil eluida com um gradiente
tampao fosfato a pH7,0 de 0,05M a 0,5M;

caletaram-se fragbes de 5ml/30min nos tubos do coletor de
fracdes. Ao fim da eluicdo, mediu-se a proteina pela absor-
bincia 280nm e a atividade da enzima segundo © item 2.5, ,de

cada fragao.
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2.9.4. Cromatografia em coluna de CHM-celulose

Preparc da amostra

Dos tubos das fracgoes do sluente da coluna DEAE-celn
lose, onde foi observada a atividade da g~amilase, misturcu-se
e precipitou-se com (NH4)},504 a 80%. O precipitado formado du-
rante uma noite a 49C fol recuperado por centrifugagac e O 50~
brenadante descartado. O precipitadeo foi dissolvido em 10ml de
dgua deionizada e dialisado contra Ggua deionizada por 24 ho-

ras.

Téenica cromatografica

A tBenica usada foi a descrita no item 2.9.3., porém
reativando a resina primeiramente com solucac de NaOH e depois
com solucgio HCLl. A solugdo dialisada fol aplicada em uma colu
na de 2,5cm de diametro e 50cm de altura, contendo carboximetil

calulose {CM-celulose) ativada.

2.10. Estudo das caracteristicas enzimaticas da fg-amilase

As fracgdes do eluente da coluna de CM~celulose, onde
foi observada atividade da g-amilase, foram misturadas e satu-
radas com {(NHg),504 a 800C e o precipitado foi dissolvido em &

gua deiconizada e dialisada contra igua deionizada por 48h a
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40C e a solugdo dialisada foi liofilizada.

& enzima liofilizada foi dissolvida em Agua deioniza
da para estudo das caracteristicas enzimdticas. A concentragas
da proteina na solugio enzimitica foi determinada pelo método

de Lowry et al. (25}.

2.10.1. Efeito do pH na atividade enzimitica

Para determinar o efeito do pH na atividade enzimdti
ca, Ilml da solucdc enzimatica (45ug proteina/ml) foi incubada
no substrato (solucidc de amido 1%) a diferentes pH (3 a 10). A
mistura foi incubada a 409C por 30min, apds o gque mediu-se a a

tividade.

A solucdo de amido a 1% foi preparada com 08 diferen
tes tampdes, 0,1M, dentro dos limites de sua acao tamponante :
tampio citrato, pH3; tampaoc acetato, pHE e 5; tampao  fosfato,

pH6 a 8; tampdo glicina-NaOH, pH? e 10.

2.10.2. Efeito do pH na estabilidade enzimitica

Para determinar o efeito do pH na estabilidade enzi-
mitica, colocou-se 5ml de solugao enzimitica {45ug proteina/nl)
+ 5ml tampac (segundo item 2.10.1.) 0,1M a diferentes pH (3 a
10), em um tubo de ensaio, deixou-se a temperatura ambiente

{280C) por 12h e, apds, mediu-se a atividade enzimatica.
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2.10.3. Efeito da temperatura na atividade enzimatica

para determinacdo do efeito da temperatura na ativi-
dade enzimidtica, adicionou-se lml da solugdo enzimatica (45ug
proteina/ml) a %ml de substrato (sclucao de amido 1%, pH7,0) e
incubou~se a diferentes temperaturas (309, 359, 409, 459, 500,
550, 60° e 65°C) por 30min e, apds, mediu~se a atividade enzi—

matica.

2.10.4. Termoestabilidade da enzima

A influéncia da temperatﬁra na termoestabilidade da
enzima foi determinada colocando-se 5Sml de solugao enzimdtica
{90ug proteina/ml) emn varios tubos de ensaio, incubando-se a
diferentes temperaturas (309, 359, 400, 450, 50°, 550 e 60°C),

por 30min, determinando-se & atividade enzimdtica.

2.10.5. Efeito de sais met&licos na atividade enzimdtica

para verificar o efeito de sais metf@licos na ativida
de enzimAtica, a mistura de reagado foi assim constituida: 9ml
de solucac amido a 1%, em tampao fosfato 0,05M a pH7,0 conten-

do 0,001M do Ion do metal e lml de solugdo enzimitica {43wg pré

teina/ml).
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2.10.6. Efeito do p-cloromercurichenzoato na atividade enzima
tica

Para determinagac do efeito do p-cloromercuricbenzo-
ato (p~-CMB), a mistura da reagdo enzimatica foi constitulda de
5mi (Iml p-CMB 0,001 ou 0,002M), 1,5ml tampac fosfato 0,1M, pH
7,0: 2,5ml de solugac enzimdtica (90ng proteina/ml) . A mistura
foi incubada a temperatuia de 259C por 1 hora, apds o gue, de-
terminou~se a atividade enzimética.

Para teste de reativagao da atividade da B-amilase a
dicionou-se a 2,5ml de solugdo 0,04M de cisteina em tampao fos
fato 0,05M, pH7,0, em 2,5ml da mistura enzimatica (p-CMB + en-
zima), incubou-se por 1 hora e, apds, determinou-se a ativida-—

de.

2.10,7. Efeito da hidrBlise da g-amilase microblana sobre o a-
mido

Tncubou~se um tubc de ensaio com 20ml de solugao a
0,5% de amido batata, contendo a g-amilase microbiana (+300U.A/
ml) a 50°C em banho termostético por 7 horas. Durante este pe-
riodo, foram coletadas amostras para medir Os acficares reduto-
res formados durante a hidrélise; no final foram feitas croma-
tografias, segundo o item 2.4.. Foram testadas as enzimas bru-

tas e as enzimas purificadas nas colunas de DERB-celulose e (M-ce—



38

lulose,

2.10.8. Efeito da concentragdc do substrato na velocidade de rg
agao

Para a determinacao do efeito da concentracac do subs
trato na reagao, o sistema de incubagao foi congtituido de 1ml
de sclucdc enzimdtica (45pg proteina/ml), Sml de solugac de ami
do em tampac fosfato (pH dStimo de cada B-amilase) de concentra-
cao varidvel entre 0,25% e 5%mg/ml. As misturas foram incubadas
durante 30 minutos em banho termostdtico a 400C. A constante de
Michaelis-Menten (Km) e a velocidade méxima (Vmax) foram deter-—

minadas segundo o sistema grafico de Lineweaver-Burk {28},

2.11. Determinagao da s—glucosidase {maltase)

A presenga da s-glucosidase fol testada pela incuba-
cac de 9ml de solugao de maltose a 1% em tampao fosfato 0,1M pH
6,0 com lml de solugdc da enzima bruta (270ug/ml) a 40°¢C por
1 hora. A presenca da glicose foil testada pelo método da glico-

se~oxidase.
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RESULTADOS

1. Selecac e isolamento de microrganismos
Foram selecionados e isolados 851 microrganismos (fun
gos € bactérias) capazes de hidrolisar o amide das diferentes

fontes, conforme os itens 2.1. e 2.2.

2. Microrganismos capazes de produzir g-amilase
Dos 851 microrganismos isolados, somente duas bacté
rias, cepas 197 e 472, foram capazes de produzir g—amilase

conforme os testes realizados em 2.3., 2.4, e 2.5,

3. Tdentificacdc dos microrganismos produtores da g-amilase

O Ouadro 2. mostra os dados obtidos para a cepa ne
187 e o Quadro 3. mostra os dados obtidos para a cepa n9472 ,
segundo o item 2.7.. Verificamos que a cepd n®l97 era Bacillus
polymyxza & a cepa no472 era Bacillus megaterium. A taxonomia
destas bactérias foli confirmada pelo Dr. H.B. Haylor, da Uni-

verszidade Cornell, E.U.A.

4. Producdo da g-amilase microbiana

4.1. Temperatura

A faixa de temperatura de maxima prmdugéo de enzima,
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hem como a faixa de temperatura Otima de crescimento, para as
bactBrias indicadas, foram determinadas conforme o item 2.8.1.

As Figuras 2. e 3. mostram gue, para o Baotllus mega
terium a Faixa de temperatura entre 269 a 29°C foi a melhor pa
ra a producac de enzima. Na Figura 2. fica evidenciado que a
faixa de crescimento Otima estd situada entre 34° e 389C.

As Figuras 4. e 5. mostram, respectivamente, gue pa-
ra o Baeillus polymyxa a faixa de temperatura entre 340 e 36°C
& a melhor para a produglo de enzima. A faixa de crescimento s}
tima estd situada, como se observa na Figura 4., entre 350 e

38°C.

4,2. Meio de cultura

Os meios de cultura testados para verificacac de uma
melhor produgac de g-amilase, gquando utilizadas diferentes fon
tes de nitrogénio e carbono, conforme © item 2.8.2. e estac re
jacionados nos Quadros 4. € 5., para O Baeillius megateriunm e
Bacillus polymyza. Verificamos gue para o Bacillus megateriun,
as melhores fontes de nitrogénio foram a farinha de sola desen
gordurada e a triptona e, para © Bacillus polymyxa, foram a ca
seina e a triptona. Quanto as fontes de carbono, para anbos 08

Baeilius foram o amido, amilopectina e dextrina.
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0 estudo da concentracido de farinha de soja, caseina
e amido & mostrado nos Quadros 6. & 7.. © Ouadro 8. mostra a
influénecia do extrato de levedura na produgao da g-amilase mi-
crobiana.

Nos meios de cultura estudados, © gue apresentou me-
1hor producdc de g-amilase do Bacillus megaterium fol amido
0,5%, farinha de soja 1%, extrato de levedura 1%, e para © #Ha

e¢illus polymyxa foi amido 2%, caseina 1% e extrato de levedura

1%,

4.3. Fermentagao

Baeillus megaterium

A Figura 6. e a Figura 7. mostram a variacao do pH,
nassa celular e produgdo de enzima nos diferentes meios de cul
tura, no mini-fermentador.

0 pH variou de 7,0 a 6,4, aproximadamente, no perio-
do de 0 a 4 horas e de 6,4 a 8,4 no pericdo de 4 a 24 horas.Du
rante as 60 horas seguintes de fermentagao, o pHE,4 manteve-se
constante,

A medida da massa celular proporcionou uma curva de
crescimento cuja lag~fase se situa no periodo de 0 a 2 horas j
a fase logaritmica entre 2 e 14 horas e a fase estacionaria de

14 a 32 horas. ApbGs esse Lempo OCOrreu a diminuicao da massa
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celular.

A g-amilase comecgou a ser produzida entre 2 e 4 ho-
ras de fermentagéo, no meio de amido, & 6 a 8 horas; no meio
de maltose. A producdc méxima foi atingida entre 20 e 24 horas,
no meio amide, e 20 horas no meio de maltose. Apbs ¢ tempo de
32 horas de fermentacdo a atividade da g-amilase decresceu.

A Figura 8. e a Figura 9. mostram a variagac 4o pH,
massa celular, producao de enzima nos diferentes meios de cul-
tura, no agitador rotatdrio. O pH variou de 7,0 a 6,4 no perio
do de 0 a 6 horas e de pH6,4 a 8,4 no periodo de 6 a 34 horas.
A partir de pHB8,4 manteve—se congtante até 60 horas de fermen-
tagéo. A massa celular mostrou uma Curva tipica de crescimento,
a lag-fase no periodo de 0 a 4 horas; a fase logaritmica de 4
a 14 horas e a fase estacionéria de 16 a 32 horas. Apds cuge
tempo, ocorreu diminuigdo na massa celular. A g~amilase come-
cou a ser produzida entre 4 e 6 horas no meic de amido e entre
6 ¢ 8 horas no meio de maltose; a producBo maxima fol atingida
a partir de 20 horas de fermentacao. Apbs esse tempo, 32 horas,
a atividade decresceu.

y:X: ?iguras 10, e 1l., cromatogramas, mostram a hidro
lise do amido e produgéo.da enzima no meio de cultura, respec-

tivamente.

As Figuras 12. e 13., cromatogramas, mostram ¢ consu
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mo de maltose & a produgac da enzima no meio de cultura,respec
tivamente. No meic de cultura, a maltose fol consumida guase
que totalmente apds 6 horas de fermentagao. A f-amilase co-

mecgou a ser produzida a partir de 8 horas de fermentagao.

Baetllus polymyza

A Figura 14. e a Figura 15. mostram a variacgao do pH,
massa celular e producao da B-amilase nos dois meios de cultu
ra, no mini-fermentador. O pH variou de 7,0 a 5,4 no periodode
6 a 6 horas e de 5,4 a 8,5 no periodo de 6 a 24 horas. O pH8,5
manteve~-se constante até 60 horas de fermentagac. A medida da
massa celular mostrou a curva de crescimento; a fase estaciona
ria de 8 a 12 horas. ApOs esse tempo, a8 massa celulsr diminiia,
A producdac da g~amilase comegou a partir de 6 horas de fermen-
tacac e atingiu o maximo a pértir de 12 horas. Apds o tempo
de 16 horas a atividade decresceu.

A Figura 16. e a Figura 17. mostram a variacac do pH
massa celular e producdc da p-amilase nos dois meios de cultu~-
ra no agitador rotatdrio. O pH variou de 7,0 a 5.4 no periocdo
de 0 a 6 horas, de 5,4 a 8,5 no periodo de 6 a 24 horas. O pH
8.5 manteve-se constante até 60 horas de fermentacaoc. A medida
da massa celular mostrou a curva de crescimento, apresentandoa

fase logaritmica num periodo de O a 6 horas e a fase estaciona
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ria de 8 a 10 horas. Apds esse tempo, a massa celular diminuiu.
A produgdo da g-amilase atingiu o miximo entre 14 a 18 horas ,
no meio amido, e 16 a 24 horas, no meio maltose. ApOs esse tem
po, a atividade da g~ami lase decresceu.

A Figura 18. e a Figura 19., cromatogramas, mostram
a hidrdlise do amide e a produgdo da enzima no meio de culturg
respectivamente. No meio de cultura, a partir de 2 horas de fer
mentagéc, apareceu a maltose que desapareceu apbs 6 horas. As
cBlulas microbianas comecaram a produzir a pg-amilase a partir
de 8 horas de fermentagao.

As Figuras 20. e 21,, cromatogramas, mostram © COnsy
mo da maltose e producao da enzima no meio de cultura, respec-
tivamente. A maltose,no meio de cultura, fol consumida quase
que totalmente a partir de & horas de fermentacido. A produgaoc
da p-amilase pelo Bgevllus ?o?ymyma comecgou a partir de 8 ho
ras de fermentégéo‘

As Figuras 22., 23. e 24., mostram a influéncia en-
tre a glicose e maltose na producao da enzima, massa celular e
pH. A glicose foil consumida entre 4 a 16 horas de fermentacao;
o pH variou de 7,0 a 5,4 no periodo de 0 a & horas. Apbs  esse
tempo, subiu ate2 8,3, no meio maltose-glicose,e 7,0, no meio
de glicese. A variagao da massa celular foi semelhante & das

curvas de crescimento j& descritas para o Baetllus potymyxza.
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A producaoc de enzima fol minima no meio de glicose em relagao
ao meio de maltose. No meio de glicose-maltose, a glicose foi
consumida entre 4 e 12 horas, guando iniciou a producac da en-

zima.

5. Purificacido da g-amilase microbiana

A Figura 25. e a Figura 26. mostram O cromatograma em
coluna de DEAE-celulose e CM-celulose da g-amilase do Bacillus
megaterium. Na coluna de DEAB-celulose, a enzima bruta, de a-
cordo com o item 2.9.3., apresentou 4 picos de protelna, tendo
apenas o 29 pico apresentado atividade da g-amilase. Na coluna
de CM-celulose, a snzima, de acordo com O item 2.9.4., apresen
tou 4 picos de proteina e apenas © 39 pico apresentou ativida-
de da g-amilase. O Quadro 9. mostra a atividade especifica da
g-amilase, bruta e purificada, do Baeilllus megaterium.

As Figuras 27. e 28. mostram a cromatografia em coln
na da g~amilase do Bacillus peolymyza. Ha coluna de DEAE-celulo
se, a enzima bruta, de acordo com © item 2.9.3., apresentou 5
picos de proteina e apenas © 39 pico mostrou atividade da g-a-
milase. Na coluna de CM-celulose, a enzima, de acordo com o i~
tem 2.9.4., apresentou 3 picos de proteina e apenas © 22 pico
exibiu atividade da g-amilase. O ouadro 10. mostra a atividade
especifica da p-amilase,bruta e purificada, do Bactllius polymy

.
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6. Estudo das caracteristicas enzimidticas da R-amilase microdae

§.1. Efeito do pH na atividade enzimdtica

0 estudo do efeito do pH na atividade da g-amila~
se microbiana foi realizado de acordo com o item 2.10.1.. 0s
resultados sao mostradoes na Figura 28, para © Bacilius megate~
riwm e na Figura 30. para o Baeillus polymyxa. Verificou-se qe
a g-amilase do Baeillus megateriwn tem maior atividade a pH6,5

e a p-amilase do Bacillus polymyza & pH7,0.

6.2, Ffeito do pH na estabilidade enzimatica

O &studo referente & infliuéneia do pH na estabilida-
de enzimdtica foi realizado de acordo com o item 2.10.2.. A Fi
gqura 31. mostra que a estabilidade da p-amilase do Bacillus
megaterium atinge o seu maximo na faixa de pH5,0 a 9,0, A Figu
ra 32. mostra a estabilidade da g-amilase do Bacillus polymyxa

entre a faixa de pH6,0 a 8,0.

6.3. Efeito da temperatura na atividade enzimatica

0 efeito da temperatura na atividade enzimdtica foil
determinado de acordo com o item 2.10.3.. A Figura 33. refere~
se & p-amilase do Baetllus megaterium, a enzima apresentou ma-

ior atividade a 50°C. A Pigura 34. refere-se a& p-amilase do
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Bacillus polymyxa; esta enzima apresentou maior atividade en-

tre 450 3 50CC.

§.4. Termoestabilidade da enzima

0 estudo referente & influéncia da temperatura na
termoestabilidade da enzima foil realizado de acordo com o item
2.10.4.. A Figura 35. mostra a resisténcla t&rmica da pg-amilase
do Baeillus megaterium; a enzima foil estavel até 45YC por 30
minutos, gquando ocorreu a perda crescente da atividade na or-
dem crescente da temperatura. Fol inati#ada a 55°C por 15 minu
tos, a 60°C por 10 minutos e a 65°C por 5 minutos.

A Figura 36. mostra a resisténcia tdrmica da g-amila
se 4o Baeillus polymyzaza enzima foi estidvel a 450C por 30 mi-
nutose, ocorrendo a perda crescente da atividade na ordem cres-—
cente da temperatura, a enzima foi inativada a 559C por 15 mi-

nutos e a 60°9C por 5 minutos.

£.5. Efeito de sais metAlicos na atividade enzimatica

O Quadre 11l. mostra oS resultados referentes ac estuy
do da influéncia dos sais metalicos na atividade da g-amilase
microbiana, de acordo com o item 2.10.5%.. As p-amilases foram

w o + +
pastante inibidas pelos lons Hg +, Ay e Fa++,
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6.6. Efeito do p-cloromercuriocbenzoato na atividade enzimatica

O Quadro 12. mostra o estudo do efeitc do p-cloromer
curiobenzoato sobre a atividade da g-amilase microblana e a rg
ativacdo da atividade pela cisteina, de acordo com o item 2.10.
6.. O p-cloromercuriocbenzoato inibiu a atividade da g-amilase,

a gual fol reativada pela cistelna.

€.7. Ffeito da hidrdlise da g-amilase microbiana sobre ¢ amido

O efeito da hidrdlise da p~amilase, bruta e purifica
da, do Baeillus megatertum & mostrado na Filgura 37. A enzima
bruta hidrolisou 51,1% do amido e as enzimas purificadas hidro
lisaram 55,5% do amido, produzindc apenas maltose.

o sfeito da hidrdlise da g-amilase, bruta e purifica
da, do Baeillus polymyra & mostrado na Figura 38. A enzima bru
ta hidrolisou 68,8% do amido e a enzima purificada 62,2% do a-
mido. Os achcares produzidos foram maltose, 84,2%, glicose,

10,5%, e maltotriose, 5,3%.

6.8. Efeito da concentragao do substrato na velocidade de reagao
0 efeito da concentragac do substrato na velocidade

de reacdo, determinado conforme o item 2,10.8., estd demonstra

do nas Figuras 39%. e 40. A constante de Michaelis-Menten {Km)

para a f~amilase do Bacilius megaterium foi de 0,5%2mg/mtl e a



4%

velocidade maxima (Vmax) 1,04umol/min/mg. Para a g-amilase do

Baeillus polymyxa fol de 1,92mg/ml e a Vmax de 1,02pmol/min/mg.

7. Presenca da a~glucosidase
A a~glucosidase nac fol detectada nas f-amilases mi-~
crobianas por nds estudadas, gquando testada de acordo com QO

item 2.11.
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DISCUSSAD

1. Tsolamento e identificacaoc dos microrganismos capazes de pro
duzir R-amilase

no estudo de 851 microrganismos (bactérias e fungos)
isolados de varias fontes como produtores de B-amilase, apenas
duas bactérias do splo foram capazes de produzir f~amilase. Es
sas bactérias foram identificadas come Baeillus megateriume Ba
eillug polymyxza. Verificamos, portantso, uma bhaixa incidénciade
microrganismos produtores desta enzima, o que estd de acordo
com os resultados cobtidos por outros autores.

Robyt & French {47) em 1964 foram OsS primeiros a re-
latar que Bacillus polymyxa ATCCB523 produzia uma amilase seme
1thante a B-amilase dos vegetais; Marshall {30) caracterizou a
amilase produzida pelo Bacillus polymyxa ATCCBL23 como uma exo
a-1,4 maltohidrolase.

Higashihara & Okada (23) isolaram 200 cepas de bacté
rias que nao deram zona clara ao redor da colonia bacterianarm
teste entre amido e iodo e verificaram gue uma cepa (ne32), Ba
cillue megaterium, produziu uma g-amilase semelhante & dos ve-
getais.

Shink et al. (49) isolaram 238 cepas de bactérias e

77 cepas de Actinomyces de virias fontes gue nao deram halo in
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color no teste entre amido e iodo, verificaram que Baeillus ce-
peus (BQLD) e Pseudomonas pseudomallet (BQS) e dols Streptomy~
ces {n913 e nv43) produziram p—amilase.

rTakasaki {54) isolou do solo © Baeillus cerewus VvVar.
mycotdes gque produzia g-amilase & pululanase.

Como podemos cbservar, apenas 7 cepas de bacté&rias fo

ram relatadas anteriormente Ccomo Capazeées de produzir B-amilase.

2. Tdentificacdo da amilase microbiana
A f-amilase, de aco}do com a literatura consultada
{27, 43, 57, 62, 63, 64, 68%), produz maltose e uma g-limite dex

trina e causa uma fraca descoloragdo na reagac amido e iodo

{573} .

Baei llus polymyxa

Os resultados dos cromatogramas da g-amilage, obti-
dos pela incubagao da solugdo de amido e enzima, de acordo Com
o item 2.4., mostram gueé, aldm da maltose (84,2%), formou-se
glicose {10,5%) e maltotriose £5,3%), estando estes resultados
de acordo com oS cromatogramas realizados por Robyt & French
(47), onde a maltose (85%) foi o principal produto de hidrdli-
se. Podemos dizer gue a amilase produzida pelo Bacillus polymy

za por nds iscolado & semelhante 3 produzida pela agdo hidroli-
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tica pelo Bacillus polymysa ATCC8523,. Marxshall (30 comparou
os resultados da amilase do Baecillus polymyxra ATCCB523 com 4
hidrdlise da g~amilase da batata doce e classificou a enzimami
crebiana como uma exo a—-1,4-D glucan maltchidrolase.

Os resultados negativos da presenga da a~glucosidase
para as g-amilases microbianas por nds isoladas concordam  com
os resultados obtidos por Rose (48}, gue verificou que a mal-
tose era © principal agﬁcar da hidr&lise do amido pela amilase
doc Baeillus polymyxa e a enzima estava livre da maltase. Sendo
assim, a glicose produzida pela amilase do Bacillus polymyxa o
de ser proveniente da hidrblise da maltotriose, O gue difere

das p-amilases dos vegetais quanto A sua agao.

Bacillus megaterium

0s resultados dos cromatogramas da g-amilase do Ba-
et llus megaterium por nds isolade produziu apenas maltose e tra
cos da maltotriose, portanto, diferentes dos resultados obtidos
por Higashihara & Ckada {23}, guando isolaram varias cepas 4o
sole, conforme o Quadro 15. das guais escolheram a cepa n?SEpg'

ra estudar a producdo e identificagao da g-amilase.
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OQuadro 15. Selecao de bactérias produtoras de g-amilase {23)

ne cepa Gy Gq Gg Gy Gg
1-1 - - + + ++
2-1 + +4+ At S ++
6-1 - 4+ ++ + ++
8 - ot + - ++
9~4 + + + +-+ ++
10-1 +4 +++ +4 + ++
14-1 - +4+ - - -
17-2 - 4 + + ++
19-2 + 4+ ++ ++ +b
23~1 - A4+ +t + +
24-3 + + - - -
25-6 + it ++ + -
28~1 - + + + ++
32 + bt ++ + -~

Oligossacarideos identificados pela cromatografia de papel: Gy:
glicose: Gp¢ maltose; G3s maltotriose; Gy: maltotetraose;
Gz: maltopentaose.

{+3 {++) {(+++) mostram a intensidade da mancha

{-} nao detectado



54

Na cromatografia de papel dos produtos de hidrdlise,
da amilase produzida pelo Baeillus megaterium, cepa nR3Z, de-
pois de purificada em coluna de Sephadex G-100, apareceram gli
cose, maltose, maltotriose e maltotetraose. Esta cromatografia
foi comparada com a dos produtos de hidrdlise da g-amilase da
batata doce, que também deu os mesmos aglucares, concluindo-se
gue a amilase microbiana era uma g~amilase.

Pelo cromatograma da g-amilase da batata doce, utili
zada por Higashihara & Okada {23}, esta parece nao ter sido u-
ma enzima pura, devido aos produtos formados, ficando errada a
conclusao de que a R-amilase microbiana produzida pelo Bacillus
megaterium,cepa ne32,& semelhante & p-amilase vegetal.

Por outro lado, a g-amilase produzida pelo Baeillus
megaterium por nds isolado mostrou realmente uma caracteristi-
ca semelhante 3 da g-amilase vegetal, guanto aoc produto forma-
do. Possivelmente, teria sido mais interessante se Higashihara
& Okada {23) tivessem realizado © seu trabalho com as cepas
n¢ 6~1, 8, 14-1, 17-2, 25-1 e 28-1, gue produziram pela hidro-

lise principalmente a maltose, isenta de glicose.

3. Produgao da g-amilase microbiana

3.1. Temperatura

Com o estudo realizado no incubador de temperatura



55

gradiente, conforme o item 2.8.1. e os resultados mostrados nas
Figuras 2. e 4., observamos a relagao entre a temperatura de
producic da g~amilase e o crescimento 4o microrganismo.

Para o Bacillus polymywxa, a faixa de temperatura Oti
ma para a produgao da g—amilase coincide com a faixa de tempe-
ratura otima de crescimento. Quando usamos temperatura de 300C
verificamps gque a produgac diminuiu de 20% em relacao a de 35°C,
relacionando-se a atividade da enzima Com & Massa celular,cono
mostra o Quadro 13.

para o Bactllus megaterium, a faixa de temperatura §
tima de produgac ndo coincidiu com a faixa de temperatura Bri-
ma de crescimento. Quando usamos temperaturas acima de 300, a
produgao diminuiu.

As temperaturas Otimas de produgdc por nds utilizadas
foram diferentes, tanto para © Bacillus polymyra COmMO para o
Baetillus megateriwn, dquando comparadas COm a temperatura de @wo
ducao do Baeillus polymyza ATCCB523, gue foi de 33°C e 300C
(47, 30), da g-amilase do Bacillus polymyza NCIBB158 (21},30€C,

e a p-amilase do Bacillus megaterium, cepa n?32 (23}, 30%C.

3.2. Meio de cultura

Dos meios de cultura por nds estudados, verificamos

gue o amido fol indutor para & produgao da f-amilase, tanto pa
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ra © Baeillus polymyza como para o Bactllus megaterium. Estas
bactérias produziram 34 e 20 vezes mails g-amilase, respectiva-
mente, am relagﬁa aoc meio basico. Depois do amido, a amilopec-
tina e dextrina foram também bons indutores. A maltose teve um
efeito de inducao de 50% e a amilose de 75%,em relagao ao ami-
do. No meio com glicose houve uma maior produgao da massa cely
lar,com refer8ncia ao meio basico, mas a produgao da enzima/mg
da massa celular foi a mesma. J& © neio com galactose, frutose
e sorbitcel, teve uma maior produg%o de massa celular, porém a
producao de enzima fol menor em relagdc ac melo bdsico,apresen
tando, portanto, uma repressao parcial da enzima.

0 meio com lactose, sacarose € manose, apesar de a-
presentar bom crescimento, teve uma inibig¢ao total scbre a pro
ducao da enzima em relagac ac meic base.

Oouanto a2 fonte de nitrogénio, Quadro 4., para a g-a-
milase do Bacillus megaterium, verificamos que a adigao detrip
tona produziu mais massa celular, em referéncia ac meio base ,
mas a produg%o de enzima/mg da massa celular foil guase a mesna;
i& no meio com peptona, apresentou trds vezes mais producgaoc de
massa celular, mas a producac da enzima fol menor, apresentan-
do um repressaoc parcial da mesma. O meio com farinha de 5034
produziu 8 vezes mais enzima/ml de cultura, em referéncia ao

meio base.
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Para o Bageillus polymyxra, quanto & fonte de nitrogé-
nic, verificamos qgue o meio com triptona produziu mais massa
celular, em referéncia ao meio base e a proéug%o da enzima foil
60% maior em relacdo 3 massa celular. A peptona produziu mais
massa celular, por&m a mesna produgao de enzima por massa celu
lar, em relacao ao meio base. A caselna produziu 4 vezes wmais
enzima/ml de cultura, em relagao ao meio basico.

No estudo da influéncia do extrato de levedura noe
meio de cultura, Quadro 8., verificou-se qua, para ©O Baeillus
megaterium, a produgac da massa celular foi maior do gue no
meio sem extrato de levedura e a enzima fol produzida 60% a
mais, em relacao a atividade da enzima e massa celunlar. Para o
Baet llus polymyxa, a produgac da g-amilase foi 4,6 vezes malor
em relacio & atividade de enzima e massa celular. Esta influén
cia, provavelmente, se deve a algum composto do extrato de le-

vedura (2, 11), tais como, aminodcidos, fons, nucleotideos e

vitaminas.

3.3. Fermentagao

Bacillus polymyxa
A fermentacido pelo Bacillus polymyxa por nos isolado
demonstrou um comportamento semelhante Aguela produzida pelo

Bacilius polymyxa NCIB8158 (21}. & produgao da g~amilase come-
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cou guando ¢ pH no meio de cultura, a partir de 5,4, comegou a
aumentar, gquando a fonte de carbono em maltose j& tinha sido
consumida e a concentracac celular estava no maximo (fase esta
ciondria). Portanto, a p-amilase fol produzida depois do cres-
cimento do Baeiilus polymyxa atingir a fase estacionaria. A es
porulagiao do Bacillus polymyxa fol acompanhada de um decrésci-
mo da medida da massa celular a 660nm.

0 estudo da fermentacgac com o meio de cultura conten
do maltose-glicose mostrou que a glicose & consumida antes que
a maltose. Somente apbs o consume da maltose, a enzima passou
a ser preduzida. No meic de cultura contendo glicose, a produ-
cio da p-amilase fol bastante inibida, sendo este efeito conhe
cido como repressio catabdlica (34). O comportamento guanto ao
pH no meio de cultura foi caracteristico de uma fermentagido de
Bacilius {22), onde ocorre esporulagac.

A fermentacio pelos dois métodos anteriormente des-
critos mostrou gue a agitagao rotatdria produziv mals massa cg

lular do gue a mini-fermentacao.

Bacilius megaterium

A producao da g-amilase iniciou com © aumento da mas
sa celular e atingiu o méximo na fase estacionaria, estando,

portanto, a enzima associada com O crescimente celular. O com-
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portamento do pH no meio de cultura foi caracteristico de uma
fermentacao de Baetllus (22) onde ocorre esporulagac. A obser-
vagao microscdpica das c&lulas bacterianas mostrou que a espo-
rulacdo se iniciou na fase de declinio.

A fermentacdo pelos dois métodos nao mostrou diferen

¢ca guanto & produgao da g-amilase.

4. rurificacao da g~amilase microbiana

A g-amilase do Baeillus polymyxa e a do Bacillus me-
gaterium por nbs iscolados, guando purificadas, depois de preci
pitadas com sulfato de amdnio e fracionadas em coluna de DEAE-
celulose e coluna CM-celulose, Quadres 9. e 10., apresentaram
16,4 e 20,7 vezes mais atividade especifica para g-amilase 4o
Bacillus polymyza e 21,2 e 23,5 vezes mals atividade especifi-
ca para g-amilase do Bacillus megaterium. Estes resultadosquan
do comparados coma p-amilase produzida por outros Bactilus, mos—
rraram concordincia com a B-amilase do Baeilluz cersus {55} e
diferenga em.relagéa d g~amilase 4o Bacillus megaterium, cepa
ne3z (23), gue apresentou 106 vezes mais atividade especifica,
depois de fraclionada em coluna de Sephadex G-100. & g~amilase
do Bacillue polymyxa ATCC8523 (47) foi diferente, isto &, 13
vezes mais ativa, depois de purificada por solventes organicos

(butanol e propanol). Essas diferencgas, provavelmente, se de-
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venm ao fato ﬁe que a amilase  do Baeillius megateriwn, cepa n®
32, ndo seja uma g~amilase, ou que a amilase do Bacillus poly-
myza estudado por Robyt & French (47) sofreu outro processo de
purificagao.

A p-amilase de soja, estudada por Gertler & Birk(19),
gque sofreu a mesma segfifncia de purificacao gue a do presente
trabalho, apresentou 22,2 e 23,6 vezes mals atividade especifg

ca, em concordd@ncia com os nossos resultados.

5. Estudo das caracteristicas enzimdticas da g-amilase microbi

ana

%.1. Efeito do pH

0 efeito do pH na atividade e na estabilidade da 8-
amilase do Baeillus polymyxra e da p-amilase do Bacillus megate
rium por nds isolados foli semelhante a outras f-amilases micro
bianas, guando comparadas {23, 47, 49, 55}, ilustradas no Qua-
dro 14. O pH dtimo entre 6,0 e 7,0 e a estabilidade entre a
faixa de pH 5,0 e 9,0, foram diferentes das g~amilases vege—

tais (5, 19, 32, 44}.

5.2. Efeito da temperatura
0 efeito da temperatura na atividade e na termoesta-

pilidade das g~amilases microbianas por nds estudadas + ambém
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foi semelhante ac das p-amilases microbianas estudadas por Ou-
tros autores (21, 23, 47, 49, 55) gque tiveram uma temperatura
dtima entre 45° e 50°C e estiaveis a temperatura menores a 450,
sendo inativadas acima de 60CC., Foram semalhantes ag f—amilams
dos vegetals quanto A temperatura Stima. O Quadro 14. ilustra

essas comparagoes.

5.3, Efeitos dos sais metalicos e p—gloromercuriobenzoato
As amilases do Baeillus megaterium e Baetllus polymy
za por nos estudadas tiveram comportamento semelhante aco das
g-amilases do Baeillus cereus (55} e Baeillus megaterium (233,
. - S = 4
quando sofreram efeito dos fons Ag , Hg , Fe e p-ocloromercu
riohenzoato. Portanto, 08 grupos -84 estao envolvidos no  cen-

tro ativo da enzima, sendo entao semelhantes 3g p—amilases dos

vegetals.

5_4. Caracteristicas de agaoc hidrolitica da g-amilase

As g-amilases purificadas 4o Bactllus megateriume A0
Bactllus polymyéa hidrolisaram 55,5 e 62,2% do amido, respecti
vamente, sendo proximas as hidr&lises da g—~amilase dos vege-—
tais, 60 a 70% (25, 57) e Baciillus polymyxa {47y. Qs produtos
de hidrdlise da reacdo da fB-amilase com amido, de acordo com

os cromatogramas, foram semelhantes aos da enzima bruta.
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5 5. BEfeito da concentracao do substrato na velocidade de reacao

0 valor do Km da B-amilase do Bacillus magaterium,
0,52mg/ml, foi menor do gue o Km da g~amilase do Bacillus poly
myza, 1,92mg/ml, mostrando que a p~amilase do Bacilius megate-
riym tem mais afinidade ao substrato que a pg~amilase do Baeil—
lus polymyza. As velocidades mAximas de reacao enzimatica fo-

ram semelhantes, 1,04 e 1,02umel/min/mg, respectivamente.
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Ouadro 2. Caracteristicas morfoldgicas e fisiclbgicas da cepa

nels?

Forma
Esporo

Cram {cultura de 18~24h)
Motilidade
Agar nutriente

Agar nutriente com amido
Agar batata

Gelatina

Caseina

lecitinase

MNitrato

Indol

v.P,

V.M.

Citrato

Catalase

Respiracan

Produgac de acidotgas
Tenperatura crescimento

bastac, tamanho (,5-1,2/1,8-6,0u

tamanho: 1,0-1,5/1,5-6,0u

forma: oval e esférico

posicac: terminal

espordngic: definido e deforma a parede celuy
lar

variavel

mvel

colonias tamanho (1-2mm), translicidas, loba

das e aderentes a0 melo

halo de hidrdlise de & a 7nm

serelhante ao agar nutriente

fraca liguefagao

hidrolisa

positiva

reduz

negativo

positivo

positive

negativo

positivo

anaerdbio~facultativa

glucose, anaercbicamente

Stima: 300-359C

maxdimas 440-450C

As técnicas empregadas segundo © Manual de Laboratorio (24).
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Quadro 3. Caracteristicas morfoldgicas e fisiolbgicas da cepa

ne472

Forma

Esporo

Gram (cultura 18-24h)
Motilidade
Agar nutriente

Agar mutriente amido
Agar batata

Gelatina

Caszeina

Ilecitinise

Nitrato

V.P.

V.M.

Citrato

Catalase

Resplragao

Producao &cido, nao gas

Temperatura crescimento

hastao, tamanho 1,0-1,5/2,0-5,0u
tamanhos 0,8-1,5/1,0-2,04
forma: oval e lrreguiar
posicao: central e para—central
esporangic: nao definido
positivo e variavel

movel

colonias tamanho {3-4dmn) . lisas, conve:as,
cor creme e amarelada

halo de hidrllise de 2 a 3m
colonias lisas e de cor crepe
liguefaz

hidrolisa

negativa

reduz

negativo

positive

positive

positivo

aertbia

glucose, sacarcse, manitol
Otima: 250-38CC

miimas 440-459C

As técnicas empregadas segundo o Manual de Laboratdorio (24).



Ouadro 4. BEfeito de alqumas fontes de nitrogénio na produgio da  g-amilase microbiana

Fonte nitrogénio 1%

Baeillus megatertum®

Bacillys polymyxa**

massa celular atividade pH massa celular atividade pH
g/1 wnel /ml g/l wrel /ml

Triptona 8,75 648 8,3 2,8 6605 8,6
Paétmna 8,50 241 8,4 2,5 4532 8,6
Caseina ke 100 8,3 R 8040 8,6
Farinha de soja ~FER 146l 8,5 ~FxF 5847 8,4
{desengordurada)l
Extrato de carne 2,0 120 7,9 1,70 1300 7,8
Meio base (@) 2,5 197 7,8 1,5 2106 7,8

*
Incubacdc por 24h a 28°C em agitador rotatdrio a 250r.p.m.

** p— - ]
Incubagao por 24h a 35°C em agitador rotatoric a 250r.p.m,

*x

{a)

Extrato de levedura 1%,

amido 1%, pH7,0

*
Prejudicado devido a substancias insolivels

G9



Quadro 5. Efeito da fonte de carbono na produgio da g-amilase microblana

Bacillus megaterium®

Baeillug polymyma**

Fonte Carbono 1% massa celular atividade pH massa celular atividade pH
u/l g~arilase/ml g/1 g~amilase/ml
Amido 8,70 850 8,4 2,80 8590 8,6
Amido hidrolisado'®! 8,71 124 8,4 2,90 5386 8,5
amilose 8,75 502 8,3 3,00 6579 8,4
Amilopectina O 8,72 703 8,4 2,82 8040 8,3
Dextrina 8,35 638 8,3 2,73 6817 8,2
Extrato malte 3,02 42 7,6 0,52 45 8,1
Frutose 6,00 57 6,0 1,68 120 6,2
Glucose 8,42 58 6,2 2,79 650 6,1
Galactose 8,41 29 8,1 2,30 827 8,3
Lactose 4,95 0 6,0 1,91 0 6,3
Maltose 8,73 404 8,2 2,76 4362 8,4
Manose 5,03 0 6,2 3,52 0 6,1
Sacarose 4,54 0 6,1 2,63 0 5,8
Sorbitol 5,10 28 7,6 1,94 87 7,5
Xilana hhk 29 6,7 ok 95 6,2
veio base® 4,45 25 8,0 1,70 410 8,0

*

Incubado por 24h a 28°C em agitador rotatdrio a 250r.p.m.
* &

Incubado por 24h a 359C em agitador rotatdrio a 250r.p.m.

* ¥k

Prejudicado devido a substincias inscliveis

{a)Hidrolisadc com s-amilase até ponto acromatico

() Amido de Waxy Corn (1% amilose)

EC}Extratm de leveduras 1%, triptona 1%, pH7,0

99
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Quadro 6. Efeito da concentracdo do amido na produgao da g-ami

lase microbiana*

sy e i i

amido Azl Lase PH g-amilase pH
{%) ymol /ml pmel,/ml

0,5 1280 8,5 4192 8,6

1,0 842 8,5 8800 8,5

2,0 132 8,6 3772 8,5

3,0 143 8,4 5116 8,4

5,0 89 8,3 512 8,3

meic base 120 (3) 8,0 640 (P 8,0

b
Massa celular: prejudicada devido a substancias insoluveis

& W — -
Incubacdo por 24h a 28°9C em agitador rotatdrioc a 250r.p.m.

& %k — -
Incubacac por 24h a 359C em agitador rotatdric a 250r.p.m.

(a)Farinha de soija 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0

{b)Caseina 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0



Quadro 7. Efeito da concentragao da fonte de proteina na produgac da B-ami

lase microbiana*

Baeillue megaterium** Baeillus polymyra***

Determinagao Concentragao da Farinha Soja  Concentragac da Caseina

(s) 2 (2) P

0,5 1,0 2,0 3,0 5,0 0,5 1,0 2,0 3,8 5,0

Atividade da

830 1230 720 470 420 4234 9750 6730 2182 860
A-amilase {umol/ml)

pH 8,5 8,4 8,4 8,4 8,2 8,6 8,5 8,5 8,4 8,4

* .y ‘ -
Massa celular: prejudicada devido a substancias insoluvels
* % w 2
Incubado por 24h a 289C em agitador rotatdrio a 250r.p.m.
* k¥ . P
Incubado por 24h a 350C em agitador rotatbrio a 250r.p.m.

(a}Meio cultura: amido 0,5%, extratc de levedura 1%, pH7,0

(b>Meic cultura: amido 2%, extrato de levedura 1%, pH7,0
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Quadro 8. Efeito do extrato de levedura na producgac

da B8-amilase microbiana

Baeillus megaterium**

Meio de cultura* Massa celular Atividade

Bacillus polymyxa***
Massa celular Atividade

g-amilage pH p-amilase pH

g/l /ml. g/l /ml
Com extrato levedura 1% 8,2 850 8,4 2,82 8620 8,4
Sem axtrato levedura _ 4,7 289 8,2 1,7 930 8,3

*
Compesto de triptona 1%, amido 1%, pH7,0

-

**

*
Ingubado por 24h a 28°C no agitador rotatdrio a 250r.p.m,

*
Incubade por 24h a 359C no agitador rotatdrio a 250r.p.m.
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guadro 9. Purificagao da g-amilase do Bacillus megaterium

- . Atividade
Procedimento At}(‘g;ﬂgi?,;{gﬂ mg proteina/ml especifica
{UA/mg prot.)

Precipitagac com

(1\11{4)2&}4 a 803 412 0,272 1515
Fracionamento em 1350 0,042 32143
coluna DEAE-celu-

loge
Fracionamento em 1250 0,035 35714
coluna de CM-ce-

Iulose

UA: unidade de atividade
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Quadro 10. Purificacao da g-amilase do Baeillus polymyza

Atividade/ml mg proteina/ml  Atividade

Procedimento especifica
(urol/ml) {UB/mg prot.)
Precipitagac com 3310 0,267 12397

(NHy) ,S0, a 80%

Fracionamento em

colina de DEAE~ 9150 0,045 203044
celulose
Fracicnamento em 9760 0,038 256885

colona de OMecaelu~
Jose

U4: unidade de atividade
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Ouadre 11. Efeito dos sais metidlicos na atividade da BR—amila-

se microbiana*

fon metilico Atividade relativa da B-amilase (%)

1x10™3 M Baeillue megateriwm Baeillus polymyxa
Nenhum igo 180
AgNO3 4,2 6,4
BaClo 98 99
cacCl, 100 101
CuB0y 2,3 2.1
CoCls 97 100
FeCly 52 48
HgCly 1,8 2,0
MgSOy 100 100
MnS0y 84 86

& . .
Mistura enzimiatica: tampao fosfato: 0,05M, pH7,0, com amido

12 e 0,001M do ion do metal e enzima (4,5ng proteina/ml)
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Quadro 12, Efeito inikbitdrio do p-cloromercuriobenzoatso S0~

bre a B-amilase microbiana e subseqgliente reativa-

cac com cisteina*

Componentes Atividade relativa da f-~amilase (%)
PCMB Cisteina Baeillus megaterium Bacillus polymyze
1074 M 1073 M
0,0 0,0 100 100
2 0,0 4,3 4,2
4 0,0 3,0 2,8
2 2 92 o8
4 2 g8 95

*Mistura enzimdtica: Sml(lml PCMB 0,001M ou 0,002M; 1,5ml tampdo
fosfato 0,1M, pH7,0; 2,5ml solucdo enzimdtica, 90mg proteina
/ml), incubada a 25°C por lh. Na reativagac re-incubou-se 2,3
ml da mistura enzimdtica por 1 hora a 259C + 2,5ml de solugdo

de cisteina em tampao fosfato 0,05M, pH7,0.



74

Quadro 13. Influéncia da temperatura na produgac da g-amilase

do Bacillus polymyxa por 60h no mini-fermentador

Temperaturas Massa celular?* Atividade da B-amilase
oC g/l uymol /ml UA /g MO
25 2,5 3500 1400
30 3,4 5000 1470
35 4,1 7500 1829
40 2,2 0 0
42 Z,1 o 0

# - - . —
Correspondente & maxima produgac da

Meio de cultura:

amido 1%, triptona

1%, pH7,0; aeracgao

UA: unidade de atividade

MC: meio de cultura

enzima

1%, extrato de levedura

1 volume/volume.,



guadro 14. Algunmas propriedades

da f~amilase

Bacillus Bacillus  Bacililus Bacillus Baeillus Bacillus Pseudomongs Cevada Trigo Soja Batata
ot megaterium* megaterium polymyxd® polymyea  cereus Qereus BOE (50} {malte} (32) {19 doce
Caracteristicas (23) ATCC8523  (55)  BOLO(SD) (44) (5)
(47)
Faixa de pH O~ 6,5 6,5 7,0 6,8 6,57 6~7 6,5-7,4 5,2 5,3 5-6 4,8
time
Faiza de esta- 5-9 5-7,5 6~8 - - - 6,5-8 4,5-8 4,59,2 4-9 3,56
bilidade
Faixa de tempe
ratura Otima 50 - 45-50 45 50 45-55 4555 50 40~50 50~55 40~45
(¢}
Estabilidade abaiwo abaixo abaixoc abaixo abaixo abaisxo
termica - 60 60 60 60~65
(o) 45 55 45 55 45 55

*®
Cepas por nés isoladas

GL
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FIGURA 2. CORRELACED ENTRE O EFEITO DA TEMPERATURA NA PRODUCAC DA R~AMILASE

PELO Bacillus megateriwnm E A CURVA DE ARRHENTUS
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Meio de cultura: amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,
incubado por 24h no incubador de temperatura gradiente, com uma agita-

cao de 70 ciclos/min.
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FIGURA 3. EFEITO DA TEMPERATURA NA PRODUCAC DA A-AMILASE PELO Bacillus:

megaterium

785 4

S

ATIVIDADE /3 AMILASE { tmol/min/mi) x 0°
2]
tn

20

TEMPERATURA %C

Meio de cultura: maltose 1%, triptona 1%, extrato de levedwra 1%, pH/,0,
incubado por 24h no incubador de temperatura gradiente, com uma agitagao

de 70 ciclos/min.
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FIGURA 4. CORRELACEO EWTRE O FFETTO DA TEMPERATURA NA PRODUCEO DA g~AMITA
SE PELO Bacillus polymyxa E A CURVA DE ARFHENTUS
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Meio de cultura: amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0, in
cubado por 24h no incubador de temperatura gradiente com agitagao de 70

ciclos/min.
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FIGURA 5. EFETTO DA TEMPERATURA NA PRODUCEO DA 8-AMITASE PEIO Bacillus

polymyza
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Meio de cultura: maltose 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH/Z,0,

incubade por 24h no incubador de temperatura gradiewte, com uma agitagao

de 70 ciclos/min.
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PIGURA 6. ESTUDO DA RELACED ENTRE O TEMPO DE FERMENTACAO E PRODUCAD DA 8-

AMITASE, MASSA CELUIAR E pH PEIO Bacillus megateriwm
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Meio de cultura: amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,

incubado a 28°C no mini-fermentador.
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FIGURA 7. ESTUDO DA RELACEO ENTRE O TEMPO DE FERMENTACEO E PRODUCEC DA

g~ AMITASE, MASSA CELULAR E pH PELO Bactllus megaterium
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Meio de cultura: maltose 1%, triptcﬁna 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,

incbado a 289C no mini-ferwentador.
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FIGURA 8. ESTUDO DA RELACED ENTRE O TEMPO DE FERMENTACEO E PRODUCRO DA

g-AMITASE, MASSA CELULAR E pH PELO Bacillus megateriwn

{0.0 1 . 8.0
LTS
(5}
e
»
- 78] 105 L 8.0
13
™
=
E
pc
£ 754
g
= 0s
— [
a P
- d
ol =
= 50 4 704 . 7.0
< w
SO Rl x
i f, =%
3 w0
= o«
=l =
> 525]
=
<
A . Asividada ﬁ Gmilass
25] 35 e b PH 6.0
e [ e MiTrS3Q RN
575
0.0 oai, y . L
o 20 40 [14]

TeERPO {HORAS)

Meio de cultura: amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,

incubade a 28°C no agitador rotatdrio.



FIGURA 9. ESTUDO DA RETACED ENTRE O TEMPO DE FERMENTACEO E PRODUGEO
R-AMITASE, MASSA CELULAR E pH PEIO Bactlius megateriwn
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Meio de cultura: maltose 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%1, pH7,0

incubado a 28°C no agitador rotatdrio.
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FIGURA 10. CROMATOGRAMA DO CONSUMO DOS PRODUTOS DE HIDROLISE DO AMIDO NO

MEIO DE CULTURA COM O TEMPO DE FERMENTACAO PARA O Bacillus

megaterium
5.
G: % %
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HORAS

Meio de cultura: amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0, -

incubado a 28°C no mini-fermentador . G; - glicose; Gy — maltose; G3 -

maltotriose; P - padrao de agucares.



FIGURA 11. CROMATOGRAMA DA PRODUCAO DA ENZIMA NO MEIO DE CULTURA COM O

TEMPO DE FERMENTACAO PARA O Bacillus megaterium
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Meio de cultura: amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,
incubado a 28°C no mini-fermentador. G; - glicose; G, - maltose; G3 -

maltotriose; P — padrao de acucares.
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FIGURA 12. CROMATOGRAMA DO CONSUMO DE MALTOSE, NO MEIO DE CULTURA COM O

TEMPO DE FERMENTACAO PARA Bacillus megaterium

Meio de cultura: maltose 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,
incubado a 28°C no mini-fermentador. G; - glicose; Gy — maltose; Gz -

maltotriose; P — padrao de aglcares.
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FIGURA 13. CROMATOGRAMA DA PRODUCAO DA ENZIMA NO MEIO DE CULTURA COM O

TEMPO DE FERMENTACAO PARA O Bacillus megaterium
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Meio de cultura: maltose 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0.
incubado a 28°C no mini-fermentador. G; - glicose; Gp - maltose; G3 -

maltotriose; P - padrao de agucares.
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FIGURA 14. ESTUDO DA REIACAO ENTRE O TEMPO DE FERMENTACAO E PRODUCAO DA

g-AMITASE, MASSA CELULAR E pH PEIO Bacillus polymyxa
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Meio. de cultura: amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,

TEMPD (HORAS)

incubado a 35°C no mini~fermentador.
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FIGURA 15, ESTUDO DA RELACAD ENTRE O TEMPO DE FERMENTACEO E PRODUCAD TR

B~AMITASE, MASSA CELULAR E pH PEID Bacillus polymyza
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Meio de cultuia: maltose 1%, triptoha 1%, extrato de levedura 1% ' pH7,0,

incubado a 359C no mini-fermentador.



FIGURA 16. ESTUDO DA RELACEO ENTRE O TEMPO DE FERMENTAGAO E PRODUCAO

R-AMITASE, MASSA CELULAR E pH PELO Bacillus polymyza
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Meio de cultura: amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,

incubado a 35°C no agitador rotatdrio.
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FIGURA 17. ESTUDO DA RELACAO ENTRE O TEMPO DE FERMENTACEO E PRODUCEO DA

g-AMITASE, MASSA-CELULAR E pH PEILO Bactillus polymyza
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Meio de cultura: maltose 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,

incubado a 359C no agitador rotatorio.



FIGURA 18. CROMATOGRAMA DOS PRODUTOS DA HIDROLISE DO AMIDO COM O TEMPO

DE FERMENTACAO PARA O Bactillus polymyxa

Meio de cultura: amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,
incubado a 35°C no mini-fermentador. Gj - glicose; G, - maltose; G3 —

maltotriose; P — padrao de agucares.
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FIGURA 19. CROMATOGRAMA DA PRODUGCAO DA ENZIMA NO MEIO DE CULTURA COM O

TEMPO DE FERMENTACAO PARA O Bactillus polymyza
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Meio de cultura: amido 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,
incubado a 35°C no mini-fermentador. G; - glicose; G, - maltose; G3 -

maltotriose; P - padrao de aglcares.
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FIGURA 20. CROMATOGRAMA DO CONSUMO DA MALTOSE NO MEIO DE CULTURA COM O

TEMPO DE FERMENTACAO PARA O Bactillus polymyzxa
G .

STLE

Meio de cultura: maltose 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,

incubado a 35°C no mini-fermentador. G; - glicose; Gp - maltose; G3 -

maltotriose; P - padrao de aglcares.
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FIGURA 21. CROMATOGRAMA DA PRODUCAO DA ENZIMA NO MEIO DE CULTURA COM O

TEMPO DE FERMENTACAO PARA O Bacillus polymyza
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Meio de cultura: maltose 1%, triptona
incubado a 35°C no mini-fermentador.

maltotriose; P - padrao de agUcares.

1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,

Gy - glicose; Gy - maltose; G3 -
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FIGURA: 22, ESTUDO DA RELACAO ENTRE O TEMPO DE FERMENTACAO E PRODUCAOC DA
g-AMITASE, YASSA CELULAR, pH E CONSUMO DA GLICOSE PELO Bacil-

lus polymywa
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Meio de cultura: glicose 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH7,0,

incubado a 309C no mini-fermentador.
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FIGURA 23. ESTUDO DA RELACKO ENTRE O TEMPO DE FERVMENTACKO E PRODUGAD DA
g-AMITASE, MASSA CELULAR, pH E CONSUMD DA GLICOSE PELO Bacil-
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Meio de cultura: maltose 0,5%, glicose 0,5%, triptona 1%,

vedura 1%, pH7,0, incubado a 30°C no mini-fermentador.

extrate de le-
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FIGURA 24, mmmmagﬁomdmmmmgﬁosmﬂnﬁo DA

B-AMITASE , MASSA CELULAR E pH PELO Bacillus polymyxa
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Meio de cultura: maltose 1%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, pH?,0,

incubado a 309°C no mini-fermentador.
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FIGURA 25. CROMATOGRAMA DA B-AMILASE DO Bactillus megateriwm EM COLUNA DE

CEAE-CELALOSE
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FIGURA 26. CROMATOGRAMA DA 8-AMILASE DO Bacillus megateriwn EM COLUNA DE

CM~-CELULOSE
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FIGURR 27. CROMATOGRAMA DA 8-AMILASE DO Bacillus polymyxa B QOLUNA DE

DEAB-CETLULOSE
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FIGURA 28. CROMATOGRAMA DA B~AMILASE. DO Bacillus polymyza EM COLUNA DE

CM—CELULOSE
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FIGURA 29. EFETTO DO pH NA ATIVIDADE DA g-BMITASE DO Bacillus megaterium
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Tncubou-se Iml da solugao enzimatica (451ig proteina/ml) em Sml da solu-

cao de amido a 1% a 40°C por 30 minutos.
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FIGURA 30. EFETTO DO pH NA ATIVIDADE DA B-AMIIASE DO Bacillus polymyxa
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Incubou-se Iml da solugio enzimitica (45ug proteina/ml) em 9mi da solugao

de amido a 1% a 40°C por 30 mimutos.
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' FIGURA 31. EFETTO DO pH NA ESTABILIDADE DA 8~AMITASE DO Bacillys megaterium
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FIGURA 32. EFETTO DO pH NA ESTABILIDADE DA R-AMILASE DO Bactllus polymyza

ATIVIDADE RELATIVA (%)

Ineubou-se S5ml da solugdo enzimftica (45pg proteina/ml) + Smi da solucao

tampdo a temperatura +28°C por 12 horas.
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FIGURA 33. EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DA g-AMILASE DO Baeillus

megaterium
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Incubou-se 1ml da solugao enzimitica (45ug proteina/ml) em solugdo de a-

mido a 1%, pH6,5 por 30 minutos.
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FIGURA 34. EFEITQ DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DA B-~AMITASE DO Bactilus

polymyxa
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Tncubou-se 1ml da solucao enzimitica (45ug proteina/ml) em solugao de a-

mido 1%, pH7,0, por 30 minutos.
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FICURA 35. FFETTO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE DA B-AMILASE DO Bacillus

megaterium
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Tneubou—-se 5ml de solucao enzimatica (90ug proteina/ml) a diferentes tem-

peraturas por 30 minutos
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FIGURA 36. EFETTO DA TEMPERATURA NA ESTABITIDADE DA B—~AMITASE DO Bacillus
polymyxa
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peraturas por 30 minutos.
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FIGURA 37. HIDROLISE DO AMIDO PELA ACAO DA B-AMIIASE DO Bacillus mega-

terium
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Mistura da reagao: solugao de amido 0,5% em tanpaoc fosfato 0,05M, pH7,0,
com enzima (330U0.A./ml). BR — enzima bruta, precipitagao (NHg)280,. DS -
enzima purificada com DEAE-celulose. CM - enzima pufificaﬂa com (M-celuio

B,
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FIGURA 38. HIDROLISE DO AMIDO PELA ACEO DA B-AMILASE DO Bacillus polymyza
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Mistura da reacao: solugao de amido 0,5% em tampao fosfato 0,05M, pH7,0,
com enzima (330U.A./ml). BR - enzima bruta, precipitacao (NHg)280,; DS -

enzima purificada com DEAE-celulose; CM - enzima purificada com (M-celu-

lose.
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CONCLUSODES

Dos 851 microrganismos isolados de varias fontes, apenas du
as bactérias do solo, identificadas como Bacillus polymyzrae

Bacillus megaterium, produziram p-amilase.

A B—amilaée do Baeillus polymyza por nos estudada, apresen-
tou semelhanca em relagao aos produtos de hidrdlise da g-a-

milase do Bacillus polymyxa ATCC8523.

A p-amilase do Bacillus megaterium por nds estudada, apre-
sentou caracteristica semelhante com relagao aos produtos
de hidrdlise da g-amilase dos vegetais e diferente da g-ami

lase do Bacillus megaterium, cepa n®32 (23).

A melhor faixa de temperatura para a producao da p-amilase
do Baciillus megaterium £foi entre 260 e 290C e para a produ-

cdo da p-amilase do Baeillus polymyxa entre 340 e 36°C.

a) O amido no meio de cultura foi o melhor indutor das B-a—
milases microbianas por nos estudadas.

b} A caseina foi a melhor fonte de nitrogénio para o Baeil-
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lug polymyxa, enguanto que a farinha de soja, usada como
fonte de nitrogénic, fol melhor para o Bacillus megateri

um‘

6. As f-amilases microbianas purificadas apresentaram semelhan

cas nas suas propriedades fisico—quimicas:

6.1. apresentaram um pH dtimo entre 6,5 e 7,0 e a temperatura

otima entre 450 e 500C.

6.2. foram estaveis na faixa de pH entre 6,5 e 9,0 e termoesta

veis a temperatura abaixo de 50°C.

6.3. as atividades foram inibidas pelos lons metalicos Hg++ ’

++ + .
e ', Ag e p-cloromercur iobenzoato.

6.4, a inibicdo pelo p-cloromercuriobenzoato f£0i reativada pe-

1a cisteina.

§.5. as enzimas B-amilase purificadas apresentaram semelhangas
na percentagem de hidrdlise: 61,8% para Baetillus megateri
um e 68,8% para Bactllus polymyza. Esta percentagem para
o Baeillus megaterium £01 quase que totalmente em maltose,
Entretanto, para © Bactllus polymyza, a percentagem de mal

tose fol 84,2%.

6.6. os valores de Km e Vmax da g~amilase do Baetillus megaterti
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um e do Baeillus polymyza para o substrato amido foram de
0,52ng/ml e 1,04umeol/min/mg, e 1,92mg/ml e 1,02umol/min/mg,

respectivamente.
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