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14 you don't expect, you'fll
never necognize the unexpected.

(HERACLITO)



RESUMO

Qitocentas e sessenta e tréé linhagens de fungos foram iso
ladas do solo de plantagoes de cana de aglcar, assim como de varas
de cana deterioradas, e testadas quanto 3 atividade de dextranase.
Nesta selegao, foi encontrada uma linhagem de Pendcillium sp que

produz alta atividade de dextranase quando cultivada em meio 1iqui

do contendo dextrana como unica fonte de carbono.

Estudaram-se as condigoes otimas de produgao de dextrana
se, quanto a fonte de carbono, de nitrogenio, concentragao de dex
trana no meio e temperatura de incubagao. A dextranase foi produzi
da em fermentagao submersa em meio contendo dextrana, farinha de
soja desengordurada, extrato de levedura, KHZPOh e MgSOh.7H20 em

pH 6,0 a 30¢°C.

A enzima bruta foi purificada atraves de cromatografia em
coluna de DEAE-celulose e de CM-celulose. A caracterizagao da~enzi
ma mostrou que a temperatura oOtima da dextranase €¢ de 50%C,e o pH
otimo de 4,2. A enzima se mantém estavel a 402C durante 7 horas. 0

~pH de estabilidade se encontra na faixa de pH 4,2 a 5,0. A dextra
2+

nase de Peniciflium sp é fortemente inibida por fons Agt¥ , Mn ,

Fe2+ e ng+. Na hidrélise da dextrana a enzima libera glicose, iso

maltose e isomaltotriose como produtos principais.

Na aplicac3o da dextranase de Peniciffium sp na hidrdlise
da dextrana em caldo de cana e em aglcar cristal, a Mmesma apresen

tou resultados satisfatorios.



SUMMARY

Etght hundred and sixty three strains of fungi were iso
lated from cane sugar fields and deteriorated cane sugar and exa
mined for production of dextranase. It was found a strain of
Penicillium sp which has produced highest activity of dextranase
when the strain was cultivated in liquid medium which contained

dextran as the sole carbon source.

The optimal condition for dextranase production by the
fungus was studied and found that dextranase was produced in sub
merged culture in medium containing dextran, 5g; defatted soy

flour, 10g; yeast extract, 5g; KHzpo“, 5g and MgSOu.7H20, 2,59
in 1 liter, pH 6,0 at 30¢C.

The crude enzyme was purified by DEAE-cellulose and CM-
cellulose column chromatography. The enzyme was most active at
pH 4,2, and the temperature optimum was near 5029C. The dextréni
se was stable over a pH range from 4,2 - 5,0 at 40°C for 7 hours.
The enzyme was strongly inhibited by Ag™t , Mn2+, Fe2+ and ng+
_ions. The main hydrolysis products of dextran were glucose, iso

—

maltose and isomaltotriose.

The application of Peniciffium sp dextranase in remo
ving dextran. from raw cane sugar juice and raw sugar showed sa

tisfactory results.
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1. INTRODUGAO

0s polissacar{deos conhecidos como dextranas sao polime
ros homélogos formados por unidades de D-glicopiranose ligadas en
tre si, predominantemente, através de ligagbes glicosidicas @-1,6.
Dextranas s3o sintetizadas a partir de sacarose por bacterias da
famflia Lactobaciliacéae, principalmente.espécies dos géneros leu
conostoc sp, Streptococcus sp e Lactobacillus sp. Entre as espe
cies do género Leuconostoc sp, destacam-se as espécies Leuconos-
toc mesenteroldes e L. dextranicum, sendo que a producao industri
al de dextrana € feita a partir da fermentagao de sacarose por
L. mesenternoides, A enzima que cataliéa a sintese da dextrana a

partir de sacarose € a dextransacarase.

A estrutura e as propriedades fisico-quimicas das dextra

nas variam muito entre as varias espécies produtoras, e dependem
das condigSes de cultivo do microrganismo, tais como, concentra

¢ao de sacarose, pH do meio, aeragdo e temperatura de incubagao.

A proporgdo de ligagdes a-1,6 das dextranas varia de 52
a 97%. As ramificagdes sdo feitas através de ligagoes glicosidi

cas a-1,2, a=1,3 e a-1,4,

A maioria das dextranas apresenta peso molecular elevado,
da ordem de 105 a 107, ou mais. Em conseqléncia do elevado peso
molecular, as mesmas sao insoldveis em 31cool etilico a 40 a 50%,

porém, a maioria € soldvel em dgua. No entanto, a solubilidade das
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dextranas em agua decresce § medida que aumenta a proporgao de 1i

gagoes glicosidicas diferentes de @-1,6, Dextranas sao compostos

altamente dextrorotatdrios.

Em fung3o das suas caracteristicas fisico-quimicas, as

dextranas apresentam diversas aplicagoes.

Solugoes estéreis de dextrana, de peso molecular médio

de 75.000, sao utilizadas como expansores do plasma sangiineo e

inclusive como substitutos do sangue.

Uma aplicagao de grande importancia da dextrana € a sua
utilizagao como suporte de resinas para cromatografia de afinida

de e de exclusao molecular.

A utilizagao de dextrana como espessante para alimentos

L4 =~ . Y ~
torna-se possivel gragas a viscosidade apresentada por solugoes de
dextrana e ao fato das mesmas nao apresentarem sabor, cor earoma,

além de serem inScuas para a salde.

Por outro lado a presenga de dextrana pode assumir conse

qUéncias bastante adversas,

Ha alguns anos vem sendo estudado o papel da dextrana na

etiologia da carie dental, embora o mecanismo de agao ainda apre

senta alguns aspectos que nao foram totalmente esclarecidos.
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Outro aspecto adverso da dextrana € a presenga da mesma
no caldo de cana durante o processamento. Entre os fatores que
contribuem para a infecgdo da cana por bactérias da familia Lac-
tobacillaceae podem ser citados a pratica da queimada, as gea
das, o uso de colhedeiras mecanicas e a estocagem de cana corta

.da.

No caldo de cana contaminado por dextrana ocorre abaixa

mento do pH devido 3 presenca concomitante de dcido latico e acé
tico, sendo que este fato exige quantidades exageradas de cal durante a

neutralizagao.

A presenga da dextrana propriamente dita no caldo, leva
ao aumento na viscosidade do caldo e do melago, diminuigao da ve
locidade de decantacdo , dificuldade de filtragao, formacgao de
crostas e deficiéncia na transferénciavde calor nos aquecedores,
diminuigao da velocidade de cristalizagao e alongamento do eixo
e dos cristais de aglcar. 0 aglicar resultante & de baixa quali

dade, dificil de manipular, secar e empacotar.

Existem diversos métodos fisicos e quimicos para @ remo
¢ao da dextrana no caldo de cana, tais como ultrafiltragao, dia
lise, osmose reversa, hidrolise acida, exposigao a ultrassom e

luz ultravioleta. No entanto,estes métodos sao inadequados para

o tratamento de grandes volumes de caldo de cana.

Um dos métodos mais promissores para a eliminagao da
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dextrana € o tratamento enzimidtico do caldo de cana contaminado.Epn
z{mas possuem a vantagem ae serem altamente eépecfficas, de apre
sentarem atividade em condigoes brandas de pH e temperatura, baixa
toxicidade e requererem baixas dosagens. As enzimas de origem micro
biana apresentam além das vantagens citadas, a vantagem do baixo

custo de produgao.

A enzima dextranase (a-l,6~D-glfcano 6~glicanchidrolase ,
EC 3.2.1.11) é uma enzima capaz de hidrolisar ligagoes glicosidi

cas a-1,6 da dextrana,

A ocorréncia de dextranase tem sido descrita em diversos
tecidos de mamiferos e inumeros microrganismos. Entre os tecidos
de mamfferos incluem-se a mucosa intestinal, o figado, o bago e o

rim,

O0s microrganismos produtores de dextranase incluem inGme
ras espécies de fungos, principalmente dos géneros Peniciﬂﬁiam'sp,
Spicaria sp, Chaetomium sp e Fusarium sp. As bactérias mais fre
qUentémente citadas como produtoras de dextranase pertencem aos gé
neros Lactobaciffus sp, Pseudomonas sp, Cellvibrio sp, Streplococ
cus sp e Brevibactenlum sp. Muitos dos microrganismos produzem dex
tranase apenas quando cultivados em meio contendo dextrana como
nica fonte de cafbono, ou seja, trata-se de uma enzima indutivel.A
1ém da prépria dextrana, os oligossacarideos da série isomaltose
de elevado peso molecular, a dextrana oxidada, a dextrana Insolu

vel ou ésteres derivados da isomaltose,servem como indutores da
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sintese de dextranase,

As dextranases podem ser subhdivididas em endo e exoenzi-
mas de acordo com o mecanismo de agao das mesmas. As endodextrana
ses cindem as ligacdes glicosidicas @-1,6 da molécula de dextrana
ao acaso, enquanto que as exodextranases liberam unidades de gli

cose a partir da extremidade nao-redutora da molécula do polimero .

Tomando como referénciaa localizagao das dextranases,

as mesmas podem ser classificadas em extra e intracelulares. Os
fungos produtores de dextranase descritos na literatura, produzem
enzima extracelular, enquanto que entre as bactérias produtoras

de dextranase, encontram-se enzimas de ambos os tipos.

Considerando-se os efeitos adversos que a presencga da
dextrana provoca no processamente do caldo de cana e dada a eleva
~da produgao de aglcar a partir de cana no Brasil, o presente tra
balho visou o isolamento de uma espécie de fungo produtora de
dextranase extracelular. Uma vez isolado o fungo Peniciffium sp
em melo l1fquido, procedeu-se a caracterizagao e ao estudo da via

bilidade de aplicagao industrial da mesma.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em 1948, Ingelman (21 ) cultivara a bactéria Cellvibrio

§ulva em meio liquido contendo dextrana, NaN03, KZHPOA e
Mg$0,.7H,0 durante virios meses. Apds dialise, centrifugagao e
filtragao do caldo de cultura, o autor obtivera o extrato enzima
" tico e utilizara o mesmo para'o estudo da hidrolise enzimatica da
dextrana de peso molecular 2 000 000. Ingelman verificara que a
viscosidade da solug3o de dextrana diminuira ao mesmo tempo em
que a concentragSo.de aglUcares redutores aumentara. Trabalhando
com diferentes concentragoes enzimaticas, o autor verificara que
a diminuigao da viscosidade da solugao de dextrana fora propor

cional 3 concentragao de enzima. Ingelman observara também que o

pH Stimo da enzima se situara em pH 5,2 a 5,3.

Em 1949, Hultin e Nordstrdm (20), analisando 30 dife
rentes fungos, verificaram que as linhagens Pendicillium Lilacinum
Thom, Pendicifllium funiculosum Thom e Venticillium coccorunm (petch)
Westerdijk apresentaram atividade de dextranase, quando cultivadas
em meio 17quido que contivera dextrana de baixo peso molecular
como Gnica fonte de carbono. Outrossim, verificaram que culturas
submersas destes fungos resultaram em maior atividade enziratica
do que culturas em meio s6lido. Os autores observaram que o pH
6timo de produgdo de dextranase fora 4,0. A atividade da enzima
havia sido medfda atraveés da diminuigao da viscosidade, assim co

mo da liberagao de agucares redutores.
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No mesmo ano, Bailey e Clarke ( 1 ) procuraram verificar
a existéncia de um microrganismo produtor de dextranase do ruamem
de gado. Neste estudo isolaram duas linhagens de Lactobacillus
bifidus. 0 mesmo bacilo fora isolado das fezes de uma crianga lac
tenie. As tres linhagens secretaram dextfanase extracelular. lIncyu
bando esta enzima com dextrana essencialmente linear, produzida
por Streptococcus bovis, obtiveram isomaltotriose, isomaltotetrag
se, isomaltopentaose, isomaltohexaose e tragos de isomaltoheptaose
como produtos da hidrdlise. A hidrolise nio levara a formagao de
isomaltose ou glicose. Completando o estudo da dextranase bhacteria
na, Bailey e Clarke notaram que a mesma nao apresentara a capaci
dade de hidrolisaf isomaltose, isomaltotriose, isomaltotetraose e
isomaltopentaose, enquanto que isomaltohexaose fora fracamente hi
drolisada e isomaltoheptaose e isomaltooctaose foram rapidamente
hidrolisadas. 0 pH 6timo para esta enzima fora de 5,4 a 6,5 e a

temperatura otima situara-se na faixa de Lo a 50¢9C.

Mais tarde, Tsuchiya et. al. (54 ), em 1962, encontraram
20 linhagens de Peniciflium Lilacinum, P. funiculosum, P. verriculosum
e Spicaria violacea que produziram dextranase extracelular em fer
mentagao submersa. Os autores notaram que um concentrado de amila
se de Aspengillus nigen NRRL 330 também apresentara a capacidade
de degradar a déxtrana. 0 pH otimo para todos.os fungos situara-
se na faixa de pH 4,0 a 5,5. A dextranase que fora produzida por
P. funiculosum hidrolisara rapidamente a dextrana homologa. Em re

lagao a dextranas heter6logas testadas pelos pesquisadores, a mes
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ma mostrara atividade em grau variavel.

No mesmo ano, Whiteside~Carlson e Carlson (58 ) inocula
ram solugdoes de dextrana e sais minerais com amostras de solo,as
sim como expuseram estas solugdes ao meio ambiente. Obtiveram o
fungo Aspengiflus sp que mostrara ser Gtil na degradagao de va
rias dextranas. Notaram que ffltrados de culturas deste fungo a
presentaram alta atividade na degradagao do mencionado polissaca
rideo. Durante o intervalo de tempo necessario para que o filtra
do degradasse o polissacarideo a fragmentos de peso molecular em
torno de 75 000, ocorrera a formagdo de pequena quantidade de a
glicares redutores. Fazendo uma analogia com as a-amilases, os au
tores sugeriram o termo endo-dextranase, uma vez que a mesma cin
dira preferencialmente ligagoes glicosidicas distantes dos gru

pos terminais.

Posteriormente, em 1960, Bailey et. al. ( 2 ) estudaram

a agao da dextranase bacteriana sobre diversas dextranas ramifi
cadas em relagao aos produtos da hidrolise. Verificaram que os
hidrolisados de todos os substratos analisados (dextranas de di
versas estruturas quimicas) apresentaram isomaltotriose, isomal
totetraose e isomaltbpentaose. Constataram também que diferentes
proporgoes de ligagdes a-1,6; a-1,4 e @-1,3 presentes nas dextra
‘nas por eles utilizados na hidrolise enzimatica, levaram aos di

versos produtos citados em quantidades variaveis.
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Prosseguindo os .estudos sobre dextranases bacterianas ,
Bailey et. al. (3 ), em 1961, estudaram detalhadamente a agao da
dextranase de Lactobacillus bifidus sobre a dextrana ramificada
elaborada pelo Leuconostoc mesenteroides (Birmingham). Este estu
do mostrara que a enzima hidrolisara o shbstrato, dando origem a
uma complexa mistura de oligossacarideos. Além de isomaltotriose ,
isomaltotetraose, isomaltopentaose e isomaltohexaose, os autores
isolaram um material de grau de polimerizagao superior a 6, um
tetrassacarideo e um pentassacarideo. 0 fetrassacarfdeo mostrara
ser uma mistura de 33-glicosil - isomaltotriose e 32-glicosil -
isomaltotriose. 0 pentassacarideo contivera uma unidade de glico
se unida a outra glicose da isomaltotetraose, sem ser a glicose
terminal, através de ligagao a-1,3, e provavelmente tratara-se de
isomeros. Por-outro lado, os autores verificaram que esta dextra

nase hidrolisara 6-0-a-isomaltohexaosil- e 6-0-a-isomaltoheptao-

silsorbitol em 2 e 3 lugares alternativos, respectivamente.

Bourne et. al. (4 ) comprovaram, em 1962, que ocorre
ra indugao da produgao de dextranase extracelular por linhagens
dos fungos Penicifl&ium Lilacinum e Penicillium funicufosum quan
do estas foram incubadas em meio contendo dextran; nao-ramifica
da de Streptococcus bovis. As propriedades gerais nao pareceram
diferir dos preparados elaborados eﬁ meios coﬁtendo dextrana ra
mificada de Leuconostoc mesenteroides. Os produtos obtidos apés
a hidrolise da dextrana de Streptococcus bovis por dextranase fo

ram glicose, isomaltose e isomaltotriose, sendo que a isomaltose
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fora o produto principal. Este fato sugerira aos autores que a

isomaltotetraose fora a menor isomaltodextrina totalmente hidro

lfsével, uma vez que verificaram que a dextranase hidrolisara
com facilidade dextranas praticamente nao-ramificadas e isomal
todextrinas modificadas ou nao, desde que estas nao contivessem
menos de trés ligagoes glicosidicas. A hidrolise ocorrera prin
cipalmente nas ligacgdes glicosidicas nao terminais. Demonstra-
ram que o nimero de grupos redutores, liberados pela dextranase
a partir de diversas dextranas, diminuira sensivelmente com o]

grau de ramificagao do substrato.

Dando continuidade ao trabalho realizado em 1962, no
ano seguinte, Bourne et. al. ( 5 ) verificaram que as dextrana
ses produzidas por Penicilfium Lifacinum NRRL 896 e Pendicdlflium
duniculosum NRRL 1132, hidrolisaram a dextrana produzida po}
Leuconostoc mesentenoides (Birmingham), dando misturas comple
xas de oligossacarideos. Ambas as enzimas produziram glicose ,
isomaltose e isomaltotriose, além de penta , hexa , hepta e oc
tassacarideos ramificados. A dextranase de PenicilZium funiculosum
produzira também um tetrassacarideo ramificado que analisado em
detalhe mostrara ser-33—a-glicosilisomaltotriose. Os pentassaca
rideos, iguais para ambas as dextranases, foram identificados <co
3

mo sendo 3° -glicosilisomaltotetraose pura ou em mistura em 3

- glicosiliosomaltotetraose. Da mesma forma, os autores verifi

33

caram que os hexassacarideos foram identicos e mostraram ser



-glicosilisomaltopentaose pura ou em mistura com isomeros, nos
quais a ramificacao ocorrera num ponto mais afastado da extremi
dade nao-redutora. O heptassacarideo e o octassacarideo produzi
dos pela enzima de Peniciflium £ifLacinum indicaram a presenga de
3“ -glicosilisomaltohexaose'e 3“ -glicosilisomaltoheptaose, res
vpectivamente. Ambos os sacarfdeos apresentaram-se em mistura com
isdmeros, nos quais a ramificagao estivera localizada em posigao
‘mais afastada da extremidade nao-redutora da isomaltohexaose e
isomaltoheptaose, respectivamente. Os autores verificaram também ,
que o octassacarideo contivera um sacarideo, no qual duas molécy

las de glicose estiveram ligadas através de ligagoes a-1,3 a uni

dade de isomaltohexaose.

Mais tarde, em 1966, Janson e Porath (22 ) isolaram e
caracterizaram a dextranase pura, sintetizada por microrganismo
do género Cytophaga. Neste estudo, verificaram que o peso molecu
lar da enzima se situara em torno de 60 000; o ponto isoeléetrico,
estimado em fungdo da composigao em aminoacidos, em torno de pH
4,0. 0 pH 6timo situara-se em torno de pH 5,0 a 6,5 e a tempera
tura o6tima fora de 50°C. Estudando a especificidade da enzima,ve
‘rificaram que os produtos de degradacao da dextrana de leuconostoc
mesenteroides B-512, foram oligossacarideos de combrimentos va
riados. 0 produto final da degradagao parecera ser a isomaltose,
além de tragos de giicose. A capacidade désta dextrénase de soluy
bilizar totalmente alguns géis de dextrana, como por exemplo Se

phadex G-100, G-150 e G-200, indicara ser um endo-enzima. Os au
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tores nao encontraram nenhum inibidor para a enzima.

7evenhuizen (68 ) em 1968, isolara do solo diversas espe
cies do género Bacillfus sp, as quais, quando induzidas, produziram
dextranase ligada a parede célular. A enzima mostrara atividade
do tipo exo-hidrolase. 0 autor verificara que as propriedades das
dextranases de ambas as especies, B. bubiitié e B. megatherium ,
foram similares. As células intactas, lavadas, apresentaram ativi
dade de dextranase, enquanto que OS filtrados nao apresentaram nge
nhuma. Este fato fizera-o concluir que a degradagao de dextrana
ocorrera no interior da célula, proane\mente sem agao anterior
de uma enzima (dextranase) extracelulér. Por outro lado, © aufor
observara que a dextranase de Bacillus sp agira cindindo ligagoes gli
cosfdicas a-1,6 terminais da dextrana, liberando glicose como pro
duto da hidrolise. Notara porém, que a dexﬂ%nasecm Bacillus sp nao
conseguira cindir ligagoes glicosidicas a-1,4, nem a-1,6 de polis
sacarideos do grupo glicogénio-amido (glicogenio, amilopectina e

maltose nao foram hidrolisados).

No mesmo ano, Sutherland (50 ) estudara a influencia da

_presenga de dextrana sobre o formato dos cristais de agdcar. Ele
adicionara dextrana na proporgao de 0,25, 0,5 e 1,0% ao melado e
notara que a 0,5% da dextrana provocéra alongamento moderado” dos
cristais, enquanto que a 1,0% o alongamento fora extremo. Suthel
land observara também due os cristais de agucar provenientes do

melado de elevado indice de refragao apresentaram alongamento mar
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-

cante. Submetera este melado 3 didlise, e verificara que o mesmo

fornecera cristais de aglicar de conformagao normal. Sutherland en

t3o testara diversas substdncias, tais como, inulina, amido, dex
trina, levana, alginatos, gomas diversas, carboximetilcelulose ,
“"Ficol" e sulfato de dextrana e nao encontrara nenhuma evidencia

de alongamento dos cristais de aglcar.

Dando continuidade ao estudo realizado em 1968 por Suther

land, um ano.depois, Sutherland e Paton (51) estudaram a influén
cia do peso molecular, temperatura, concentracao e estrutura mole
cular da dextrana sobre o alongamento do eixo 'c' dos cristais de
aglcar. Neste estudo, os autores notaram que adicionando-se dex
trana a solugdes de aglcar puro a mesma provocara o alongamento do
eixo "¢" dos cristais. 0 grau de alongamento intensificara-se com
o aumento da temperatura, do peso molecular e da concentragao de
dextrana. Verificaram também, que em relag3do 3 concentragao de dex
trana fizeram-se necessadrias concentragoes muito elevadas para a
tingir o alongamento dos cristais. No entanto, Sutheriand e Paton
perceberam que em caldo de cana o efeito da dextrana fora muito
pronunciado e mesmo 0,5% de dextrana resultara em alongamento ex
tremo dos cristais. Diantes destes resultados, os autores conclui
ram pela ocorréncia de interagao entre a dextrana e outro componen
te qualquer do caldo de cana, provocando a amplificagao do efeito
deletério da dextrang. A estrutura dé dextréna também mostrara ser
de importancia, sendo que a dextrana mais efetiva no alongamento
dos cristais fora a dextrana com elevada proporgao de ligagoes

a-1,6,
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Em 1970, Chaiet et. al. ( 6 ) purificaram a dextranase
extracelular produzida por PenicilLium funiculosum em fermenta
¢ao submersa. Obtiveram uma enzima que mostrara ser homogénea
através de eletroforese e eletrofocalizagao. 0s métodos de puri
ficagao, utilizados pelos pesquisadores, incluiram precipitacgao
por acetona, fracionamento por sulfato de amonio, filtragao em
gel, fracionamento seguido de precipitagao por fon ferrico e cro
matografia em DEAE-celulose. 0Os autores também obtiveram a enzi
ma purificada por eletroforese. A cromatografia de exclusao mole
cular indicara um peso molecular de 41 000 para a enzima e a ele
trofocalizagao estabelecera o ponto isoelétrico em pH L,6. Nos
estudos de cinética enzimatica, Chaiet et. al. notaram que na
presenca de excesso de substrato (dextrana 100), 1 mg de dextra
nase liberara 27 000 unidades de isomaltose em 2 horas de reagao.
O0s autores atingiram fator de purificagao de 1000 vezes e rendi

mento de 2,6% entre o caldo de cultura e o produto final.

Iniciando um amplo trabalho sobre dextranases fungicas,
Fukumoto et. al (13), em 1971, demonstraram ser o Pendelllium

Luteum ATCC 964kL produtor de dextranase extracelular quando incu

bado em meio de cultura contendo dextrana como unica fonte de

carbono. Estudando o efeito da fonte de carbono sobre a produgao
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da enzima, verificaram que a dextrana e oligossacarideos que apresen

taram ligagoes glicosidicas a-1,6 foram efetivos na produgao de

dextranase, sendo que a indutibilidade destes compostos fora apro
Ximadamente proporcional ao comprimento da cadeia. Qutrossim, no
taram que a produgao de dextranase fora maior em concentragoes
crescentes de dextrana. Observaram tambéem, que NaN03, Kszoh e ex
trato de levedura, a 0,2%, respectivamente, e pH 6 foram as condi

¢oes mais favoraveis para a produgao de dextranase em aerobiose.

Verificaram que o pH Gtimo da enzima situara-se na faixa de pH L
a 6 e a estabilidade da dextranase ocorrera na faixa de pH 3,5 a
7,0. A temperatura otima fora dé 50°9C e a estabilidade térmica se
verificara em temperaturas abaixo de 509C. 0Os autores notaram que
entre os inumeros sais que tesfaram, apenas o HgCl2 mostrara ina
tivar a enzima. Estudando a egpecificidade da dextranase, Fukumo
to et. al. observaram que a mesma hidrolisara a dextrana, Sepha
dex de varios tipos, isomaltoée, isomaltotriose, isomaltotetraose ,
isomaltopentaose e isomaltohexaose em graus variaveis. A enzima
apresentara atividade em relacao asubstratos como pululano, pano
se, isomaltosilmaltose, amido soldvel, amilopectina, milho ceroso
e dextrina B-limite. A dextranase purificada hidrolisara a dextra
na dando como produtos da hidrolise a glicose e a isomaltose, jun

tamente com pequenas quantidades de isomaltotriose, demonstrando

ser uma endoenzima.
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No mesmo ano, estudando aproximadamente 400 linhagens de
fungos, Tsuru et. al. (55 ) isolaram Aspengillus carneus que de
monstrara ser o melhor produtor de dextranase, mesmo em relagao
ao Pendiciflium Luteum ATCC 96L4L. Verificaram que a enzima dextra
nase fora indutivel, sendo que a presenca de outros carboidratos,
além da dextrana, inibira ou retardara a produgao de dextranase .
Analisando a influéncia da concentragéoide dextrana na produgao
de dextranase, verificaram que utilizando meios contendo 1,5% de
dextrana (PM 2000000), a produgao de enzima fora maxima.Nesta con
centragao o tempo necessario para a produgao da enzima fora mais
longo do que quando utilizarém conceﬁtragaes menores de substrato
Em fungado destes achados, passaram a adotar meios contendo 1% de
dextrana. Utilizando diversos tipos de dextrana (de Leuconostoc
mesenteroides 1AM 1046 e outra de linhagem nao identificada, iso
lada de malte comercial) como fonte de carbono, compararam a indu
tibilidade das mesmas com a dextrana comercial (T - 2000), na pro
dugao de enzima. Verificaram, nesta comparagao, que a dextrana IAM
fora aproximadamente trés vezes mais efetiva do que a dextrana co
mercial. Estudando o efeito da fonte de nitrogénio sobre a forma
¢ao de enzima, notaram que a polipeptona a 1% dera os melhores re

_sultados. Os autores estudaram ainda o efeito do pH inicial do
meio e da temperatura na produgao de dextranase, & verificaram que
a produgao da enzima fora maxima quando o pH iﬁicial do mei6 se
situara na féixa de 8,0 a 8,5. Quanto a temperatura de incubagao ,

observaram que nos primeiros 6 dias a produgao de dextranase atin
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gira o maximo quando o fungo fora cultivado a 289C. A 259C a pro
dugao de dextranase fora baixa nos primeiros 6 dias e, apos este

periodo inicial, aumentara e atingira o mesmo valor que a 28¢9C.

Dragan-Bularda e Kiss (11), em 1972, demonstraram a pre
‘senga de dextranase no solo e estudaram a influencia que o subs
frato, assim como os produtos finais da hidrolise, exerceram na
formagSo de dextranase por microrganismos do solo. Neste estudo ,
os autores, notaram atividade de dextranase mesmo quando nao ha
via microrganismos proliferando no solo. Ou seja, a enzima tinha
sido formada por microrganismos presentes no solo e resistira a
degradac3o e 3 inativagao térmica, as quais foram submetidas as
amostras de solo. A incubagdo de amostras de solo com dextrana le
vara ao aumento na producao de dextranase pelos microrganismos
presentes no mesmo; incubando estas amostras com glicose nao se
verificara a produgao desta enzima. Em virtude destes resultados,
os autores concluiram que a produgao de dextranase no solo fora

um processo indutivel,

Richards e Streamer ( 40), no mesmo ano, conseguiram iso
lar do solo uma bactéria, Pseudomonas UQM 733, que produzira, em
meio contendo dextrana como unica fonte de carbono,.duas dextrana
ses extracelulares. A bactéria mostrara também certa atividade- de
dextranase intraceluiar. Utilizando a técnfca de pretipitagéo por
(NHA)ZSOQ seguida de cromatografia em gel para purificacgao das en
zimas extracelulares, obtiveram uma fragao, denominada D,, que mos

trara uma dnica banda de protefna na eletroforese,e outra denomi-
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nada D,, que mostrara duas bandas protéicas na eletroforese. As
propriedades fisico-quimicas destas duas enzimas mostraram-se di
vergentes. D‘ possuira temperatura otima de 559C, enquanto que
para a fragao D, a mesma se situara na faixa de 40 a 45°C; Dy mos
trara-se estavel até temperaturas de 519C e D, apenas ate 43¢C.0

pH o6timo para D, estivera na faixa de pH 4,5 a 5,5, enquanto que

1
para D2 esta faixa se mostrara bem mais ampla, de pH L,5 a 7,5 .
O0s autores associaram este fato a presenga de duas proteinas di
ferentes (provavelmente isoenzimas) em DZ' 0s produtos da hidro
lise da dextrana também diferiram para ambas as dextranases, em
bora ambas mostraram ser endoenzimas. Apos 15 horas de hidrolise ,
D] fornecera como produtos principais isomaltose, isomaltotrio
se, isomaltotetraose e isomaltopentaose; D2 fornecera como produ

tos principais =~ isomaltopentaose e uma mistura de agucares da

série isomaltose possuindo 6 a 10 unidades de glicose.

Dando continuidade ao trabalho que Tsuru et. al. tinham

realizado em 1974, um ano depois, Hiraoka et. al. (18) procede
ram a purificagao e estudo de algumas propriedades da enzima iso
lada de Aspengillus carneus. Para a purificacao da enzima, vale
ram-se de fracionamento por sulfato de amonio, cromografia - em
DEAE-celulose e filtragao em Bio-Gel P-150. Apds eletrofocaliza-
¢ao, os autores obtiveram duas fragSes: dextranase | (pI 4,12) e
dextranase |l (pI 4,35). Ambas as fragoes mostraram atividade.mé
xima em pH 5,0 a 5,5 e estabilidade na faixa de pH 4,5 a 9,0 a

309C por 24 horas. A temperatura 6tima para ambas fora de aproxi
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madamente 60°C e as enzimas se mostraram estaveis em temperatura
inferior a 509C. Verificaram que as enzimas foram inativadas por
fons de metais pesados, como ng+, Ag+, Cu2+ e Fe3+.
Prosseguindo o estudo que Hiraoka et. al. tinham realiza
dos em 1972, nesse mesmo ano,lsuru et. al.(56), investigaram a
especificidade da dextranase de Aépengilﬁub‘canneub quanto ao
subtrato, utilizando isomaltodextrinas, dextrana e seus deriva
dos como tal. Verificaram que a enzima hidrolisara rapidamente a
dextrana (T-2000), que consistira em mais de 95% de ligagoes gli
cosfdicas a-1,6. A enzima fornecera como produtos da hidrolise
isomaltotriose, isomaltose e pequena quantidade de glicose, as
sim como tragos de oligossacarideos maiores, sendo que o grau de
hidrélise fora de 40%. A dextrana IAM fora hidrolisada mais len
tamente e em menor grau. Entre as isomaltodextrinas testadas pe
los autores, os compostos Gh a G8 sofreram hidrolise, dando iso
maltose e isomaltotriose, na mesma velocidade que a dextrana
T-2000. A enzima hidrolisara a isomaltotriose muito lentamente e
nao apresentara agao sobre a isomaltose. Compararam os produtos da
digestao de isomaltodextrinas e seus derivados reduzidos e suge
riram que a enzima inicialmente removera unidades de isomaltotrio
sil e, em grau um pouco inferior, unjdades isomaltosil a partir

da extremidade nao-redutora das (somaltodextrinas.

Ainda no ano de 1972, Cheetham e Richards ( 7 ), dando

continuidade ao estudo de dextranases, iniciado por Richards e

Streamer ho mesmo ano, purificaram e estudaram as propriedades da
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dextranase intracelular de Pseudomonas UQM 733. Observaram que o
pH S6timo de dextranase intracelular fora 5,5; a temperatura oOti
ma fora aproximadamente 50°C, e a enzima mantivera a estabilida
de em temperaturas inferiores a 409C. Verificaram que o "ataque'
inicial da dextranase sobre a dextrana fora do tipo ''endo', en
quanto que o ‘'‘ataque'’ dos oligossacarideos (isomaltose, isomalto
triose, isomaltotetraose, isomaltopentaose e isomaltohexaose) fo
ra do tipo "exo'. Na época, os autores sugeriram que esta endo
dextranase apresentara modo de agao semelhante a a-amilase, gque
hidrolisara amilose ao acaso, enquanto que Os oligossacarideos
foram hidrolisados de forma “ordénada“. Descartaram a possi
bilidade da enzima ser uma mistura de exo e endodextranase,uma
vez que a mesma apresentara uma banda Gnica na eletroforese,além
de picos isolados nas curvas de atividade versus pH e temperatu-
ra, respectivamente. Concluiram os pesquisadores, que a enzima
fora pura e diferente das outras duas dextranases extracelulares
anteriormente estudadas e designadas por D] e DZ' Denominaram a
dextranase intracelular de D3. Lancaram a hipotese de que esta
enzima intracelular, in vivo, tivera a fungao de hidrolisar oli
gossacarideos, provenientes da agao das enzimas D] e D2 sobre a

dextrana, a glicose.

Um ano depois, Kosaric et. al. ( 26 ), em 1973, é§tud3
ram 28 linhagens de Penicillium e verificaram que a linhagem
Pendiciflium funiculosum SH-5 produzira a maior quantidade da en

zima dextranase. Notaram que a produgao maxima de dextranase ©€OL
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rera quando da diminui§50‘da massa celular., Neste estudo, os auto
res nao conseguiram verificar se a dextranase fora efetivamente
uma enzima extracelular ou se a mesma apenas fora secretada pela
célula como conseqlincia da autdlise desta. O pH otimo da enzima

situara-se na faixa de pH 5,0 a 5,5; a atividade mdxima ocorrera

a 55¢9C.

Nesse mesmo ano, Sugiura et, al. (46) purificaram dex
tranase a partir da enzima bruta comercial (fragao etanoclica do
filtrado de cultura de Peniciflium funiculosum), através de fil

tragdo em Bio-Gel P-60 e cromatografia em CM-e em DEAE-celulose .

A preparagao enzimatica obtida fora fracionada pelos autores atra

vés de eletrofocalizagao, em duas fragoes, dextranase | (pI 3,98)

e dextranase |1 (pI 4,19). As dextranases | e |l apresentaram -se

homogéneas na eletroforese., Na filtracao em gel, os pesquisadores

verificaram que o peso molecular de ambas as fragoes fora de

44000. Sugiura et., al. verificaram que as enzimas foram mais ati

vas em pH 6,0 e mantiveram-se estiveis em pH 5,0 a 7,5 a 37°C du

2+ 2+

rante 60 minutos. Na presenga de Co™ , Mn e Cu2+ ocorrera ativa

= - + + .

¢ao de ambas as fragoes e na presenca de Ag , ng , N-bromosucci-
nimida e iodo ocorrera a inativagao das enzimas. Estudando a ciné
tica da fragao |1, os autores verificaram que a mesma hidrolisara

preferencialmente dextranas com ligagdes glicosidicas a-1,6, isto

é, dextranas nao ramificadas.
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Ainda no ano de 1973, dando continuidade ao estudo sé-
"bre dextranases flungicas, Hiraoka et. al. (19) procederam ao es
tudo de algumas propriedades fisico-quimicas e especificidade
quanto ao substrato de dextranases altamente purificadas prové
nientes de Aspergiflus carneus e Peniciltx_’.um Luteum. Utilizando
a tecnica de ultracentrifugégéo, Hiraoka et. al. encontraram os
valores de 71000 e 46000 para o peso molecular da dextranase de
A. carneus e P. Luteum, respectivamente. A composigao em amino
acidos, como puderam verificar os pesquisadores, de ambas as en
zimas fora similar,‘exceto o contelido de histidina, arginina |,
treonina e serina. A comparagao dos produtos da digestao de iso
maltodextriﬁas e seus derivados reduzidos indicara que a dextra
nase de A, carneud liberara unidades de isomaltotriose e menor
quantidade de isomaltose a partir da extremidade nao-redutora do
substrato. Hiraoka et. al,concluiram que a dextranase de P.Lluteum
cindira os substratos removendo inicialmente unidades isomalto-

sil e em quantidade menor, isomaltotriosil da extremidade nao-

redutora do substrato.

No mesmo ano, Yamagucﬁi e Gocho (591) examinaram 500
linhagens de microrganismos produtores de dextranase quanto ao
pH de atividade e 3 estabilidade enzimidtica. Neste estudo encopn
traram uma bactéria gram-positiva do género Brevibacterium (B@g
vibactenium fuscum var. dextranlyticum), que produzira dextra
nase alcalina. A sintese maxima de dextranase ocorrera em meio 1Tqui-

do contendo 1% de dextrana, 2% de etanol, 1%'de polipeptona e 0,05% de ex
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trato de levedura e tragos de sais inorganicos, em aerobiose. Verifica
ram os autores que a dextranase apresentara pH otimo em 8,0 a
379C e temperatura otima de 532C em pH 7,5. A enzima mantivera a
sua estabilidade na faixa de pH 5,0 a 10,5 por 2# horas em 37¢%C,
acentuadamente em pH alcalino. A enzimaitambém se mostrara esta
vel a 60°C por 10 minutos. Yamaguchi e Gocho observaram que HgCl,,
CuCl2 e ZnCl2 apresentaram efeito inibitorio sobre a dextranase

de Brevibactenium fuscum var. dextranlyticum.

Na mesma época, Joshi e Tamhane ( 23) pesquisaram a o
corréncia de microrganismos produtores de dextranase no solo e
no ar. Notaram que um fungo, até entao desconhecido como produ
tor de énzima, isolado do ar e identificado como Aspengillus
Luchuensis lnui, apresentara excelente atividade de dextranase -
Verificaram também que a atividade da exo-dextranase atingira seu
miximo apés 96 horas de incubagdo, enquanto que a atividade da
endo-dextranase o fizera apés 72 horas de fermentagao. Joshi e
Tamhane salientaram que a produgao de enzima fora indutivel e que
a dextrana, e até certo ponto o amido, como Unica fonte.de carbo
no, conseguiram induzir a produgao da enzima pelo microrganismo

que eles utilizaram.

Em 1974, Sugiura et. al.(QZ ), dando continuidade ao es
tudo sobre dextranase realizado em 1973, purificaram a enzima
de Brevibactenium fuscum var. dextranlyticum através de fracioﬁg

mento com sulfato de aménio, filtragao em Bio-Gel P-30 e cromato
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grafia em DEAE-celulose. Na eletroforese de disco, os autores
obtiveram uma unica banda.protéfca péra a enzima. A enzima mos
‘trara-se mais ativa na faixa de pH de 7,0 a 7,5 em 30 minutos
" de reagao. Verificaram,Sugiura et. al., que.aenzima mantivera a
estabilidade na faixa de pH S,d a 11,0 a 369C durante 12 horas.
Estudando o efeito de sais metalicos e reagentes, os pesquisa
dores notaram que a enzima fora ativada na-presenga de iodo ,

HgCl N-bromosuccinimida e CuSOh. Analisando a reagao de h

2’

drolise, Sugiura et. al, verificaram que, na hidrolise
da dextrana e de isomaltodextrinas reduzidas, a isomaltotriose
fora a Gnica subst3ancia redutora formada. Notaram também que a
viscosidade especifica da mistura dfminufra lentamente. Estes
resultados sugeriram aos autores que a dextranase de Brevibacterium
ﬁubcum var. dextranlyticum removera unidades isomaltotriosil a
partir da extremidade nao-redutora das isomaltodextrinas, apre

sentando atividade apenas de exo-enzima.

No mesmo ano,Richards e Streamer (41 ) investigaram o
mecanismo de agdo da dextranase D; de Pseudomonas UQM 733  so
bre oligossacarideos da série isomaltose e dextrana. Neste es
tudo, gles verificaram que a fragao D] nao apresentara capaci-
dade de hidrolisar oligossacarideos com menos de 5 unidades de
glicose, mesmo apds mais de 60 horas de hidrélise. A velot}di
de inicial de hidrélise aumentara com o acréscimo de wunidades
de glicose até'isomalfooctaose . Com oligossacarideos maiores

os autores verificaram decréscimo lento do grau de hidrolise .



25

Incubando isomaltotriose e isomaltotetraose com a fragao Dl du
rante 4 dias, Richards e Streamer notaram a presenga de tragos

‘de glicose e isomaltose e glicose, isomaltose e isomaltotriose,

respectivamente. Este fato sugerira a eles que a enzima nao h

=

drolisara oligossacarideos menores que a isomaltopentaose na

presenga de substratos mais facilmente hidrolisaveis,.Estes re

sultados estiveram de acordo com as observagoes dos mesmos auto

res feitas em 1972. Dos oligossacarideos degradaveis apenas a

isomaltopentaose mostrara uma forma predominante de degradagao

liberando isomaltose e isomaltotriose. A degradagao de oligossa

carideos maiores liberara diversos produtos indicando que os mes

mos possufram mais de uma ligagdo glicosidica suscetivel a dex

tranase D].

Petrova e Molodova, ainda em i97h, (38 ) estudaram o
efeito de diversas fontes de carbono, nitrogénio e fosforo na
biossintese de dextranase extracelular de Pendiciflfium @udbu&mum
15. Os autores observaram que dextrana de Leuconostoc mesenteroides
a 1,0% levara a maior atividade de dextranase e substituindo a
dextrana por amido obtiveram baixa atividade da enzima. Para a
fonte de nitrogénio notaram que NaNO3 a 0,1% levara a maior sin
tese de dextranase, e como fonte de fosforo o Kzﬂéoh é(LOB% mos
trara-se mais efetivo. Aproveitando este mesmo estudo, oOs aﬁtg
res analisarém o e%eito de MgS0, na biosgfntese de'dextranase e
verificaram qué o mesmo, na concentragao de 0,60 g/1, mostrara-

se favoravel. Ao meio basal, composto de 1% de dextrana; 0,1%
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NaNO 0,08% KZHPOQ e 0,06% MgS0,, Petrova e Molodova acrescen

3;
taram diversos produtos, tais como, farinha de soja, caldo de
Hottinger, hidrolisado de caseina, extrato de milho, e extrato

de broto de cevada, verificando que todos eles provocaram dimi

nuig3o da atividade de dextranase de Penicillium funiculosum.

Pésteriormente, Sugiura e Ito (49),em 1975, inveéti
garam algumas propriedades fisico-quimicas e composigao em ami
noacidos das dextranases de Brevivacteradium 5uécum-var. dextran
lyticum e Pendicillium gfuniculosum 1AM 7013. As constantes de
sedimentagao encontradas foram 4,35 S e 4L,37 S e os pontos iso
elétricos (pI) 4,17 e 4,19, respectfvamente. A filtrégéo em
Bio-Gel P-100 indicara peso molecular de 5,5 x IOApara B. fuscum
e 4,4 x IOh para P. funicufosum. Na andlise de aminoacidos, os
autores verificaram que a dextranase de B. guscum fora compos
ta por 429 residuos de aminodcidos e a enzima de P.funiculosum

apresentara mais de 349 residuos de 18 aminodcidos. A composi

gao de ambas as enzimas mostrara diferir apenas nos dois resi
duos de cistina contidos unicamente na enzima de P.guniculosum:
Por outro lado, Sugiura e lto, constataram que ambas eram gli

coproteinas.

Simonson e Liberta {44 ), em 1975, pesquisando 179
fungos dos géneros Ascomycetes sp, Basidiomycetes sp ,
Deutenomyceteéép e lygomycetes sp quanto 3 produgao de dextra

nase, verificaram que diversas linhagens de Fusarium sp e
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Penicillium noquefortii apresentaram atividade da enzima. Estas
linhagens nao tinham sido descritas até ent3o como produtoras da
‘referida enzima. Os autores selecionaram Fusatium moniligorme  pa
ra estudos posteriores, observando que em meio liquido,o pH ini
cial 8 fora o mais adequado para a produgao de dextranase. Nes
te mesmo pH as coldnias mostraram diametro maior. 0s pesquisado
res notaram ainda, que um periodo de incubégéo de 14 dias fora
o mais favoravel para a produgao da enzima. Estudando o sistema
de dextranase, observaram que o mesmo fora do tipo indutivel |,
uma vez que na presenga de sacarose, maltose ou gliéose nao o
correra a produgao da dextranase. Na presenga de mistura de gli

cose e dextrana ocorrera a produgao da mesma em quantidade menor

do que na presenga apenas de dextrana.

Nesse mesmo ano, Vinogradova et. al.(57) estudaram 50
linhagens de fungos ' e 240 linhagens de Actinomycetes
sp. Aproximadamente 1/3 dos fungos e 1/8 dos Actinomycetes  sp
apresentaram atividade de dextranase. Entre os fungos os maio
res produtores foram Gymnoascus uncinatus, Curvularia Lunata ,
Penicillium Lunata, P. janthinellfum e P. Luteum. Os autores ve
rificaram também que a atividade das linhagens de ActinomyceZes
sp fora algumas vezes superior a encontrada nos fungos. Em con

traste com os fungos, a dextranase dos Actinomycetes sp abreseg

tara atividade maxima em meio neutro ou levemente alcalino.

Simonson et. al. ( 45),ainda em 1975, purificaram a
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endo-dextranase extracelular de Fusdardium moniligorme. O produto

principal da hidrélise enzimatica da dextrana mostraraser a isp

maltose. 0 grupo de pesquisadéres verificara que o peso molecu

lar da enzima fora 39000. Neste estudo, estabeleceram o pH oti

mo da enzima em 5,5 e a temperatura otima em torno de 55¢C. A

" dextranase n3o mostrara inibig¢ao pelo EDTA ou acetato de iodo e

o Ky para dextrana de peso molecular médio 10000 fora estimado

L

por Simonson et. al. em 1,1 x 10" 'M. Na eletroforese verifica

ram-se algumas diferengas em relagao a dextranase comercial de

Pendicillium sp.

Em 1976, Hayward e Sly (17 ) estudaram 78 bactérias
gram-positivas diferentes quanto a producao de dextranase. Uti
lizando meio de ‘“agar-blue-dextran'’, isolaram,a partir de amos
tras de solo,2 bactérias, que sintetizaram dextranase extracely
lar. Através de testes bioquimicos e de estudos morfologicos,os
pesquisadores constaram que as bactérias em questao foram a

Oenskovia xanthineolytica UQM 1150 e 1151,

Posteriormente, em 1977, Pulkownkh e Walker (39 ), iso
laram uma endo-dextranase extracelular de Strepfococcus mutdnb
K1-R. Verificando a especificidade da enzima purificada, nota
ram que a mesma inigiélmente hidrolisara a dextrana a sacarf&g
os da série isomaltose, sendo que o menor deles fora a IMS' in
cubando a mistuéa por tempo prolongado, os autores verificaram
que a quantidade de IMS mantivera-se inalterada, enquanto que
os aglcares maiores do que IMs foram hidrolisados a IM, ,

IM5 e pequenas quantidades de  isomaltose e
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glicose. Adicionando excesso de enzima e incubando por tempo pro
longado, notaram que a hidrélise de le e IMSIfornecera, como pro
, © M. A taxa de hidrélise dos sacarideos da

série isomaltose reduzira-se drasticamente com o decréscimodo com

dutos, glicose, IM

primento da cadeia de IM,;, a lMS' Pulkownkh e Walker notaram tam
bém que a hidrolise de dextranas, contendo 96% ou mais de ligagoes
glicosidicas @-1,6 fora completa, enquanto que a hidrolise de dex
trana de L. mesenteroddes NRRL-B-1355, que contivera 88% de liga

¢des glicosfdicas a-1,6,atingira apenas 84%.

No mesmo ano, Maksimov et. al. (32) pgkificaram e caracteriza
ram a dextranase produzida pelo fungo Peniciflium funiculosum 15.
Na purificagao davenzima valeram~se da precipitagao com sulfato
de amdnio e cromatografia em DEAE-celulose. Durante este procedi
mento, o grupo de pesquisadores verificara que na 14 cromatogra
fia em DEAE-celulose obtiveram atividade especifica elevada embo
ra nao tivessem sucesso na remogao dos carboidratos presentes na
preparagao enzimatica. Nos estagios subseqlentes de purificagao ,
isto €, cromatografia em Sephadex G-15 e 22 cromatografia em DEAE
-celulose conseguiram gliminar pequena quantidade de carboidratos
perdendo concomitantemente atividade da enzima. Maksimov et. al.
notaram também que a dextranase fora instavel na forma purificada
o que se manifestara claramente durante a liofilizagao da mesma
A liofilizagao de eluatos dessalifiéados da c;omatografia em DEAE

-celulose levara'a perdas‘de atividade da ordem de 30 a 90%.
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Em 1978, Danilova et. al. (10) isolaram, purificaram e
caracterizaram a dextranase de Fusarium solani (Mort) App et Wr
281. Compararam ainda esta enzima com a dextranase obtida a par
tir de Peniciflium funiculosum. Os pesquisadores verificaram que
o peso molecular da dextranase de F. s0Landi fora de 39600 e da
dextranase de P. funiculosum de 34800; o ponto isoelétrico da
primeira fora 4,23 e da Glﬁima 4,25, Quanto ao pH otimo de ativi
dade, Danilova et. al. observaram que este fora de pH 5,0 para

P. funiculosum e de pH 5,0 a 5,5 para F. soland.

Dando continuidade ao trabalﬁo sobre dextranase de
Pseudomonas UQM 733, Richards e Streaﬁer (42 ) estudaram, no ano
de 1978, o modo de agao da fragao D,, uma endo-dextranase extra
celular. Purificando esta fragao através de cromatografia de exclu
s3o molecular verificaram que o produto mostrara duas bandas protel
cas na eletroforese em gel. Apenas a banda maior demonstrara atji
vidade de dextranase. 0Os autores notaram que a taxa de degrada
¢3o e a percentagem de incremento do poder redutor aumentara com
o aumento do grau de polimerizagao dos isomaltossacarfdeosdelM7
a IM,,. Por éutro lado, observaram que a fragao D, - hidrolisara
-preferencialmente ligagoes glicosidicas distantes de ambas as ex
tfemidades da cadeia do substrato. Este fato fi;ara bem evidente

na hidrolise de IM My e IM,, onde nao ocorrera formagao de

10°
produtos de grau'de polimerizagao inferior a trés. A endo-dextra

nase n3o mostrara taxa de hidrélise maxima para oligossacarideos

de grau de polimerizagao 7 a 12. A IM7 fora o menor isomaltossa
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carideo que a fragao D, hidrolisara em velocidade significativa.
A partir destes resultados, Richards e Streamer nao conseguiram
postular um modelo exato para o sitio ativo de DZ’ uma vez que
com IM]2 nao se atingira velocidade maxima de hidrolise. No en
tanfo, estes achados sugeriram aos autorés que o sitio ativo en

volvera 10 ou mais sub-sitios capazes de se ligar as unidades de

glicose do substrato.

Ainda em 1978, Covacevich e Richards ( 8 ) retomaram o
egtudo feito em 1972 por Cheetham e Richards e, utilizando a tec
nica de eletrofocalizagao, investigaram novamente a dextranase e
as G-D-glicogidades intracelulares de Pseudomonas UQM 733. Veri
ficaram a presenca de, no minimo, trés dextranases. 0 produto fi
nal da hidrolise de dextrana fora a glicose, o que ‘demonstrara
aos autores a presenga de enzimas capazes de hidrolisar as liga

¢oes glicosfdicas a-1,6 e a-1,3 do substrato. Covacevich e

Richards purificaram uma fragao intracelular de dextranase, que
eles denomiram D,, e notaram que a mesma possufra - caracteristi
cas semelhantes 3a endo-dextranase extracelular D], analisada em

trabalho anterior de Cheetham e Richards.

Um ano depois, -em 1979, Greulich e Ludwig (14) estu-
daram a cinética da hidrélise enzimdtica da dextrana através de
dextranase, quanto a influéncia do pH sobre a mesma. Neste esty

do verificaram que o pH G6timo da enzima fora 6,6.
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Covacevich e Richards (9 ), no mesmo ano, estudaram o
mecanismo de agdo da dextranase {ntracelular (fragao Dh) de

Pseudomonas UQM 733 que tinha sido purificada por eles no ano

anterior, valendo-se de diversos isomalto-oligossacarideos como

substrato. A velocidade inicial de hidrolise aumentara conforme
o aumento no grau de polimerizagéo, de IM7 e IM9, e se mostrara
muito baixa em relagdo a oligossacarideos menores. A hidrolise
de IM, fornecera quantidades equimolares de IM, e IM;, o que in

dicara uma cisao assimétrica do substrato. Este comportamento

fora notado também por Richards e Streamer, para a dextranase

extracelular (Dl) da mesma bactéria,

Mais tarde, Minakova e Preobrazhenskaya (3%),em 1980,
estudaram as condigdoes de cultura mais favoraveis para a produ
¢30 de dextranase pelo fungo Pendicillium purpurogenum (Ftoll) .
Neste estudo, notaram qué meiq-contendo 2% de dextrana,NaNO3 co
mo fonte de nitrogénio, além de KHzPou era o mais adequado para
a produgSo da enzima. Procedendo ao isolamento da dextranase em
estado homogéno, utilizando eletroforese, constataram que a mes
ma possuira ponto isoelétrico em pH 4,3 e peso molecular de
365000. 0 pH Stimo da enzima fora de 5,5 e o pH de estabilidade
verificara-se na faixa de 6,5 a 7,C. Num estudo comparativo, fa
zendo uso de dextranase de P. purpuwrogenum (Ftoll) e de P. funiculosum,os au

tores observaram que a primeira hidrolisara dextranas lineares a uma veloci
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dade trés vezes superiores & Glt.ima. Ao mesmo tempo, notaram que na hi
drélise de dextranas ramificadas, a enzima de P. purpurogenum for
necera 1,5 vezes mais produtos lineares (glicose e isomaltose) e maior
quantidade de tetrassacarideos ramificados do que a hidrolise do

mesmo substrato pela dextranase de P. funiculodum.

Maksimov et. al. (33), no mesmo ano estudaram a ativida
de sacarolitica e liquefaciente de dextranase homogénea de Penicillium
funiculosum. Notaram que ocorrera perda rapida de atividade lique
faciente durante o armazenamento de solugoes aquosas da enzima.Es
ta atividade, no entanto, fora recuperada apés filtragao em gel
da solug3o enzimatica. Os pesquisadores observaram que a ativida
de liquefaciente de solugoes de dextranase recem prepara
das, aumentara aproximadamente duas veies por filtragao em gel e
diminufra a 1/3 da atividade inicial, apés armazenamento a 49C du
rante 20 horas. Maksimov e sua equipe observaram que durante as
operagdes descritas, a atividade sacarolitica das preparagoes - en
zimdticas experimentara perdas de 6 a 15%em relagao a atividade ini

cial.

“Ainda no mesmo ano, Molodova et. al. (35 ),realizaram um

estudo comparativo entre diversos métodos de purificagao da dex
tranase de PendiciflLium funiculosum. Os métodos.por eles utiliza-
dos foram: fracionamento com alcool etfilico, - dessalificagao
(salting-out) com sulfato de aménio, adsorgao da enzima em bento
nita e cromatografia em DEAE-celulose. Usando o método de adsor

¢ao em bentonita, os autores obtiveram alta atividade especifica
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(500 U/mg proteina), enquanto que a purificagao por cromatografia
em DEAE-celulose resultara num preparado enzimdtico homogéneo na
eletroforese em gel de poliacrilamida, com atividade especifica

de até 1000 U/mg proteina.

Um ano depois, em 1981, Hattori e Ishibashi (15 ), anali
sando 556 linhagens de fungos e 115 linhagens de Streptomyces sp.
em relagao a produgao de dextranase, encontraram 30 linhagens de
diversos géneros que produziram a enzima. Entre as linhagens eétg
dadas, os pesquisadores verificaram que o fungo Chaetomium ghacile
fora aquele que apresentara maior producao de dextranase, tanto
em meio 1iquido, como em meio semi-solido. Hattori e lIshibashi ve
rificaram as caracteristicas fisico-quimicas da enzima, tais como
pH 6timo, pH de estabilidade temperatura otima, alem de estudar a

hidrolise da dextrana atraves da enzima.

Hattori et. al. (16 ), em 1981, dando seqléncia ao estu
do iniciado por Hattori e Ishibashi no mesmo ano, procederam a pu
rificagdo e caracterizagao da dextranase de Chaetomium ghaciﬂe
Durante o procedimento de purificagao da enzima, notaram a presen
¢a de varias fragoes que apresentaram atividade de dextranase,sen
do que duas destas fragSgs foram mais ativas. Do ponto de vista
enzimatico ambas as fragoes mostraram propriedades semelhantes:
pH otimo em torno de 5,5; pH de estabilidade Aa faixa de pH 5,5 a
11,0; temperatura 6tima de 659C e estabilidade térmica abaixo dé
559C. Os autores estimaram o peso molecular em 77 000 para a fra

éSo | e 71000 para a fragao Il; o ponto isoelétrico fora 6,2 e

5,7, respectivamente,
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Hattori et. al. concluiram que as fragoes se comportaram como en
do-dextranases, embora o grau de hidrolise da dextrana atingira

55%, expresso em glicose.

Lobanok, Zinchenko e Shishlo ( 29), ainda em 1981, iso

laram duas fragoes com atividade dextranase a partir de culturas
do fungo Pendicilfium piscarium BIM G-102 em meio Ifquido. Estas
fragoes apresentaram valores diferentes de Rf quando submetidas
3 eletroforese (fragao 1: Re= 0,42 e fragdo 2: Re= 0,55), embora
ambas apresentaram peso molecular aproximado de 82 000. Estudan

do a hidrélise da dextrana por ambas as fragdes, os autores nota

ram que elas diferiram levemente no modo de agao, tanto qualita

tiva como quantitativamente. Lobanok e sua equipe observaram tam

bém que o efeito dos Tons por eles estudados, fora diferente pa

ra a fragao | e 2.

Mais tarde, Lobanok, et. al. ( 30), em 1982, realizaram
um estudo para estabelecer as condigoes otimas de produgao de
dextranase pelo fungo Aspergilflus insuetus G-116 em meio liquido
e solido. Os parametros por eles analisados foram temperatura ,
aeragao, acidez do meio, indculo, fonte de carbono, fonte de ni
trogénid, fatores estimuladores do crescimento do fungo e da pro
dugao de dextranase. Os autores verificaram que a temperatura o
tima para o crescimento do fungo %ora 24-259C, enquanto que a
299C o acimulo de dextranase fora maximo. Quanto 3 aeragao, Loba
nok et. al., observaram que a taxa 6tima de oxigénio para a sin
tese de dextranase fofa 2,3 mg 02/min. 0 indculo mais apropriado

6

para o meio liquido fora esporos numa contagem de 5x10 'a

lx107/50 ml de meio. De acordo com as observagoes feitas pelos
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pesquisadores o pH 4 a 5 mostrara-se mais eficiente no acumulo da
enzima. A Gnica fonte de carbono capaz de induzir a produgao de
dextranase fora a dextrana, enquanto que NaNO3 e KNO3 mostraram-se
eficientes como fontes de nitrogénio. Os autores verificaram que
o farelo de trigo influenciara positivamente o crescimento do

Aspengillus insuetus G-116 e a produgdo de dextranase pelo mesmo.

Nesse mesmo ano, Saska e Polack (43 ) procederam a cris
talizagao da sacarose na presenga de dextrana e de dextrana par
cialmente hidrolisada. Eles evidenciaram que o efeito da presencga
de oligossacarideos, provenientes da hidrolise da dextrana, sobre
o alongamento dos cristais de sacarose diminuira de acordo com a
relagao alongamento/peso molecular da dextrana. Desta forma, fica
ra invalidada a hipotese do alongamento dos cristais aumentar com
a hidrélise da dextrana, desde que algum dos oligossacarideos fo

ra ativo na modificagao dos cristais.

Parrish (37), em 1932, verificara a influéncia de trés
tipos de dextrana (dextrana de peso molecular 500 mil e 2000 mil
e proveniente de Leuconostoc mesentenoides NRRL B-512) assim co
mo de isomaltose na viscosidade de solugdes de aglcar, medindo a
viscosidade de solugoes de sacarose de 46 a 602 Brix em tempera-
turas que variaram de 35 a 75°C na presenga de 6500 ppm de dex

trana ou de isomaltose. Neste estudo, Parrish verificara que a

concentragao de dextrana que ele utilizara, aumentara a viscosi
dade da solugdo de sacarose. Da mesma maneira, a presencga de dex
trana provocara alongamento do eixo "e' dos cristais de sacarose.

Notara também, que a concentragao de 6500 ppm de isomaltose nao

causara alongamento dos cristais de sacarose.
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Kobayashi et. al. (25), em 1983, purificaram a dextrana
se Il de Flavobacterium sp M-73. Esta fragdo tinha sido detecta
da anteriormente pela mesma equipe de pesquisadores., Durante a
pQrificaQEO, os pesquisadores utilizaram cromatografia em coluna
de Amberlite CG-50 e em amino-octil-Sepharose, seguida de <croma
tografia de afinidade em isomaltotriose-Sepharose e eletroforese.

'A enzima purificada mostrara ser monomérica, de peso molecular
114 mil. A fragao Il fora mais ativa em pH 7,0 e 352C, sendo es
fével a 49C por 24 horas na faixa de pH 6,5 a 12,0. Kobayashi
et. al. observaram que a fragao Il apresentara especificidade-
por ligagoes ®-1,6 consecutivas e o produto principal na hidroli
se da dextrana fora a isomaltotriose. Apés 8 horas de hidrélise,
também fora possfvel detectar isomaltose, isomaltotetraose e um

aglcar n3o identificado.

Estﬁdando a fragao Il da dextranase de Flavobacterium sp
M-73, anteriormente estudada por Kobayashi et. al., Takagi et.al.(52),
em 1984, verificaram que a mesma hidrolisara dextranas lineares,tais como 9deX
trana T-10, T-110 ou B-512F em proporgao variavel de 25 a 32%, ex
pressa como conversao aparente a D-glicose. Dextranas ramificadas
como asuprovenientes das linhagens B-1298, B-1299, B-1307 ou B-1416
mostraram nao ser bons substratos para a enzima. Os e;tudos reali
zados em dextranas lineares evidenciaram que na hidrélise de subé

tratos de elevado peso molecular a dextranase de FLavobacterium

sp M-73 comportara-<se como endoenzima, fornecendo como produto
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principal da hidrolise a isomaltose. Quando Takagi et. al. utili
zaram isomalto-oligossacarideos como substrato da dextranase ||,
5 mesma n3o se mostrara eficiente. Nos estudos de cinética enzi
matica os autores verificaram que a afinidade da enzima aumenta
ra com o incremento no tamanho molecular do substrato. 0 uso si
multdneo de dextranase | (capaz de hidrolisar ligagoes a-1,2) e
dextranase |l aumentara sensivelmente o grau de hidrolise de

dextranas ramificadas das linhagens B-1298 e B-1299.

Em 1985, Lee e Fox ( 27) purificaram e caracterizaram a

dextranase de Paecifomyces Lilacinus, a partir de extrato cru lio
filizado. A purificagao fora atingida por cromatografia de
troca ionica em coluna de DEAE-celulose. Durante a cromatografia,

Lee e Fox verificaram a presenga de duas isoenzimas. As caracte

risticas fisico-quimicas de ambas as dextranases foram similares.

A atividade hidrolftica midxima se verificara em pH 4,5 e 55°C.0s
autores observaram também que amhas as isoenzimas foram inafivi'
das a 70°C. A energia de ativag3o para a inativagao térmica fora
de 402 e 330 kj/mol para a dextranase | e |l, respectivamente.As
isoenzimas n3o foram inibidas por EDTA (dcido etilenodiaminate-
traacético) nem por NEM (N-etilmaleimida) na faixa de concentra

6

¢3o de 107% a 1072n,
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selegao de fungos produtores de dextranase

Com o objetivo de selecionar fungos produtores de dextra
nase, foram isoladas do solo e de cana de agucar deteriorada, e
testadas inlmeras culturas de fungos conforme descrigao que se se

gue.

3.1.1. Coleta de amostras

As amostras de terra e de cana deteriorada foram <coleta
das em plantagoes de cana de aglcar e usinas de agucar e de dlco

ol do Estado de Sao Paulo.

Foram coletadas amostras de aproximadamente 50g de terra
isenta de residuos vegetais e animais, de profundidade variando

de 5 a 20 cm e acondicionadas separadamenteem sacos plasticos (11) .

Para a coleta de cana deteriorada, foram selecionadas va
ras que tinham sido estocadas por um periodo de aproximadamente 8
dias. As extremidades destas varas foram cortadas e os pedagos

acondicionados separadamente em sacos plasticos.

3.1.2, Isolamento dos fungos

Cerca de lg'de terra de cada amostra foi adicionada a tu
bo de ensaio contendo 10ml de agua destilada esterilizada, agita

da vigorosamente e deixada em repouso. Do sobrenadante preparou-se
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uma diluigao de 1:10 em dgua destilada esterilizada. Desta suspen
sao de microrganismos espajhou-se uma'algada em placas de Petri
éontendo Agar Sabouraud Dextrose, incubando-se as mesmas a tempe
ratura ambiente por 3 a 5 dias para o adequado crescimento dos fun
gos. Os fungos isolados a partir deste material foram mantidos em

tubos de Agar Sabouraud Dextrose inclinado.

Para o isolamento de fungos das extremidades das varas de
cana, tocou-se a superficie das mesmas com uma alga, espalhando
-se o material diretamente em placas de Petri contendo Agar

Sabouraud Dextrose. A seguir, as placas sofreram o mesmo tratamen

to descrito acima.

3.1.3 Selegao preliminar de fungos produtores de dextranase

0s fungos isolados de acordo com o item 3.1.2. foram ing
culados em frascos erlenmeyer de 500 ml contendo 20g de meio de
cultura semi-sélido, composto de farelo de trigo e agua destilada
na proporgao de 1:1 (P/V), esterilizados. Os erlenmeyer foram in
cubados a 309°C durante 5 a 7 dias, até crescimento adequado dos
fungos. Apds a incubagao, foram adicionados 100 ml de agua desti
lada a cada erlenmeyer. Triturou-se e agitou-se o conteldo dos mes
mos para extragao da enzima. Os frascos foram deixados em repouso
durante uma hora, apds o qual o conteldo dos mésmos foi suﬂmetido
a filtragao em papel de filtro. A atividade de dextranase do fil

trado foi determinada conforme o item 3.2.
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3.1.4. Selegao de fungos melhoresvprodutores de dextranase

0s fungos que apresentaram atividade de dextranase de acor
do com a selegao descrita no item 3.1.3., foram inoculados em tu
bos de ensaio contendo 2g de meio de cultura semi-solido , compos
to de farelo de trigo e agua destilada na prdporgéo de 1:1 (P/V),
esterilizado, é em tubos de ensaio contendo 2g de meio de cultura
semi-s6lido enriquecido com dextrana, composto de farelo de trigo
e solugio de dextrana (PM 60 a 90 mil) a 1%, na proporgaode I:l
(P/V), esterilizado. Os tubos foram incubados a 30°C durante 5
dias. A seguir, foram adicionados 20 ml de agua destilada a cada
tubo, recebendo o conteddo dos mesmos o tratamento descrito sob

o item 3.1.3.

3.1.5. Inducdo da produgdo de dextranase em meio liquido

0s fungos melhores produtores de dextranase em meio semi
sélido contendo dextrana, foram inoculados em frascos erlenmeyer
de 250 ml contendo 25 ml de meio liquido, esterilizado. A composi
¢ao do meio lfquido era a seguinte: 0,5% extrato de levedura;1,0%
peptona; 0,5% KHZPOA e 0,25% MgSOA.7H20. Como fonte de carbono
_utilizou-se 0,5% dextrana (PM 60 a 90 mil) ou 0,5% amido soldvel;
o pH }niéial de ambos os meios foi de pH 6,0. Apos 4 dias de incu
bagao a temperatura ambiente de 25°C e agitaggb constante de. 200
rpm, o conteldo dos frascos erlenmeyer foi filtrado. A atividade

de @extranase do filtrado foi determinada de acordo com o item 3.2.
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3.2. Determinagdo da atividade de dextranase

A atividade de dextranase foi medida utilizando-se como
substrato a dextrana (PM 60 a 90 mil) a 0,5% em tampao acetato
O,IM, pH 5,0. A 4 ml do substrato, juntou-se 1 ml de extrato en
zimatico, convenientemente diluido, incubando-se o sistema a 40°C
durante 20 minutos. Apds inativagdo térmica em banho de agua em
ebuligcao por 15 minutos, o teor de agucares redutores foi deter
minado pelo método de Somogyi-Nelson (36 ), utilizando-se  como
padrao a D-glicose anidra. Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima necessiria para liberar 1,0 umol de

glicose por minuto, nas condigoes do ensaio.

3.3. Estudo da produgdo de dextranase em fermentagao submersa

Com o objetivo de otimizar a produgao de dextranase em
fermentagao submersa, estudaram-se alguns parametros que afetam

a mesma, conforme descrigao que se segue.

3.3.1. Efeito da fonte de carbono na producao de dextranase

Para évaliar o efeito da fonte de carbono na produgao
de dextranase, inoculou-se o fungo melhor produtor da enzima, se
lecionado de acprdo coﬁ os itens 3.1.3., 3.1.4. é 3.1.5.,em fras
coslerlenmeyer de 250 ml contendo 25 ml de méio de cultura liqui
do, esterilizado, com a seguinte composigao: 0,5% extrato de le
vedura; 1,0% peptona; 0,5% KH,P0, e 0,25% MgS0,.7H,0. Como fonte

de carbono foram testadas as substancias dextrana, amido sollvel ,
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dextrina, sacarose, maltose, lactose e rafinosé a 2%, respectiva
mente. 0 pH de todos os meios de cultura utilizados foi ajustado
ém 6,0. Apds L dias de incubagdao 3 temperatura ambiente de 25°C
e agitagao constante de 200 rpm, o conteldo dos frascos erlenmeyer
foi filtrado. A atividade de dextranase:foi determinada de acor

do com o item 3.2.

3.3.2. Efeito da fonte de nitrogénioc na produgao da enzima

Para estudar o efeito da fonte de nitrogénio na produgao
de dextranase, inoculou-se o fungo melhor pr&dutor da enzima em
frascos erlenmeyer de 250 ml contendo 25 ml de meio de cultura
1Tquido, esterilfzado. A composigdao do meio era a seguinte: 1,0%
dextrana, 0,5% extrato de levedura; 0,5% KHZPOLle 0,25% MgSOh.7H20 .

As fontes de nitrogénio testadas foram as seguintes: peptona, ca

seina, farinha de soja desengordurada,,(NHA)ZSOh e Ca(NO3)2 a
1,0%, respectivamente. 0 pH de todos os meios de cultura testa
dos foi acertado em pH 6,0. Os frascos erlenmeyer foram incuba

dos 3 temperatura ambiente de 259C e agitagao constante de 200
rpm durante 4 dias. Apés a incubagao, o conteldo dos frascos foi
filtrado. Neste Gltimo determinou-se a atividade de dextranase

de acordo com o item 3.2.

3.3.3. Efeito da concentragdo de dextrana ha produgao .de

dextranase

Com o objetivo de estudar o efeito da concentragao de

dextrana presente no meio de cultura,na indugao da produgao de
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dextranase, inoculou-se o fungo melhor produtor da enzima em fras
cos erlenmeyer de 250 ml contendo 25 ml de meio liquido, esterili
zado. A composigao do meio utilizado foi a seguinte: 0,5% extrato
de levedura; 1,0% farinha de soja desengordurada; 0,5% KHZPoh e
0,252 MgSOh.7 H,0. Este meio foi acrescido de: dextrana (PM
60 a 90 mil) nas concentragoes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5% ,
respectivamente. 0 pH de todos os meios de cultura utilizados foi
de pH 6,0, Os frascos erlenmeyer foram incubados a temperatura am
biente de 259C e agitagao constante de 200 rpm durante L dias

ApGs a incubagao, o procedimento seguido foiAo mesmo descrito no

item 3.3.1.

3.3.4. Influéncia da temperatura de incubagd@o na produgao de

dextranase

Com o intuito de estudar a influencia da temperatura de
incubagdo na produgao de dextranase, inoculou-se o fungo selecio-
nado em frascos erlenmeyer de 250 ml contendo 25 ml de meio de
cultura liquido, esterilizado. A composigao do meio foi a seguin
te: 0,5% dextrana; 0,5% extrato de levedura; 1,0% farinha de soja
desengordurada; 0,5% KH,P0, e 0,25% MgS0,.7 H,0. 0 pH do meio de
cultura utilizado foi dg pH 6,0. Os frascos erlenmeyer foram incu
bados 3 temperatura de 25, 30 e 359C e agitagao constante de 200
rpm. Apés 4 dias de incubagao, o c&nteﬁdo dos‘frascos foi fiitrg
do, e a atividade de dextranase foi determinada no filtrado cég

forme o item 3.2.

"‘'ONRICAMP
RIBLIOTECA CENTRAL
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3.3.5. Estudo da cinética de produgdo de dextranase em fermen

tagao submersa

Com a finalidade de estudar a cinética de produgao de
dextranase em fermentagao submersa, preparou-se uma suspensao de
esporos incubando-se a linhagem selecionada durante 5 dias em tu
bos de Agar Sabouraud Dextrose inclinado a temperatura ambiente
Apos a incubagao adicionaram-se 15 ml de agua destilada esterili
zada ao tubo e raspou-se a superficie da colonia com alga de pli
tina esteril. Todo o procedimento foi féito em condigoes de  as

sepsia.

Da suspensao de esporos inoculou-se | ml em cada um dos
frascos erlenmeyer de 250 ml. Cada frasco continha 25 ml de meio
de cultura liquido, esterilizado, com a seguinte composigao:0,5%
dextrana; 1,0% peptona; 0,5% extrato de levedura; 0,5% KHZPOA e
0,25% MgSOh.7H20 em pH 6,0. Os frascos erlenmeyer foram incuba
dos a 309C e agitagao constante de 200 rpm. Diariamente foram re
tirados dois frascos e no conteido dos mesmos determinou-se ini
cialmente o pH. Em seguida o conteldo dos frascos foi centrifuga
do a 10 000 rpm durante 15 minutos. No sobrenadante ddterminou-se
a atividade de dextranase (de acordo com o item 3;2.) e o teor de
aglcares totais (de acordo com o item 3.5.). 0 precipitado foi
lavado diversas vezes com agua destilada e transferido para pla
ca de Petri previamente farada. A massa celular foi secada em es

tufa a 1009C até peso constante.
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3.3.6. Producdo de dextranase em fermentagao submersa

Para a produgao de dextranase emvfermentagéo submersa ino
cularam-se 2 ml da suspensEo de esporos, obtida de acordo com o
item 3.3.5., em frascos erlenmeyer de 500 ml contendo 50 ml de meio
de cultura liquido, esterilizado. A compdsigéo do meio utilizado
era a mesma do item 3.3.4. O0s frascos foram incubados nas mesmas
condigdes do item 3.3.5. Decorridos 5 dias de incubagao,o conteudo
dos frascos foi centrifugado e em seguida filtrado. No filtrad§ de
terminou-se a atividade de dextranase, o teor de proteina e de agl
cares totais. 0 filtrado foi liofilizado para conservagao e poste

rior purificagao.

3.4, Determinacdo da concentragdo de aglcares totais

0 teor de aglcares totais foi determinado pelo método de

Dubois et. al. (12), utilizando-se como padr3o a D-glicose anidra.

3.5. Purificagao da dextranase bruta

Para a purificagao da dextranase bruta, em p6, obtida de
acordo com o item 3.3.6., utilizou-se cromatografia em DEAE-celulo

se e em CM-celulose,

3.5.1. Cromatografia em coluna de DEAE-celulose

Para realizar a cromatografia em DEAE-celulose (dietilami

noetil-celulose), 30g da mesma foram previamente tratadas com solu
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¢ao de acido cloridrico e hidroxido de sodio conforme especificagao
do fabricante e em seguida equilibrada em tampao citrato - fosfato

0,05M pH 4,2.

2,89 de dextranase bruta, em pS, contendo 92,36 mg de pro
tefna e 4950,03 Ude atividade, foram dissolvidas em 40 ml de agua
destilada e dialisadas em membrana de celulose contra agua destila
da durante 24 horas e por mais 24 horas contra tampao citrato-fosfa
to 0,05M pH 4,2. A dialise foi realizada a 42C. A solugao enzimati
ca obtida foi aplicada em coluna de DEAE-celulose, previamente tra

‘tada, de 2,6 cm de diametro e 60 cm de comprimento.

A enzima foi eluida através de gradiente de concentragao
de NaCl variando-se de 0,1 a 1,0M. Durante a cromatografia manteve-
se fluxo constante de 12 ml/hora mediante bomba peristaltica, cole
tando-se fracdes de 6 ml cada. 0 curso de eluigao de proteinas atra
vés da coluna foi acompanhado pela medida da absorbdncia a 280nm em

espectrofotometro.

A atividade de dextranase das fragoes foi determinada de
acordo com item 3.2. As fragoes que mostraram atividade foram reuni
das e a concentragao de proteina e - de agucares to

tais foram determinadas de acordo, respectivamente, com os itens

3.7. e 3.5. A solugao enzimatica obtida foi liofilizada.

3.5.2. Cromatdgrafia.em coluna de CM-celulose

Para realizar a cromatografia em CM-celulose (carboximetil
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-celulose) 10g da mesma foram previamente tratadas com solucao de
dcido cloridrico seguida de solugdo de hidroxido de sodio de acor
do com as especificagoes do fabricante. Finalmente, a resina foi

equilibrada em tampao citrato-fosfato 0,05M pH L,2.

0,6472g de enzima liofilizada, obtida de acordo com o
item 3.6.1., contendo 675,2U de atividadé e 1,lImg de proteina fo
ram dissolvidas em 12 ml de agua destilada e dialfsada em membra
na de celulose contra agua destilada durante 24 horas e por mais
24 horas contra tampao citrato-fosfato 0,05M pH 4,2. A solugao ob

tida foi aplicada em coluna de CM-celulose, previamente tratada ,

de 2,0cm de diametro e 30cm de comprimento.

As proteinas foram eluidas da coluna através de gradien
te de concentragao de NaCl, variando-se de 0,1 a 1,0 M. O fluxo
de eluigao foi mantido constante em 12 ml/hora atraves de bomba
peristiltica, coletando-se fragdes de 6 ml cada. A eluigao das pro
teTnas da coluna foi acompanhada pela medida da absorbancia a 280

nm em espectrofotometro.

A atividade de dextranase foi determinada de acordo com
o item 3.2. As fragoes que apresentaram atividade foram reunidas
e dialisadas em membrana de celulose contra agua desionizada du
rante 24 horas a 49C. A solugao obtida foi liofflizada para | con

servagao.
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3.6. Determinagao da concentragao'de proteina

A concentragao de proteina foi determinada de acordo com
o método de Lowry (31 ), utilizando-se como padrao a albumina de

soro- bovino.

3.7. Caracterizacao da dextranase

Para a caracterizagao da dextranase utilizou-se a enzima

purificada, de acordo com o item 3.5.

3.7.1. Efeito da temperatura na atividade da dextranase

Para esfudar o efeito da temperatura na atividade da
dextranase prepararam-se sistemas contendo 19 ml de solugao de dex
trana a 0,5% em tampao acetato 0,1M, pH 5,0 e 1 ml de solugao en
zimadtica contendo 0,34U de atividade. 0s sistemas foram incubados
a 35, 40, 50 ou 609C, respectivamente, durante 20 minutos. A ati

vidade de dextranase foi determinada de acordo com o item 3.2.

3.7.2. Efeito da temperatura na estabilidade da enzima

Para o estudo do efeito da temperatura na estabilidade
da enzima, incubaram-se 10 ml da solugdo enzimatica contendo 0,34
U/mil a 4, 40, 50 ou 60°C por diversas horas. Durante o transcor
rer da incubagdo retiraram-se aliquotas de 1 m&, determinando- se

a atividade residual das mesmas como descrito no item 3.2.
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3.7.3. Efeito do pH na atividade da.dextfanase

0 efeito do pH na atividade enzimatica foi ensaiado pre

parando-se sistemas contendo 19 ml de dextrana a 0,5% em tampao

citrato-fosfato 0,I1M e 1 ml de solug3o enzimatica contendo 0,34U
de atividade. 0 tampao foi utilizado dentro da faixa de capacida
de tamponante de pH 2,6 a 7,0. Os sistemés foram incubados 3 50°C
durante 20 minutos. Decorrida a incubagao,a atividade da enzima

foi medida de acordo com o procedimento descrito em 3.2.

3.7.4. Efeito do pH na estabilidade da enzima

0 efeito do pH na estabilidade da enzima foi verificado
juntando-se 2 ml de solugdo enzimatica contendo 0,68U de ativida
de e 2 ml de tampdo citrato-fosfato 0,IM. A faixa de pH estudado
foi de 2,6 a 7,0. Os sistemas foram incubados a 209C durante 24
horas. Decorrida a incubagSo, determinou-se a atividade residual
da enzima utilizando-se 1 ml da solugao enzimatica de acordo com

o item 3.2.

3.7.5. Aglo de substdncias inibidoras sobre a atividade da

dextranase

0 estudo da agdo de subst3ncias inibidoras na atividade
da dextranase, foil feito preparanéo-se sistemas contendo 2 ml de
solugao de dextrana a 1% em tampao acetato 0,2M pH 4,2, 2 ml do
inibidor na conceniragSo final de 1 ou 10 mM e 1 ml de solugao
enzimatica apresentando 0,08 U de atividade. Abés 20 minutos de
fncﬁbagSo a h0eC as amostras foram tratadas pelo método de Hattori

et. al. (16 ) modificado. A reagdo enzimatica foi interrompida pe
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la adigao de 1 ml de HZSOQ 2,0N e neutralizéda pela adigao de
NaOH 1,0N. Finalmente, completou-se o volume para 10 ml e determi

nou-se a atividade de dextranase pelo método descrito em 3.2.

3.7.6. Influéncia da concentragao de substrato na atividade

enzimatica

Para o estudo da influéncia da concentragao de substrato
na atividade de dextranase, incubou-se 1 ml de solugao enzimatica
contendo 0,15 ug de proteina e 0,h8U de atividade com 4 ml de solu
¢30 de dextrana (PM 60 a 90 mil) de concentragao variavel de 0,1
a 1,0% em tampao acetato 0,1M, pH 4L,2. Os sistemas foram incuba
dos durante 20 minutos a 509C e a atividade enzimatica foi deter

minada como descrito no item 3.2.

0s parametros cinéticos da hidrolise da dextrana, a cons

tante de Michaelis—Menten.(KM) e a velocidade maxima (Vm ), fo

ax

ram calculados pelo método grafico de . Lineweaver e Burk. (28-).

3.8. Cromatografia descendente em papel dos produtos da

hidrdlise enzimatica da dextrana

3.8.1. Preparagao dos padroes

Para a preparagao dos padroes de glicose e de. dextrana
dissolveu-se quantidade suficiente de cada, previamente secados ,

em agua destilada de forma a obter solugoes de concentragao 100ug/ml.
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Com o objetivo de obter padroes da série isomaltose, ou
seja, além de isomaltose, isomaltotriose, isomaltotetraose, iso
maltopentaose, isomaltohexaose, isomaltoheptaose e isomaltooctao
se, procedeu-se 3 hidrélise dcida de acordo com o método de Tur
vey e Whelan descrito por Fukumoto et. al. (13). Apés neutrali

'zagao com Ba(OH)2 e filtragao, a solugao foi liofilizada obten

"do-se o padrao, em pd.

3.8.2. Cromatografia descendente em papel

0 estudo dos produtos da hidrolise enzimatica da dextra
na foi feito incubando-se 9,5 ml de solugao de dextrana a 1% em
tampao acetato 0,IM pH 4,2 e 0,5 ml de solugao enzimatica obtida
de acordo com o item 3.6 contendo 6,8U de atividade. 0 sistema foi
incubado a 509°C, retirando-se aliquotas de | ml decorridas 0; 2;
L; 6 e 24 horas de incubagao. As amostras foram inativadas mantepn

do-se as mesmas em banho a 1009C durante 15 minutos.

0s padroes e as amostras foram aplicados em papel para

cromatografia Whatman n? 1. 0 sistema de solventes utilizado foi
butanol: piridina: dgua na proporgao L:6:3 (V:V). 0 tempo de de

senvolvimento do cromatograma foi de 20 horas.

0 cromatograma foi revelado seguindo o método de Trevelyan

et. al. (53).

3.9. Estudo da viabilidade de aplicagao da dextranase na remo

gdo da dextrana do caldo de cana e de aglcar cristal

Para estudar é possibilidade de se aplicar a dextranase
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de Peniciftltium sp na hidrolise da dextrana, presente em caldo de

cana e em aglcar cristal , procedeu-se da seguinte forma.

3.9.1. Hidrdlise enzimatica da dextrana em caldo de cana .

1000 ml de caldo de cana receém extraido foram colocados
em recipiente de vidro hermeticamente fechado. Em seguida,o mesmo
foi deixado em repouso durante 48 horas a temperatura ambiente de

259C para fermentagao dextranica natural.

500 ml! deste caldo foram transferidos para erlenmeyer de
1000 ml e pré-incubados a 409C durante | hora. A solugao de dex
tranase foi p}eparada pela dissolugdo de 0,7037g de extrato enzji
matico bruto, obtido de acordo com o item 3.1.5., em 10 ml de é
gua destilada. A solugdo enzimatica apresentou. 124,4U de ativida
de/ml. 5 m]l desta solugSo foram acrescentados ao caldo de cana,re
tirando-se aliquotas de 50 ml decorridas 0; 0,5; 1; 2 e 4 horas
de incubagao a 409C. As amostras eram imediatamente inativadas em
banho a 1009C durante 15 minutos. 0 teor de dextrana residual nas

amostras foi determinado de acordo com o item 3.10.

3.9.2. Hidrdlise enzimatica da dextrana em agicar cristal

Para estudar a hidrolise enzimatica da dextrana em agu-

car cristal preparou-se uma splugéo aquosa a 502.'A 25 ml desta solu

¢ao, pré-incubada a 4o°oC durante 20 minutos, acrescentou-se 1 ml

de solugdo enzimitica obtida de acordo com o item 3.6. A solugao

enzimatica apresentou 0,95U de atividade/ml. 0 sistema substrato-
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enzima foil incubado a 40°C, retirando-se aliquotas de 4 ml decor-
ridas 0; 0,5; 1; 2 e 4 horas de incubagao. As amostras retiradas
foram imediatamente inativadas em banho a 1002C durante 15 minu

tos. 0 teor de dextrana residual foi determinado de acordo com o

item 3.10.

3.10. Determinagdo do teor de dextrana

0 teor de dextrana presente no caldo de cana e no agucar
refinado foi determinado pelo método de Keniry et. al. ( 24), uti
lizando-se a dextrana (marca Intermat) de peso molecular 60 a 90

mil como padrao.
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k. RESULTADOS

4.1. Selegao de fungos

A selegio de fungos foi feita de acordo com o item 3.1.

0s resultados encontrados constam nos itens a seguir.

4.1.1. Selegdo preliminar de fungos produtores de dextranase

.A selegEovpreliminar de fungos produtores de dextranase
foi feita de acordo com o procedimento descrito sob o item 3.1.3.
Foram isoladas ao todo 863 linhagens, das quais foram preliminar
mente selecionados 14 fungos que apresentaram atividade de dex
tranase. A Tabela | indica a atividade de dextranase dos mesmos.
Todas as linhagens selecionadas produziram dextranase extracelu-

lar.

4.1.2. Selegio de fungos melhores produtores de dextranase

Apés submeter os fungos preliminarmente selecionados de
acordo com o item 3.1.3. 3@ produgao induzida de dextranase em
meio semi-s6lido contendo dextrana, foram escolhidos 7 deles em
fungao da alta atividade de dextranase que apresentaram. As 1i
nhagens pré-selecionadas pertenciam aos géneros Penicillium sp.-,
Asperngillus sp e Fusarnium sp. A Tabela 2 mostra a atividade de
dextranase destes fungos, quando cultivados em meio semi -so6lido

sem e com dextrana.
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4.1.3. Indugdo da produgao de dextranase em fermentagao

submersa

A fermentagao submersa na presenga e na auséncfa de dex
trana, possibilitou a escolha da linhagem 265 como melhor produ
tora da enzima. A Tabela 2 indica a atividade de dextranase nas
condigBes descritas em 3.1.5. A Figura 1 mostra a mhnbfo&mraﬁa
da- linhagem escolhida. 0 fungo foi identificado como PenicLlLLium
sp em func3o das caracteristicas morfoldgicas da colonia e da a

nalise microscopica.

4.2. Estudo da produgao de dextranase em fermentagao

submersa

0 estudo da produgdo da enzima em fermentagao submersa
foi feito de acordo com o item 3.3. Os parametros estudados fo
ram fonte de carbono, de nitrogénio, concentragao de dextrana e

temperatura de incubagao.

4.2.1. Efeito da fonte de carbono na produgao de dextranase

Como mostra a Tabela 3,a produgao de dextranase em fer
'mentagSo submersa, feita de acordo com o item 3.1.5., foi nitida
mente influenciada pela fonte de carbono utilizada. 0 Penicillium
sp apresentou maior atividade de dextranase em meio contendo dex
trana como Gnica fonte.de carbono. Em meio contendo amido, malto
tose ou rafinose comé fonte de carbono,o fungo apresentou baixa
atividade da enzima. Em meio contendo dextrina, sacarose, lacto

se ou rafinose nao se verificou atividade de dextranase. A ativi
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dade de dextranase apresentada pelo fungo foi de 41,21 U/ml ;

2 2

6,38x10°° U/ml; 2,55x10 “ U/ml e 8,33x10“3 U/ml para dextrana ,

amido, maltose e rafinose, respectivamente.

4.2.2. Efeito da fonte de nitrogénio . na  produgao de

dextranase

A Tabela 4 indica os resultados obtidos para o estudo

do efeito da fonte de nitrogénio na produgao de dextranase, de
acordo com o item 3.3.2. Estes resultados indicam que, entre as
fontes de nitrogénio testadas, a que mais favoreceu a produgao

de dextranase foi a farinha de soja desengordurada. Utilizando-

se esta fonte de nitrogénio, obteve-se atividade de 37,7 U/ml.

4.2.3. Efeito da concentragao de dextrana na produgao de
dextranase
0s dados obtidos de acordo com o item 3.3.3. constam

da Tabela 5. De acordo com estes resultados, a atividade de dex
tranase apresentada pelo fungb Penicillium sp foi de 88,96 U/m]
‘na concentragao de dextrana de 0,5%. a medida que aumentou a
concentracgao de dextrana no meio, diminuiu a atividade de dex

tranase do fungo.

4.2,4, Influéncia da temperatura de incubagao na produgao

de dextranase

Na Tabela 6 estao representados os resultados obtidos
de acordo com o item 3.3.4. De acordo com estes resultados, a
temperatura que levou a maior produgao de enzima pelo fungo

Pendicillium sp foi de 30¢°C.
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4.2.5. Estudo da cinética de produgao de dextranase em

fermentacao submersa

A Figura 2 mostra os resultados obtidos para o estudo da
cinética de producao de dextranase em fermentagao submersa feita
como descrito no item 3.3.5. A massa celular aumentou do 1? ao 3°
dia de fermentagao, mantendo-se estavel até o 5¢ dia. A
massa celular atingiu 14,8 mg/ml no seu valor maximo. 0 pH inici-
al de 6,0 sofreu alteragdoes no decorrer da fermentagao como mos
tra a referida fiqura, atingindo no final da mesma valor de 7,2 .
A atividade de dextranase tornou-se perceptfve] decorridas mais
de 24 horas do inicio da fermentagao. A mesma aumentou de forma
constante durante o decorrerdo esuﬂo, atingindo 40,6 unidades/ ml
no final do mesmo . 0O teor de agucares totais diminuiu rapidamen
te durante os dois primeiros dias de fermentagao. Apos este perio
do continuou a diminuir, no entanto mais lentamente. 0 teor ini
cial de aglcares totais era de 102 mg/ml e no final era em torno

de 12 mg/ml.

4.2.6. Producao de dextranase em fermentagao submersa

Na producao de dextranase em fermentagao submersa, feita
de acordo com o item 3.3.6., obtiveram-se 960 ml de extrato bruto.
Na Tabela 7 constam os resultados alcancados para o extrato bruto.
0 mesmo apresentou atividade especifica de 59,89 unidades de dex

tranase/mg de proteina.
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4,3. Purificagao da dextranase bruta

0 extrato bruto, que inicialmente apresentou atividade
eSpechica‘de 59,89 unidades de dextranase/mg de proteina, foi
purificado através de cromatografia em coluna de DEAE-celulose e
em coluna de CM-celulose conforme descrigdo dos itens3.6.1. e 3.6.2.,
respectivamente. A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para

as diversas etapas de purificagao da dextranase.

0 eluato obtido apos fracionamento em coluna de DEAE-ce
lulose mostrou um Unico pico de atividade. Como assinala a Figu
ra 3,0 pico de atividade de dextranase foi eluido da coluna na
concentracdo de NaCl de 0,4M. As fragoes que apresentaram ativi
dade, isto &, as fracoes 142 a 168 foram reunidas. A solugao ob
tida apresentou atividade especifica de 411,73 unidades de dex
tranase/mg de proteina, representando grau de pureza 6,87 vezes

superior ao extrato bruto.

0 fracionamento em coluna de CM-celulose, como mostra a
Figura 4, apresentou um dnico pico de atividade, eluido da colu
na sem gradiente de NaCl. As fragoes de 13 a 17 foram reunidas ,
apresentando atividade especifica de 3213,51 unidades de enzima/

mg de proteina.

4.4, Caracterizagao da dextranase

A enzima purificada foi caracterizada de acordo com o

‘item 3.8. Os resultados da caracterizagao constam a seguir.
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4.4.1. Efeito da temperatura na atividade da dextranase

A Figura 5 ilustra os resultados obtidos para a verifica
¢ao do efeito da temperatura na atividade da dextranase, feito de

acordo com o item 3.8.1. A temperatura otima da enzima é de 509C.

4.4.2. Efeito da temperatura na estabilidade da enzima

A Figura 6 mostra a estabilidade da dextranase quando sub
metida 3 incubagdo a 4, 40, 50 ou 609C durante varias horas, con

forme descrigao feita em 3.7.2.

A 49C n3o ocorreu perda de atividade da dextranase nas
primeiras 7 horas de incubagao, verificando-se ap6s 24 horas per
da de 18% de atividade. Quando incubada a 40°C, a enzima manteve
a atividade inicial durante 7 horas. Decorridas 24 horas de incu
bagdo nesta temperatura,a enzima perdeu L2% da sua atividade. A
50¢C ocorreu a manutengéo da atividade enzimatica durante | hora,
sendo que,decorridas 24 horas de incubagao,a enzima manteve ape
nas 3% de atividade. A 609C a dextranase de Peniciffium sp foi ra
pidamente inativada, e nao apresentou atividade apés 24 horas de

incubagao.

4.4.3. Efeito do pH na atividade da dextranase

A Figura 7 mostra a atividade de dextranase na faixa de
pH utilizada, conforme o item 3.8.3. A enzima mostrou maior ativi

dade em pH 4,2.
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4.4.4, Efeito do pH na estabilidade da enzima

0 estudo referente 3 influéncia do pH na estabilidade da

enzima foi realizado de acordo com o item 3.7.4. A Figura 8 indi

cada que a enzima mostrou maior estabilidade na faixa de pH 4,2 a

- 5,0.

4L.4.5. Agao de substl@ncias inibidoras sobre a atividade da

dextranase

A Tabela 8 indica os resultados obtidos para o estudo do
efeito de diversos sais e inibidores na atividaee de dextranse fei

to como consta no item 3.7.5. Observa-se que todos os sais utili-

zados inibiram a enzima em ambas as concentragoes ensaiadas. 0s
+ . . . A
fons Agt , ng ; Mn2* e Fe?® evidenciaram acentuado efeito inibi
dor.
4.4.6. Efeito da concentragao de substrato na atividade
enzimitica
0 item 3.7.6. relata como foi feita a determinagao do

efeito da concentragao de substrato na atividade de dextranase. A

Figura 9 demonstra que os parametros cinéticos, Ky e V5. , foram

2,77 mg/ml e 2,88 m moles glicose/minuto/mg proteina, respectiva-

mente. Adotando 75 mil como peso molecular médio da dextrana (PM

60 a 90 mil),o valor de KM passa a ser 3’69)(]0-2 mM.
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4.5, Cromatografia descendente em papel dos produtos da

hidrdlise enzimatica da dextrana

A Figura 10 ilustra o cromatograma obtido de acordo com

o procedimento descrito em 3.9.

Comparando-se os valores de Rf encontrados para os pa
droes com as amostras aplicadas no cromatograma, observa-se
ﬁo inTcio da hidrolise uma mancha difusa na origem que correspon
de 3 dextrana. Apds 2 horas de reagao aparecem manchas caracteris
ticas de isomaltose, isomaltotriose. Na origem, apareceu uma man
cha difusa, provavelmente dextrana e oligossacarideos maiores que
a isomaltopentaose. No transcorrer da hidrolise enzimatica da dex
trana, aumentou a concentragao de glicose, isomaltose e isomalto

‘triose liberada por agao da enzima.

4.6. Viabilidade de aplicagdo da dextranase na remogao de

dextrana do caldo de cana e de agucar cristal

4.6.1. Hidrolise enzimatica da dextrana em caldo de cana

A possibilidade de remogao enzimatica da dextrana em
caldo de cana foi esfudada de acordo com o item 3.9.1. A Tabela
9 indica os resultados obtidos neste estudo. 0 teor inicial da
dextrana no caldo de cana era de 11,8 mg/ml. Decorridas 0,5horas
de hidrolise, o teor de dextrana no caldo de cana caiu para 0,77
mg/ml, representando uma redugao de 93,47% de dextrana. 0 teor

de dextrana continuou a cair no transcorrer da hidrolise. Comple
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tadas 4 horas de reagao enzimatica, permaneciam no caldo de cana

apenas 3,73% do teor inicial de dextrana.

4.6.2. HidrSlise enzimidtica da dextrana em agicar cristal

_.A remog3o enzimatica da dextrana énagﬁcar<nﬁstalfoiestg
‘dada de acordo com o item 3.§.2, A Tabela 10 fornece os resulta-
‘dos obtidos. 0 teor inicial de dextrana no aglicar cristal era de
1,18 mg/g. Nas condigoes do estﬁdo, a enzima nao mostrou ativida
de na prhwira"mefa.hora.:de.ireagéo.n "Apos 1 hora de reagao, o
teor de dextrana sofreu uma redugao de 8,5%. Apos 2 horas de hi
drolise, o teor de dextrana no agicar era de 0,93 mg/g, represen
tando 78,7% do teor inicial. Decorridas 4 horas de hidrolise o

teor residual de dextrana era de 0,81 mg/g ou 68,8%.
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5. DISCUSSAOQ
- 5.1. Selegdo de fungos produtores de dextranase

A selegdo de fungos produtores de dextranase evidenciou
que éxistem no.solo de plantagoes de cané e em varas de cana de
-teriorada, intmeros fungos que produzem dextranase extracelular.
As linhagens que produziram dextranase em maior quantidade, quan-
do cultivadas em meio liquido contendo dextrana como unica fonte
de carbono, pertenciam aos géneros Penicillfium sp, Aspengilllus
sp e Fusardium sp. Com o intuito de obterem miérorganismos produ
tores de dextranase, Fukumoto et. al. (13) testaram indmeras es
pécies de fungos e bactérias, e verificaram que os fungos Pends
cillium Luteum ATCC 96L4h, obtido a partir de culturas-estoque ,
e Aspengillus carneus, isolado do solo, foram os melhores produ
tores da enzima. Hattori e lIshibashi (15) verificaram a ativida
de de dextrénase extracelular de 556 espécies de fungos e 115 es
pécies de Streptomyces sp em meio 17quido, e notaram que espe-
cies do género Chaetomium sp apresentaram maior atividade. Fazen
do um levantamento da producido de dextranase por 40O linhagens
de fungos, isolados a partir do solo, Tsuru et. al. (55), obser
varam que Aspergilfus carneus produzira a maior concentragao da
enzima. Cabe salientar qﬁe, embora os fungos isolados como melho
res produtores de dextranase no decorrer do presente trabalho -,
j3 constassem de routros trabalhos publicados, nao existe nenhum
registro de isolamento dos mesmos a partir de solo de p]antégaes

de cana ou de varas de cana deterioradas. Quanto ao tipo de fer
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mentagdo, isto &, fermentagao semi-sdlida ou submersa, o presente
trabalho mostrou nitidamenté que o meib l1Tquido € mais propicio
péra a produgao de dextranase. Por outro lado, comparando-se a
atividade de dextranase que as sete diferentes linhagens apresen
taram em meio liquido contendo amido ou dextrana como Gnica fonte
de carbono, nota-se que no primeiro a atividade foi sensjivelmente
inferior 8quela encontrada no segundo meio. Estes resultados, que
podem ser verificados na Tabela 2, demonstram que a enzima dextra

nase € do tipo indutivel.

5.2, Estudo da produgio de dextranase em fermentagao submersa

0 estudo referente a producdo de dextranase por Penicil
Lium sp em fermentagao submersa mostrou que a mesma sofre influén
cia da totalidade dos fatores analisados. A fonte de carbono ofge
recida ao fungo é de grande import3ncia, visto que na presenga de
dextrana a produc3o de enzima foi da ordem de 646 vezes maior do
que na presenca de amido. Substituindo-se a dextrana por qualduer
uma das outras fontes de carbono testadas, a diferenga na biosin
tese de dextranase pelo fungo Pendiciffium sp tornou-se ainda mais
acentuada do que no caso de amido, como ilustra a Tabela 3. 0 com
'portamento do fungo Penicillium sp frente as diferentes fontes de
carbono, mostra, mais uma vez, que a enzima dextranase € uma ‘enzi
ma indutfvel. Estudando a importSHcia da fonte de carbono na pro
dugao de dextranase em meio liquido pelo fungo Pendicillium Luteum ,
Fukumoto et. al. (13) notaram que dextrana e oligossacarideos for

mados por ligagoes glicosidicas a-1,6 foram eficientes na produ
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¢ao de dextranase,e que a indutibilidade dos mesmos fora aproxima
damente proporcional ao comprimento da cadeia dos mesmos. Os ou
tros compostos por eles testados, isto é, glicose, sacarose, mal
tose, lactose, amido de milho ceroso e amido soldvel nao levaram
3 produgao de dextranase. Resultados similares foram encontrados
por Lobanok et. al. (30) e Tsuru et. al. (55) em relagao aos fun
gos Asperngillus insuetus G-116 e Aspergillus carneus, }espectivg
mente. A Tabela 4 possibilitou a andlise do efeito da fonte de ni
trogénio na produgdo de dextranase extracelular por PenLcLZZZum
sp. A fonte de nitrogénio que se mostrou mais favoravel foi a fa
rinha de soja desengordurada, enquanto que Ca(N03)2 evidenciou
ser o composto menos favordvel para a produgao da enzima. Nao foi
possivel encontrar um trabalho na literatura com o qual poderiam
ser confrontados estes resultados. Estudando-se a influéncia do
fator concentragao de dextrana no meio de cultura, a produgao de
dext;anase pelo fungo PeniciffLium sp diminuiu a medida que aumen
tou a concentragao de dextrana. A interpretagao destes resulta-
dos, que figuram na Tabela 5, sugeriu que o fungo mostrou acentua
da sensibilidade 3 concentragao de dextrana no meio de cultura ,
sendo que concentragoes de dextrana superiores a 0,5% inibiram a
'produgso'da mesma. Analisando este aspecto da produgao de dextra
nase por Penicilffium Luteum, Fukumoto et. al. (13), verificaram
que a atividade de dextranase.auménfara com O aumento na concen
tragao de dextraha dissolvida no meio. Na concentragao de 2,0% o-
correra a produgao maxima da enzima. No entanto, nesta concentra
¢3o, Fukumoto et, al. verificaram ser mais longo o periodo de tem
po necessdrio para a produgao de enzima, além de resultar em cal

dos de cultura extremamente viscosos. A temperatura de incubagao
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foi um dos fétores estudados, cujos resultados constam da Tabela
67 Foram estudadas 3 temperaturas diferentes, sendo que a 30C? a
produgio de dextranase por Pendiciffium sp foi em torno de 2,5 e
7,5 vezes superior 3 mesma a 25 e 35°9C, respectivamente. Traba
lhaﬁdo com Aspengillus insduetus G-116, Lbbanok et. al. (30) nota
- ram que a 28/29%C a produgao de dextranase pelo fungo fora .em

torno de 1,6 vezes maior do que a 24/259¢C,

0s resultados deste estudo permitiram concluir que as
cdndigBes de cultura mais favordveis para a produgao de dextrana
se pelo fungo Pendicilflfium sp foram meio de cultura Iiquido con
tendo 0,5% dextrana, 1,0% farinha de soja desengordurada, 0,5%
KHZPOQ e 0,25% MgSOh.7H20, pH inicial 6,0, 3 temperatura de 30°C

e agitagao constante de 200 rpm.

Para o estudo da cinética de produgao de dextranase
substituiu-se a farinha de soja desengordurada por peptona, na
mesma concentragdo. A substituig3o da fonte de nitrogénio permi
tiu a determinag3o da massa celular sem interferéncia da fari-

nha de soja na mesma,

A cinética da produgao de dextranase pelo fungo Penicil
Lium sp consta da Figura 2, e foil interrompida apds o 592 dia de
fermentagao ja que o meio. tornou-se bastante yiscosd quando se
utilizou a farinha de soja desengordurada como fonte de nitrogé

nio. A viscosidade do meio dificultou a recuperagao da enzima.

0s dados encontrados permitem fazer algumas correlagoes
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com o trabalho de Kosaric et., al., (26) em relagao ao fungo Peni

cillium funiculosum. Este autor utilizara meio liquido com pH

inicial 6,0 no seu estudo. 0 pH mantivera-se praticamente inal
terado nas primeiras 24 horas de fermentagao, decorridas as
quails aumentara lentamente até atingir o valor 7,0 no 792 dia

de fermentagdo. A massa celular atingira o seu valor maximo du
rante o 29 dia de fermentacao e caira até aproximadamente meta
de do seu valor maximo no final da mesma. A atividade de dextra
nase aumentara lentamente do 12 ao fim do 49 dia de fermentagao ,

permanecendo praticamente inalterada até o final da mesma.

5.3, Purificacdo da dextranase

A Tabela 7 e as Figuras 3 e 4 apresentam os resultados
da purificacdo da dextranase de Pendicillfium sp através de croma
tografia em coluna de DEAE-celulose e de CM-celulose. No item
3.6., verifica-se que a enzima bruta foi diretamente aplicada
em coluna de cromatografia,sem ser previamente precipitada atra
vé@s de sulfato de amdnio, alcool etilico ou acetona, procedimen
to este comumente utilizado na etapa inicial da purificagao en
zimatica. Durante os estudos preliminares com vistas a purifica
¢ao da enzima, precipitaram-se as proteinas presentes no extra
to bruto com sulfato de amdnio a 80%, dlcool etilico a 70% e a
cetona a 50%. 0 extrato bruto utilizado foi ébtido pela ferméﬂ
tagao a 30°C como descrito no item 3.3.4. 0s resultados alcangg.
dos nos permitiram optar pela precipitagao com sulfato de amo

nto, como melhor alternativa para a primeira etapa da purifica
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¢ao da enzima, visto que a atividade de dextranase - recuperada
apds ressuspender e dessalinizar o precipitado era da ordem de
82%. 0s precipitados obtidos pela adigdo de dlcool etilico a

70% e acetona a 50% apresentaram apenas 23 e 17% da atividade

|-

nicial, respectivamente, Estes dados nao estao de acordo com a
queles obtidos por Molodova et. al. (35) que obtiveram recupera
¢ao de 88 a 92% para sulfato de aménio e 80 a 85% quando utili
zaram alcool etflico.-No entando, quando se procedeu a precipi
tagao da enzima no extrato bruto obtido em escala maior, isfo
&, de acordo com o item 3.3.6., verificou-se que a enzima perma
neceu em suspensao junto com o sal. Maksimov et. al. (32), tra

balhando com Pendciflium funiculosum,observaram que,em conse-

qUéncia ao consumo incompleto de dextrana pelo fungo,a enzima
presente no meio n3o pudera ser separada da dextrana uma vez
que, nestas condigdes, nao precipitara em solugao saturada de

sulfato de amdnio,assim como nd3o fora absorvida em DEAE-celulo-

se.

0 crescimento normal do fungo e portanto, o consumo da
totalidade da dextrana possibilitara a purificagao por metodos
convencionais. Considerando que, quando da produgao de dextrana
se em larga escala, foram adotadas as condigoes estipuladas ma
is favoraveis em escala menor, padem ter eventﬁalmente ocofrido
modificagoes ao.n?vel.do metabolismo do fungo Peniciflium sp de
forma a nao esgotar'a fonte de carbono. No entanto, precisa.ser
levado em consideragdo que a enzima de Penicillim sp foi adsor

vida em DEAE~celulose,o que n3o acontecera com a enzima estuda
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da por Maksimov et. al. (32). Provavelmente, a liofilizagdo do materdi
al tenha contribufdo para a adsorgao do extrato bruto na DEAE-

celulose.

As etapas de cromatografia em coluna de DEAE-celulose
e em CM<celulose, seguidas de didlise, contrfbufram para a des
salintzagdo, a remogdo de compostos de baixo peso molecular e
de pigmentos do extrato bruto, Estes procedimentos também favo
receram a concentragao do teor de protefnas. No final da purifi
éaggo obteve-se extrato enzimdtico limpido de grau de pureza

53,65 vezes superior ao extrato bruto.

A técnica de fracionamento da dextranase em coluna de
troca ionica, mostrou que em pH 4,2 a enzima foi adsorvida por
DEAE-celulose, sendo eluida em um Gnico pico de atividade na
concentragdo de 0,4M de Nacl., Este fato evidenciou tratar-se Ae
enzima com predomindncia de cargas negativas.Estes resultados
est3o de acordo com experimentos anteriormente realizados por
Maksimov et. al. (32) para a enzima de Peniciflium funiculosum.
Na cromatografia em coluna de CMvcelulose mostrou um Gnico pico
de atividadeseluido logo no infcio da separagao, o que esteve
de acordo com a predominancia de cargas negativas que a enzima

possufa em pH 4,2,

5,4, Caracterizacgao da dextranase

A dextranase de Penicilfium sp apresentou atividade ma

sima a 509C, sendo que a 409C a enzima exibiu 74% e a 60°C exi

bitu 78% da atividade mdxima.
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0 pH 8timo da enzima situou-se em pH 4,2. Em valores de
pH inferiores ou superiores ao valor 6timo, a enzima perdeu ati

vidade rapidamente.

A atividade catalftica da dextranase de Peniciffium sp
mostrou estabilidade na faixa compreendida entre pH 4,2 e 5,0 a

202C.

A enzima apresentou termoestabilidade em pH 4,2 a LeC
e a 40°C durante 7 horas. Decorridas 24 horas a 4°C, a enzfma
manteve 82% e a 40°C. manteve 59% da atividade., A 50°9C a enzima
perdeu atividade a partir da 29 hora de incubaggo e, transcorri
das 24 horas, a mesma apresentou apenas 3,5% da atividade inici
al. A 609C a perda de atividade deu-se mais rapidamente do que
a 50°C, restando ao término de 24 horas, 1% da atividade inici

al da enzima.

Em relagdo & influéncia de substadncias inibidoras . so
bre a atividade de dextranase de Pendiciflium sp, verificou - se

que a mesma € inibida por diversos fons, em ambas as concentra

¢des testadas. Na concentragdo de 10”3 M, os Tons Agt, Mn2t e
ng+ exibiram acentuada inibi¢3o da enzima. Na concentragao de
IO‘ZM os ions Ag+, Mn2+, ng+ e Fez+ afetaram de forma mais a

centuada a atividade da enzima. Por outro lado, o EDTA provocou

discreta perda de atividade da dextranse.

Comparando-se os resultados deste trabalho com aqueles

obtidos por Fukumoto et. al. (13), Minakova e Preobrazhenskaya
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(34), e Sugiura et, al, (46) trabalhando com dextranase de
Penicitlium Luteum, P. purpurogenum (Ftoll) e P, juniculo-
.Aum, respectivamente, nota-se que a dextranase de Penicilli-
um sp apresentou algumas diferencgas em relagao as proprieda-
des flsico~quimicas, A diferenga mais significativa ocorreu
em relagdo ao pH Stimo da enzima. O pH Gtimo para Pendicilli~
um Luteum, P, purpurogenum (Ftoll) e P, funicufosum situara-
se em pH 5,03 5,5 e 6,0, respectivamente, Embora o fungo es
ﬁudado no presente trabalho pertenca ao mesmo género, isto
é, Penicillium sp, a dextranase do mesmo apresentou pH otimo
consideravelmente mais acido. Cabe enfatizar que a linhagem
descrita neste trabalho, n3o fora anteriormente relatada co
mo produtora de dextranase extracelular. 0 pH otimo acido da
enzima aumenta significativamente a aplicabilidade da enzima
na eliminacao de dextrana em caldo de cana contaminado, con
forme discussdao no item 5.6, A faixa de estabilidade ao pH
situara-se em 3,5 a 7,0; 4,5 a 7,5 e 6,5 a 7,0, respectiva-

mente.

Quanto 3 temperatura Stima de atividade catalfitica,
a mesma verificara-se em 509C para Peniciflium Luteum (13) e
em 559C para P.Véunicu£05um (26). A termoestabilidade das en
zimas variara bastante. No entanto, a maioria das espécies
de Penicillium sp foram estaveis na faixa de 0 a 50°C (13 ;

26, 36, 46).

Analisando-se a influéncia que subst3ancias inibido
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ras exercem sobre a atividade da dextranase de Pendcillim sp,
verifica-se que este comportamento fora notado por diversos
pesquisadores que trabalharam com espécies do mencionado géne

ro.

Fukumoto et. al. (13), analisando a agao de substan
cias inibidoras sobre a atividade de dextranase de Pendicilli
um Luteum, verificaram que a mesma fora inativada apenas por
HgCl,. No entando, Sugiura et, al. (46), trabalhando com dex
tranase de P, 4funiculosum, notaram que a enzima fora inibida
por fions Ag+ e ng+, enquanto que os fons C02+, M2t e Cu2+
provocaram a ativagao da enzima. Estes pesquisadores observa
ram também que a dextranase fora parcialmente inativada por
EDTA. Como mostra a Tabela 8, os fTons Coz+, Mn2+ e Cuz+ provo

caram inibicdo parcial da enzima de Pendicilffium sp, © mesmo

acontecendo em relac3o ao EDTA. Kosaric et. al. (26) observa-

ram que, na concentragao de 10mM, os fons Ag+, ng+, zn2* ,
Cu2+ e Fe2t inibiram a enzima de P. funiculosum enquanto que
EDTA n3o afetara a atividade da mesma. Estudando a agao de

subst3ncias inibidoras na atividade das dextranases 1 e 2 de
“P. piscarium BIM G-102, Lobanok et. al. (29) observaram que
os fons Ag+, Sn2+ e Fe3+ inibiram de forma acentuada ambas as
isoenzimas, enquanto que nao ocorrera ativagao das mesmas n;
presenga de fons Mn2+, cu?* ou co?™.

5.5. Cromatografia dos produtos da hidrdlise enzimdtica da

dextrana

A hidrdlise enzimidtica da dextrana de peso molecular
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60 a 90 mil, feita de acordo com o item 3.8, e cujos resulta
" dos constam do item L4.,5,, forneceu como produtos principais a

glicose, a isomaltose e a isomaltotriose.

Estes resultados s3o reforgados por aqueles obtidos

por Fukumoto et. al. (13), que trabalharam em condigoes seme
lhantes com PendciffLium Luteum, e obtiveram os produtos cita
dos apés 24 horas de hidrolise. Sugiura e lto (48) verifica

ram que os produtos da hidrélise de dextrana foram a isomalto
se, a isomaltotriose, a isomaltotetraose, a isomaltopentaose
e a isomaltohexaose. Trabalhando com o fungo Pendicillium pis
carnium BIM G-102, Lobanok et. al. (30) notaram que os produ
tos principais da hidrélise da dextrana, feita através do so

brenadante do caldo de cultura do fungo, foram a glicose e a

isomaltose.

5.6, Viabilidade de aplicacao da dextranase na remogao de

dextrana do caldo de cana e do aglcar cristal

Com base nos estudos feitos em relagao a hidrolise
enzimitica da dextrana em caldo de cana e em agucar cristal, veri
fica-se a grande aplicabilidade da dextranase para este fim.A
Tabela 9 e a Figura 11 mostram os excelentes resultados obti
dos para o caldo de cana, mesmo.dtilizando—se pequena concen
tragao da enzima. Cabe salientar que o pH 6timo da enzima de
Peniciftlium sp, ou seja, pH 4,2, mais acido do que os valores

relatados na literatura, favorece a hidrélise enzimatica da
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dextrana em caldo de cana. 0 caldo de cana contaminado por
dextrana, apresenta pH na faixa de 3,5 a 4,5, devido a pre
senga concomitante dos dcidos ldtico e acético, decorrentes
do metabolismo das hactérias infectantes da cana. Outro fa
tﬁr importante € a termoestabilidade da enzima, cuja ativida
de se mantém inalterada,mesmo ap6s incubagdao a 409C durante

7 horas.

Em relagao a hidrolise enzimatica da dextrana no é
¢lcar cristal, verificou-se que a agao da enzima se deu mais len
tamente do que no caso do caldo de cana. Ho entanto, a hidro
lise da dextrana presente em caldo de cana e em agucar cristal
através da dextranase de Peni{ciffium sp mostrou-se satisfato

ria em ambos os casos.

Do ponto de vista da produgao de aglcar, deve-se sa
lientar que o uso de dextranase para remogao da dextrana, de
ver3 ser feita preferencialmente no caldo de canayantes do
processamento do mesmo. Desta forma seria possivel evitar to
dos os inconvenientes que a presenga da dextrana provoca du
rante o processamento do caldo de cana, entre eles, dificul
dade de filtragao, decantagdo e transferéncia de calor defi

cientes ealongamento do eixo 'c¢'' dos cristais de aglcar. |Is

to evitaria também a modificagao do formato de balas e

laboradas com agucar cristal contaminado com dextrana, como mos

tra a Figura 12,
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6. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste trabalho, pode-se con

cluir que:

6.1. Dos fungos isolados, Pendiciflfium sp apresenta maior ati

vidade de dextranase extracelular,

6.2. 0 fungo PenicilfLium sp produz dextranase em fermentagao
submersa, produzindo baixfssima concentracao da enzima

em fermentagao semi-sélida.

6.3. A dextranase do fungo Peniciffium sp € uma enzima induti

vel, utilizando preferencialmente dextrana como indutor.

6.4. A dextranase apresenta carga negativa em pH 4,2, uma vez

que foi adsorvida em DEAE-celulose e nao em CM-celulose.
6.5. A temperatura otima para a dextranase € de 509C.
6.6. A enzima & estavel a 409C durante 7 horas.

6.7. A atividade hidrolTtica maxima da enzima de Peniciflium
sp ocorre em pH 4,2, Este fato permite concluir que esta

linhagem nao fora anteriormente descrita.
6.8. A enzima se mantém estavel na faixa de pH 4,2 a 5,0.

6.9. A dextranase de PendiciffLium sp € fortemente inibida pe

los fons Ag+, Mn2+, ng+ e Fe2+, enquanto que na presen

¢a de EDTA a mesma é parcialmente inibida.
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6.10. Os produtos principais da hidrdlise da dextrana através
da dextranase de PeniciflLium sp sdo glicose, isomaltose

e isomaltotriose.

6.11. Com base nas caracteristicas da dextranase .excretada
por Penicd{ffium sp, a mesma apresenta grande viabilida
de de aplicagdo no processamento do caldo de cana conta

minado por dextrana.
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Produgao de dextranase em meio semi-s6élido sem e com dextrana.

atividade de dextranase

N© da (U/m1)
linhagem sem dextrana com dextrana
12 1,31 x 1072 3,05 x 102
147 1,50 x 1072 1,83 x 1072
265 2,39 x 1073 3,16 x 1072
288 9,44 x 107" 5,99 x 1073
368 2,28 x 1073 2,24 x 1072
L6k 7,22 x 107" 5,18 x 1072
520 3,33 x 1074 1,47 x 1072
569 3,05 x 10> 4,86 x 1072
576 1,39 x 1073 5,67 x 1072
666 3,39 x 1073 5,58 x 10 2
673 1,66 x 107" 4,37 x 1072
703 4,34 x 1072 6,47 x 1072
719 3,05 x 1073 5,16 x 102
774 2,61 x 1077 3,73 x 102
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. TABELA 3

Efeito da fonte de carbono na produgao de dextranase por

Penicillium sp.

fonte de ' atividade de dextranase
carbono (U/m1)

dextrana 41,21

amido : 6,38 x 1072
maltose ‘ 2,55 x 1072
rafinose - 8,33 x 10-3
dextrina 0,00

glicose 0,00

lactose 0,00

sacarose 0,00
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TABELA 4

Efeito da fonte de nitrogénio na produgao de dextranase por

Pendicillium sp.

fonte de atividade de dextranase
nitrogénio (U/m1)

soja desengordurada 37,17
(NHh)Zsoh . 26,68

peptona 22,32
casefna 5,69

Ca(N03)2 : 0,32
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TABELA 5

_ Efeito da concentragao de dextrana na produgao de dextranase

por PendiciflfLium sp.

concentragao de atividade de dextranase
dextrana (%) (u/m1)

a,5 88,96

1,0 Lé,17

1,5 43,67

2,0 36,30

2,5 8,96




83

TABELA 6

Influéncia da temperatura de incubagao na produgao de dextranase

por Penicillium sp.

temperatura atividade de dextranase
(ec) (u/m1)
25 68,45
30 173,72

35 23,25
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TABELA 8
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Efeito de substancias inibidoras sobre a atividade

de dextranase.

sal concentragao atividade residual
(m) (%)
H,0 - 100
AgNO 1073 56,9
10”2 0,0
caCl, 10-3 97,4
1072 69,8
CoCl, 1073 94,8
1072 69,8
Cuso, 1073 87,1
10”2 65,5
EDTA 1073 89,9
1072 81,0
FeSO, 10°3 82,8
1072 52,6
HgCl, 1073 61,2
1072 53,5
Mgso,, 1073 82,8
1072 78,4
MaC1, 1073 55,2
1072 24,1
Zncl, 1073 86,2
1072 61,2
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Figura 1 - Microfotografia do fungo PenicillLim sp.
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nov. B6

Figura 10 - Cromatografia descendente em papel dos

produtos da hidrolise enzimatica da
dextrana. Padroes: A: glicose; B: dex-
trana; C: isomaltose; D: hidrélise aci
da da dextrana. Amostras: 1: 0 horas ;
2: 2 horas; 3: L horas; L: 6 horas; 5:

24 horas.
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- Hidrolise enzimatica da dextrana

caldo de cana. Amostras: l: 0 horas
2: 0,5 horas; 3: 1 hora; 4: 2 horas

5: 4 horas.

em

H

’
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nov, 86

Figura 12 - Efeito da utilizacao de aglcar conta-
minado com dextrana na produgao de ba
las. Amostras: 1: aglcar n3do contami

nado; 2: aglcar contaminado.

29
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ANEXO 1

MATERIAL E METODOS

A - Reagentes

0s reagentes utilizados foram obtidos das firmas Carlo Ef

ba, Merck, Riedel e Sigma.

A dextrana (PM 60 a 90 mil) foi obtida da firma Intermat

ind. e Com. Ltda.

Glicose e maltose foram obtidos da Merck, dextrina da Car

lo Erba, sacarose da Mallinckrodt, lactose da Fischer e rafinose da

BDH.

0 Agar Sabouraud Dextrose, o extrato de levedura e a pep
tona foram obtidos da Difco, enquanto que o amido solavel foi obti

do da Reagen e a caseina da Riedel.

0 farelo de trigo foi obtido do ltal.

B - Equipamentos
autoclave Soc. Fabbe Ltda. - Mod. 103

balanca semi-analitica Sauter-Typ $D/200T/0,1

balanca analitica Sauter - Mod. 404/10

banho maria FANEM Ltda - Mod. 102/1

bomba peristaltica Milan - Mod. 204

centrifuga Beckman - Mod. J-213

coletor de fracoes Buchler Fractomette Alpha 200 - Mod.34600



espectrofotometro Perkin-Elmer Coleman 124-D (lewtura em

280nm)

espectrofotametro Baush & Lomb Spectronic 20 (leitura em

420nm e 540nm)

espectrofotometro Coleman 235 (leitura em 660nm)
estufa bacterioldgica FANEM Ltda - Mod. 002/3
liofilizador Virtis 10-146 MRB

microscopio Zeiss biocular

microscépio Nikon 82028

pH metro Horiba H-5

shaker Fermentation Design Inc. - Mod. 0531

shaker Psycrotherm New Brunswic Scientific. Co.

Inc.



