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I - INTRODuUCAO

As grandes possibilidades tecnologicas inerentes as
enzimas insolubilizadas tem sido responsavel pelo consideravel
desenvolvimento da pesquisa tacnica e cientifica nésse campo.

A insolubilizagao das edzimas em agua é obtida por
formagao de complexos entre a enzima e um suporte insoldvel em
agua, como a celulose ou outros pql?meros, de modo que o com-
plexo formado pela enzima e o supdrte exibe, ainda, atividade
bioquimica. 0 complexo também pode ser reisolado facilmente
da mistura de reacao e empregado a seguir, repetidamente, para
induzir mudangas quimicas especificas em quantidades relativa-
mente grandes de substrato. -

No presente trabalho, apos purificar a amiloglicosi-
dase obtida de Aspergillus awamori por fermentacao submersa, -
foi preparado um complexo insoliavel amiloglicosidase-resina do
qual foram estudadas algumas caracteristicas bioquimicas e foi
comparada a cinética de reagdo entre as enzimas, solidvel e in
solubilizada. |
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IT - REVISAO DA LITERATURA

Langmuir ct al. (1938) ( 1, 2 ) foram os primeiros a re-
latarem o processo de adsorgac para a insolubilizagdo de enzima. A
urease foi adsorvida em placas de estearato de bario, préviamente
tratadas com nitrato de torio e desoxicolato de sddio, formando
um complexo enzima-desoxicolato na superficie das placas o qual
possuia atividade enzimatica.

MITZ (1956), (3), tentou combinar a catalase com celulo-
se trocadora anionica. Essa combinacao era enzimaticamente ativa.
lcredita-se que esta foi a primeira preparagao de um derivado ati-
vo de enzima resultante da interagdo eletrostatica de uma enzima e
um polieletrolito insoluvel. ‘

Usando lisozima desnaturada pelo calor como substrato, -
iIACLAREM et al. (1956, 1957), (4, 5), prepararam um complexo inso-
1Gvel désse substratc com caulinita. Os autores adicionaram entdo
uma solugao de quimotripsina ou tripsina a suspensdo do complexo.A
protedlise do complexo adsorvido ocorroecu com a velocidade compa-
rae¢l a da agdo da quimotripsina ou tripsina no substrato sem cau-
Tinita. WACLAREN a2t al. concluiram que moleculas de quimotripsina
ligadas sao removidas da superficie do complexo com uma velocidade
comparavel Aquela cncontrada para a reacdo com a lisozima nao com
plexado. Por outro lado, a velocidade de reacao era mais lenta pa
ra a quimotripsina adsorvida na caulinite do que quando o substra
to era adscrvido em caulinita. Os mesmos autcres também  observa
ram que a acao da quimotripsina sobre o substrato (solugdao de lisgo
zima desnaturada) e sobre substrato adsorvido (lisozima desnatura-
da em caulinita) revelou que a faixa de o™ Gtimo para atividade md
xima & mencr no caso do substrato absorvido.

-1-



HITZ e SUMMARIA (1956), (6), obtiveram complexos insolu
veis de tripsina ¢ quimotripsina usando como suportec carboximetil
celulose tratada, com diazobenzila. A enzima liga-se ao suporte -
por ligagoes covalentes. 0 acoplamento com carboximetilcelulose -
foi efetuado por uma modifitacéo do metodo da azida de MICHAEL e
EVANS (1949), (7). O complexo insoluvel carboximetilcelulose-qui
moctripsina revelou-se mais ao calor do qgue a quimotripsina livre,
e nao houve variagao no pH otimo da tripsina livre e da combinada.
0s complexos insoliveis de tripsina e quimotripsina mostraram- se
mais ativos em substratos de pequeno péso molecular.

CEBRA et al. (1961, 1962) (8, 9) prepararam papaina in-
soluvel em agua com ur co-polimero preparado com L-leucina e hi -
drobrometo de p-amino-DL-fenilalanina. A ligagdo com papaina foi
realizada pela adigao de BapaTna cristalina suspensa em solugdo -
de cisteina 0,03 %, 2 suspensdo do co-polimero diazotado em uma
solugao aquosa de fosfato 9,075 ¥, cisteina 0,005 ¥ e EDTA 0,002
" a pH 7,6. Os refecridos autores (8 e %) cxperimentaram, tambenm,
a atividade de papaina solivel e insolivel com soro albumina ori-
ginal deboi e ovo albumina, verificando que a atividade da papai-
na insolivel era semelhante aquela da soluvel.

A insolubilizagdo dc enzimas por técnicas de inclusdo -
foi estudada por BERNFELD et al. (1963) (10), que prepararanm g&is
de poliacrilamida inter-cruzada nos quais varias enzimas a antige
nos foram retidos. Apenas pequenas quantidades de proteinas escoa
vam-se <os g&is apds exaustivas lavagens.

BAR-ELI (1960) (11) e GLAZER (1962) (12) descreveram a
preparagac de politirositripsina insoluvel nela sua ligagdao com -
um co-polimero diazotado de p-amino-DL-fenilalanina ¢ L-leucina.
Os autores determinaram as propriedades fisicas, quimicas, e enzi
micas da politirosiltripsina insolubilizada a fim de verificar s2
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havia alguma diferenga nas propriedades de tripsina cristalina e
da tripsina insolivel. Obscrvaram quc tripsina insolivel possui

a mesma atividade enzimica sdbre o substrato, (ester etilico de
benzoil-L- -arginina) que a tripsina soldvel.

EPSTEIN et al. (13962) (13), prepararam tripsina insolu-
bilizada usando carboximetilcelulose-hidrazida (CliC-hidrazida foi
preparada por esterificagdao com metanol ¢ HC1, sando entdo trata-
da com hidrazina). ;i oxidagao dosta enzima insol vel ndo produziu
atividade enzimica, mas a enzima insoluvel pode ser ativada por
tratamento com agente redutor; EPSTEIN et al. preparam também o
complexo carboximetilcelulose-ribonuclease e obscrvaram que a oxi
dagao o posterior redugao da enzima resu]tava na recuperagao de
40% da atividade original da enzima.

BAR-ELI et al. (1963) (14), prepaiaram politirosiltrip-
sina insoluvel em colunas, pelo método descrito por GLAZER, (12),
e estudaram a nidrol1se‘%rgwnlnametxlester. Ahidrolise do subs -
trato foi medida pela concentracido de arginina no efluente da co-
Tuna. /i concentrag¢ao encontrada era inversamente proporcional a
- velocidade de escoamento do substratc através da coluna e 1ndepen
dente da concentracaoc inicial do substrato. BAR-ELI et al. esta-
beleceram tambem a cinEtica da reagao nas colunas por 2les prepa-
radas, obtendo a seguinte eauacdo, que expressa a velocidade de
reacao:

(S5) - (5Sy) k(Eg) h

(S, ) (S,) V

Concentragdo de substrato inicial
= Concentragac de substrato no efluente
= Concentracgao da enzima

(5,)

—~ o~
m un
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~—
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h = Altura da cqluna
Y = Taxa de escoamento
k = Constante

Ut derivado de urease insoluvel em agua foi obtido por
REISEL ct al. (1964) (15), ligando a urease prcviamente tratada
com p-cloromercuribenzoato ao co-polimero diazotato de p-amino-
DL-fenilalanina e L-leucina. Uma coluna do urease assim insolu-
bilizada foi preparacda ¢ utilizada na determinacgao de urcia em
fluidos biologicos, assim como para a remogdo quantitativa de
uréia de solucgGes aquosas.

_ HORHBY et al. (1966), (16), e LILLY et al. (1965),(17)
descreveram a preparagao e as propriedades da ficina quimicamen-
te ligada a carboximetilcelulose, empregando o mé@todo descrito
por MITZ e SUMMARIA (6). Em secus trabalhos HORNBY (16) e LILLY
(17) verificaram que a ficina insolubilizada mostrava maior re
sistencia a desnaturagdo. Esta propriedade permitia o uso da en-
zima por periodos longos de tempo e devido a sua insolubilidade
a enzima podia ser retirada do mecio de reacdo, rapida o eficien
temente, sem contaminagdoc deo substrato e dos produtos.

Se bem que varias enzimas tenham sido 1ligadas a poli-
meros para produgao de enzimas insoluveis, a cinética destas fcr
mas de enzimas ndo tém sido cxtensivamente estudada. LILLY et al.
(1966), (18), relataram os resultados de estudos da cinetica em
preparagdes de carboximetilcelulose-ficina cmpacotadas em colu-
nas. LILLY et al. derivaram as seguintes equagdes aplicando a
equagao de {tichaelis-i'enten:

Ps,- km 1n (1-P) = k (E}/Q = ¢/Q vvvvvrnnnnii

Ps, - Km In (1=P) 4+ C/0 voreieneenennnnnn. oo 2
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P = Proporgao de convercao de substrato
Km = Constante de MICHAELIS-MENTEN

C = Capacidade de reagao

Q = Velocidade de fluxo

O0s referidos autores concluiram que estas equagodes mos
traram satisfatoriamente a agdo do complexo carboximetil-celulo-
se-ficina sobre o substrato.

TOSA et al. (1966) (19) estudaram complexos ativos de
aminoachase insoluvel obtidos pela ligagdo ionica de aminoacila
se fungica 3 Sephadex-DEAE-Celulose.

TOSA et al (1966, 1967) (20,21,22) verificaram que a
coluna empacotada com éste complexo enzimico possibilitava a hi-
drolise continua de acetil-DL-metionina em L-metionina e acetil
D-metionina. Em seus trabalhos, (1969) (23, 24) estudaram tambam
a cinética da hidrolise de acetil-D-metionina em coluna de DEAE
celulose-aminocacilase, verificando que a velocidade de hidrolise
do substrato dependia da sua velocidade de escoamento.

TOSA et al. sugeriram o emprégo desta enzima insolubi-
lizada na industria.

HORNBY et al. (1569), (25), relataram que a ATP-creati
na fosfotransferase parcialmente purificada, obtida de misculo
de coelho, podia ser quimicamente ligada a carboximetilcelulose
por suporte poli-ionico, e investigaram depois o efeito no Km a-
parente, concluindo que Km do complexc desta enzima foi 10 vezes
maior do que Km da enzima soldvel.

Se bem que diferentes derivados de enzimas insolubili-
zadas tenham sido preparadas, somente algumas delas tiveram efei
to no Km aparente estudado (26).



KAY et al. (1967), (27), prepararam quimotripsina inso-
lubilizada empregando a celulose ¢ a dicloro-s-triazina. Um dos
cloros da dicloro-s-triazina & suficientemente reativo com celulo
se em solugdo aquosa para dar um bom rendimento do complexo mano-
cloro-s-triazinilcelulose. Nucleofilos fortes tais coOmo 0S grupos
-NH2 de amino-acidos e protefnas, podem reagir com o segundo clo-
ro para formar o complexo celulose-s-triazinil-proteina.

' No=m—ea 0l
ce < N
| —
2-amino-4,6-dicloro-s-triazina

0 acido ciandirico tamb@m possui as mesmas .qualidades da
triazina. Aplicando @ste principio, folhas de dicloro-s-triazinil
celulose podem ser preparadas ligando-se o diclero-S~-triazina a
folha de celulose. KAY et al. (1968), (28) ligaram a /5 -galacto-
sidase, creatina quinase e lactato desidrogenase a derivados de
cloro-amino-s-triazinil de folha de DEAE-celulose, e sugeriram,
tambem que @ possivel se construir um reator "multienzima" empre-
ganco-se varias folhas com diferentes enzimas ligadas.

WILSOH et al. (1368), (29,30) ligaram por covalencia pi
ruvato quinase e lactato desidrogenasc a discos de papel de fil
tro, utilizando o método de KAY et al. (28) e estudaram as pro
priedades cindticas dos discos porosos enzimicamente ativos.

WILSON et al. provaram que a cindtica destes complexos
enzimaticos obedecia as mesmas equagoes ja derivadas por LILLY et.
al. (18).



SHARP et al. (1969), (31), ligaram a{3-galactosidase a
tiras porosas de celulose, utilizando o rZtodo descrito em (28),
e tambem estudaram a cinética da reagdao da enzima, concluindo
que estes derivados de cnzima insoldvel obedeciam equagdes de LI
LLY (18). .
KAY et al. (1970), (32), ligaram a quimotripsina a su
portes insoluveis, tais como celulose, DEAE-celulose, carboxime-
tilcelulose e Sephadex, utilizando a 2-amino-4,6-dicloro-s-tria-
zina e verificaram que 2 velocidade de reagdo da enzima pode ser
restringida pela velocidade de difusao do substrato na coluna
de enzima insolubilizada. SELF et al. (1969), (33), produziram
penicilina-amidase de Escherichia coli ATCC 9637 por fermenta
¢ao, e ligaram esta enzima a derivados de cloro-s-triazina de
DEAE-celulose. O estudo da cin@tica de sua reagdo confirmou os
dados de LILLY et al. (18, 34).

Usando acidc tamico e sacarase de levedura,NEGORO (35)
preparou um complexo insoluvel da enzima, cuja atividade era
maior em meio -alcalino e alta temperatura (65 e¢ 70 C) do que
aquela da enzima soluvel.

USAMI et al. (1970), (36), adsorveram amiloglicosidase
em carvéc ativo obtendo um complexo de enzima insolubilizada ati
va, que apresentava um aumento de 6,3 vezes da constante de
Michaelis-Menten em relagao enzima livre.

WILSON et al. (1969), (37), ligaram amiloglicosidase -
parcialmente purificada obtida de especies de Aspergillus, a
DEAE-celulose, empregando um reagente bifuncional, o 2-amino-4,6
-dicloro-s-triazina, e estudaram a a¢do da enzima insolubilizada
em colunas sobre solugoes de maltosc e dextrina. A coluna foi
utilizada para demonstrar a possibilidade de um processo conti
nuo para aumentar a concentrag¢do de glicose de mithe hidrolizado



por acidos.

0s autores estudaram a cindtica dessa reagao obtendo a
mesma equagdo ja obtida por LILLY (18). BACHLER et al. (1970) -
(38), ligaram amiloglicosidase fungica 2 DEAE-celulose, por 1i
gagdo ionica, e estudaram o mecanismo deéste complexo enzimico in
soluvel. Segunco BACHLER et al. (38), a enzima insolubilizada
na coluna continuava ativa mesmo ap0s 3 semanas usando solugao
de amido como substrato.

A obtengac de enzimas amiloliticas de microorganismos
tem grande interesse ccondmico e varios processos tem sido des-
critos na literatura, assim, PHILLIPS et al. (1951), (39, 40)pes
quisaram uma enzima isolada de Rhizopus delemar que hidrolisa o
amido em glicese, a qual denominaram de glicoamilase. Ainda em
1951, KERR et al. (41), denominaram essa enzima de of ~1,4-amilo-
glicosidase.

PAZUR et al. (1359, 1960), (42, 43), estudaram a ativi
dade da amilogicosidase fungica verificando que a mesma catalisa
o rompimento das ligag3es glicosTdicas ©A-1,4 ¢ &X-1,6 em amido,
formando glicosc. Recentemente, S!IILEY et al. (1964), (44), e
CADMUS et al. (1966), (45) pesquisaram a produgao de amiloglico-
sidase de Aspergillus niger por fermentagao submersa, assim como
a produgao de glicose a partir de amido de milho por essa enzi-
ma. PARK et al. (1970), (46), obtiveram amiloglicosidase por
fermentagao submersa do Aspergillus awamori, e estudaram sua a-
plicacao na obtengdo de glicose a partir de amido de mandioca.



3 - MATERIAIS

As seguintes cinco linhagens de fungos do género Asper
gillus, conservados em mecio de Czapek, foram experimentados para
verificagao e sua capacidade de produzir amiloglicosidase:

1. Aspergillus niger NRRL 337

2. Aspergillus awamori NRRL 3112

3. Aspergillus niger NRRL 3122

4. FLspergillus oryzac NRRL €95

5. isvergillus NRRL 330

. REAGENTES - os reagentes usados eram pro-analise das
marcas iierck, Baker, Carlo Erba, ou foram purificados no labora-
torio pelos métodos usuais. Alem dos materiais utilizados comu
mente em laboratorio, tais como beckers, erlenmeyers, buretas,
etc., foram usados 0s seguintes equipamentos:

Espectrofotometro Beckman DB

Aprarclho coletor de fragOoes Beckman, modelo 133 A com
controle de temperatura.

Bomba peristaltica Technicon.

Potenciometro Backman, tipo Zeromatic.

Banho-maria, Magni Whirl, com temperatura controlada.
Agitador magnético Thermolyne.

Fermentador, MNcw Brunswick Scientific Co. Inc.FS 307.
Agitador rotativo, Fermentation Design Inc.
Liofilizador, MNew Brunswick Scientific Co. Inc.
Conjunto para eletroforese em papcl Beckman, tipo
Durrum, modelo R,

Conjunto para cletroforese em acetato de celulose
Chemeatron,

Ultracentrifuga Beckman, #Hod3lo L-2

-9-



4 - METODOS

A

%.1. - 0Obtengdo Ja_amiloglicosidase fungica

Foram experimentadas cinco linhagens do género
Lspergillus citados enm 3, para a produgdo da amiloglicosidaSe.Ag
pergillus awamori NRRL 3112 produziu . maior quantidade de amilo
glicosidase, sendo entdo utilizado na obtengdo de amiloglicosida
se.

4.1.1. - Prcparo do meio de cultura e fermentacao

Aspergillus awamori NRRL 3112 foi incubado a
309C durante 48 horas cnm tubo de ensaio contendo meio de levedu-~
ra-malte (47). O0s esporos do fungo foram inoculados em um erlen
meyer de 500 ml., contendo 100 ml, do seguinte meio de cultura :
5% de fuba e 0,25% de extrato de Tevedura, a pH 5,5 (44). Os
frascos foram incubados 35 horas a temperatura de 350C, sob agi-
tagdo rotativa de 250 7Py,

4.1.2. - iletedo de fermentacio

A seguir o micélio transferido para um fermen-
tador contendo meio de cultura de fub3 a pH 5,5, Este meio de
cultura foi préviamente esterilizado cm autoclave, 2 temperatursz
de 1210C durantc 1 hora. Depois da inoculagao do micélio, no fer
mentador, a temperatura foi mantida a 359C, com agitagac de €00
RPM, e aeragdo de 1 volume de ar ror volume de meio por minuto
_durante 5. dias.

+10+



Al

0 meio de cultura para o fermentador foi preparado da
seguinte forma: 2 quilos de fuba e 1,5¢ de cA-amilase bacteria
na obtida pelo método descrito por UNDERKOFLER (48), foram adi-
cionados a 8 litros de aguz ¢ o pH da mistura foi ajustado para
6,0 com HC1 1 H. Aquececu-se a 809C Jurante 30 minutos sob agi-
tagao, ¢ assim o fuba liquefaz-se pela agao da oA -amilase bac-
teriana. Esfriou-se e ajustou-se o pH do meio de cultura para
5,5 com HC1 1,C N.

Apos a fermentagdao o material  foi filtrado e ao fil
trado foi adicionado 3lcool etTlico 95% até uma concentragdo fi
nal de 70% em volume, ¢ deixado em repouso durante uma noite a
49C. 0 material procipitado foi separado por decantag3ao e em
seguida centrifugado para maior separagido do liquido. Apos a
centrifugacio, toco material precipitado foi liofilizado e de-
pois trituradoc. Este produtc & aqui denominado amiloglicosida~-
se conccntrada.

Nas preparagbes enzimaticas obtidas conforme  descri
¢io acima, fcram feitas as determinagdes de atividades enzimati
ca e de teor de proteina.

4.1.3. - Determinacio de Atividade Enzimatica (49)

Foram dissolvidas 200,0 mg da amiloglicosidase
concentrada, (preparada pelo metodo descrito em 4.1.2.) em 200
ml de tampao acetato O0,lii, pH 4,0, & 2 solucdo foi centrifuga-
da a 3.000 RPM durante 30 minutos para remogao do material in-
soldivel; 1,0 ml do sobronadante foi adicionado a 50 ml de uma
solugdo de amido ¢ 4% em tampdoc acetato, pH 4,0, e a2 mistura
foi incubacda em banho de agua a 509C durante uma hora. A solu-
¢3o foi neutralizada com solugao de NaOH 2,0 N e 0 volume foi
completado a 100,0 ml com acua destilada. Em 10,0 ml desta so
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lugdo foi determinado o teor de'substéncias rcdutoras usando o

método de Somogyi (50), ¢ os valores obtidos calculados cono
glicose.

' A atividade de enzima que nroduz 1,0 g de glicose, -

apos uma hora ¢ a temperatura de 609C, e designada como uma

unidade de amilog¢licosidase (UA).

4.,1.4. - Yeterminacdo do Teor de Proteina

Em 1,0 ml de solugdo enzimatica, preparada -
como descrito em 4.1.3., foi determinado o tcor de protaTna
utilizando-se o método de Lowry (51). Apos a reagdo, a densida
de Otica foi mudida a 700 nm om um espectrofotometro, calculan
do-se entZo a quantidade de proteina na amostra de amiloglico-
sidase concentrada, por comparagao com uma amostra padrio de
albumina de sdro bovino.

4.2. - Purificacdo da Amiloglicosidase Fiingica

DEAE-Celulose, 20,0 g, foi lavada por agita-
¢ao com 400 ml1 de HC1 0,51, e o acido foi scparado por filtra-
cac atravis de 13 de vidro. 0 processo foi repetido com agua
destilada até remover todo HC1, e a seguir com 500,0 ml de
NaOH 0,5 M.A celulcse foi novamentc lavada com agua ate nao
haver mais reagdo alcalina no filtrado ¢ finalmente, equilibra
da com tampao acctato 0,1 ii, pH 4,0. ’pds CGstec tratamento, a
DEAE-cclulose foi colocada numa coluna de 2,0 cm de diametro
até uma altura de 30 cm. Envolvendo esta coluna havia uma ou-
tra com circulagao de agua, mantida a temperatura de 109C.
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A solugao de cnzima foi preparacda como descrito a se- -
guir: amiloglicosidase concentrada, 200 mg, foi dissolvida em §
ml de tampao acetato 0,1 I, pH 4,0. A solugao foi centrifugada a
3.000 RPM durante 30 minutos, para remogdo do material insoldvel,
e sobrenadante aplicado no topo da coluna de DEAE-celulose.

h eluigdo foi feita inicialmente com 120 ml de tampao
acetato 0,1 Ii, pH 4,0, seguindo-sc a aplicagdo de um gradiente -
de concentragdo obtido pela adigao de tamp3o acetato 1 M, pH 4,0
3 um reservatdrio contendo 400 nl de tampio acetatc 0,1 M,pH 4,0
volume de entrada do tamp3o 1,0 i no researvatorioc foi controla-
do de tal forma que fosse igual ao volume do efluente da coluna.

A solugdo cluida da coluna foi recolhida em tubos nman-
tidos a 49C e a velocidade de eluigdo foi de 6 ml cada 10 minu-
tos. | :

Terminada a eluigdo, foram medidas as densidades &ti-
cas a 280 nm em todos os tubos contendo o material eluido e cons
truiu-se o grafico representado na Figura 1.

4.3. - Caracterizacdo da Enzima Purificada

4.3.1. - Determinacdo da Atividade Enzimatica nas Fra-
cdes Elufdas.

0 método empregade na ceterminagdo da ativida-
de da amiloglicosidase fci descrito em 4.1.3. & determinagac foi
feita utilizando-se 1,0 m1 de solugdo de cada tubo, e os resulta
dos estdo representados nc grafico correspondente a Figura 2.

4.3.2. - Dpialise do Material Correspondente aos picos 3
e 4

0s volumes elu7dos correspondentes acs picos 3
e 4 (Figura 2), 110 nl e 165 m} respectivamente, foram reunidos
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¢ dializados em sacos de celofane, separadamente, en agua corren
te por 24 horas, a temperatura ambiente.

ApOs a diadlise, o material foi 1iofilizado ¢ usado nés
experiéncias sceguintes.

4.3.3. - Acdo da rmiloglicosidase $3brc Maltose

Um m1 da solugdc de amiloglicosidase purifica
da, como descrito em 4.3.2., correspondente aos picos 3 ¢ 4 (Fi-
gura 2), (1,0 ml de tampio acotato 0,1 k, pH 4,0, contém 1,0 mg
de enzima), foi adicionada a 5 ml de solugdo de maltose 0,5 M em
tampao acetato 0,1 H, pH 4,0.

As misturas foram incubadas a GOOC durante 1 hora ¢ em
seguida foi feita a cromatografia descendente em papel usando-se
10 &1 de cada solugdo o 10 )&1 cada de um padrido de maltose e de
glicose 0,5 ii. 0 solvente empregade foi n-propanol: acetato de¢
etila: agua (65:10:25). o cromatograma foi revelado com difenil
lamina-anilina (52).

4.3.4. - Determinacdoc do Teor de Proteina nos Picos 3
e 4

A ceterminagdo do teor de proteina no mate-
rial referente aos picos 3 ¢ 4 foi feita como descritc em 4.1.4.
com uma solugao preparada por dissolugdo de 10,0 mg de cada fra
¢do liofilizada em 1,0 nl de' 2gua e empregando-se 0,1 ml da soly
¢ao final. O0s rasultados obtidos se encontram no Quadro 1,

4.3.5. - Determinacdo ca Atividade Enzimatica Total
das Fracdes 3 e 4

Com 0,1 m1 de solucdo de cada fragao, prepara
da como descrito em 4.3.4., foi determinaca a atividade corres-
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pondente ao material dos picos 3 ¢ 4, do mesmo modo que em 4.1.3.
0s resultados cst2o indicados no quadro 1.

4.3.6. ~ £letroforese das Enzimak das Fracdes 3 e 4

Foram feitas dois tipos de eletroforese, em
papel e enm acetatoe de celulose, empregando as solugoes prepara
das como em 4.3.4.

i cletroforese em papel foi feita aplicando-se IO)A. 1
de cada solucgdao em tiras de papel Yhatman n9 1. Foi usado tam-
pao de veroanl 0,05 ii, pH8,6, e apiicado 150 volts por 16 horas.
A revelagdo foi feita com azul de bromofenol em metanol (53). Os
resultadcs estao representados na Figura 4.

Para a eletroforese em acetato de celulose, foram apli
cados 10,}] de cada amostra em Cellogel RS, em tampao tris-glici
na pH 9,5 ¢ as tiras submetidas a um potencial de 200 volts por
duas horas. A revelagao foi feita com Ponceau S, e lavagem com
solugZo alcodlica de acido acetico (54). Os resultados estdo re-
presentados na Figura 3. ’

4.3.7. - Cin3tica da Agdo Enzimatica das Fragdes 3 e 4

| Para o cstudo da cin3tica da agdo enzimatica
das fragdes 3 e 4 da solucdc de amiloglicosidase purificada como
descrito em 4.3.2., 1,0 m1 contendo 0,2 mg de enzima de cada
fragao foi colocado em 50 ml de solugao de amido a 1,2,3, e 4%,
em solugdo tampdo de acetatc 1,0 I, pH 4,0. As sclugbes  foram
incubadas durante 45 minutos a temperatura de 600C, e a seguir
foram determinadas as subst@ncias redutoras, calculadas como gli
cose. Foi calculada ent3o a constantc de Michaelis-Menten, uti-
lizando-se a equagao de Lineweaver-Burk (55) e (56). Os resulta
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dos estdc representadgs nos Quadros 2 e 3 e Figura 4.

4.4, - Estudo da Insolubilizacao da Enzima Purificada

As enzimas correspondentes as fragoes 3 ¢ 4 fo
ram estudadas quanto a sua capacidade de ligagao com resina e ma
nutengio da atividade enzimatica.

4.4.1.- Ativacao da Resina

Foi empregada para insolubilizagao da enzima a
resina Amberlite IR-45, (OH ), 14-52 mesh, que & uma resina troca
dora de anions.

Trezentas gramas de resina foram lavadas com acetona, e
depois com agua dcstilada. Apos a lavagem, a resina foi colocada
em un becker, com cérca de trés vézes o seu volume de NaOH 1,0 W,
e depois de agitar a resina foi decantada da solugdo de hidroxi
do de sodio. Lavou-se a seguir a resina varias veézes, ate elimi-
nagao de todo o hidroxido de sGdio, e a sequir com agua destilada
e HC1 1,0 W.

Apds lavar novemente com agua destilada, a resina  foi
equilibrada com tanmpZo, suspendenco-a succssivas veézes com cérca
de tres vézes 0 seu volume de tampdo acetato 0,1 M, a pH 4,0 (tam
pdo acetato 0,05 §, a pH 4,0, node scr empregacdo em seu lugar,sem
que apresente diferengas no resultado). (59).

4.4.2. - Insolubilizacao da Enzima Purificada em Resina

Cada 10,0 mg cde amiloglicosidasec purificada
conforme:-4,3.2 correspondente aos picos 3 ¢ 4, da Figura 2, foi
dissolvida em 10,0 m1 de tampao acetato C,1H, pH 4,0.
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Estas solugbes foram adicionadas a 2,09 de resina ati-
vada e as misturas agitadas com frequéncia durante 30 minutos.

Decantou-se a solugao sobrenadante e lavou-se a resina
com mesmo tampao ate remogio completa de enzima livre, o que
foi verificado pela auséncia de atividade enzimidtica no sobrena-
dante da lavagem final, pela medida de sua densidade &tica-a 280
nm.

0 sistema assim obtido constitui o complexo resina-en-
zima chamado de enzima insolubilizada ou enzima imobilizada, ou
enzima ligada.

A atividade do complexo foi determinada como descrito
em 4.1.3., usando 2,0g de enzima insolubilizada, e agitandoc-a
constantemente com o substrato. Os resultados se encontram no
Quadro 4.

4.5.1. - Insolubilizacdo da Amiloglicosidase Concentra
da_em Fesina

Amiloglicosidase concentrada conforme 4.1.2.,
50,0 mg, foi dissolvida em 10,0 m1 de tampio acetato 0,1 ¥, pH -
4,0, e centrifugada durante 30 minutos a uma velocidade de 3.000
RPM, para remogdo do material insoldvel. A solugdo enzimiatica -
sobrenadante foi adicionaca a 2,0 g de resina ativada, e a mistu
ra agitada com frequéencia durante 30 minutos. Decantou-se a solu
¢do sobrenadante e lavou-se a resina com o mesmo tampao, atée re-
mogao completa de enzima livre como descrito em 4.4.2.

A atividade do complexo foi determinada como descrito

em 4.4.2. 0 resultado se encontra no quadro 4.
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Para usc em colunas foram empregados quantidades maio-
res do complexo insolubilizado, isto &; 1,5 ¢ de amiloglicosida-
se concentrada cono descrito em 4.1.2., foram dissolvidos no tam
pdc acetato, 0,1 !, pH 4,0 2 a solugdo foi centrifugada durante
3C minutos a uma velocidade de 3,300 RPH, para remogao do - matg
‘rial insoldvel. A solugao enzimica sobrenadante foi adicionada
a resina ativada (300g) (4.4.1) ¢ 2 mistura agitada com frequéen-
cia durante 30 minutos, apds o que a solugdo foi decantada ¢ a
resina lavada com o mesme tampac acetato ate renogao completa da
enzima Tivre. Na lavagem final, a solugdo sobrenadante foi exami
naca a 280nm, num espectrofothetro,'para verificar se ainda ha
via atividade de enzima.

4.5.2. - Metodo para Estudo do Grau de Insolubilizacao
ta Enzima em Resina

A ligagao da amiloglicosidase a resina foi
feita adicionando-se 2,0 g de resina ativacda & virias concentra-
¢oes de amiloglicosidase concentrada (Ver Figuras 5 ¢ 6, ¢ Qua-
dro 5) dissolvida em tamp3o acatato 0,05 i, pH 4,0. Agitou-se
com frequéncia, durante uma hora, e lavou-se com 0 mesmo tampao.
A atividade do compiexo fei “eterminada como Cescrito em 4.1.3.

4.5.3. - Efeitc da Concentracdo de Tampio Acetato

Para cstudo Jo efeito das varizs  concentra-
goes de tampdo acetatc, foram misturadas quantidades constantes
do complexo enzina-resina (2,0 ¢) com 8,0 ul le tampioc acctato,
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pH 4,0 de varias concentracdes, representados no Quadro 6, ¢ Figu
ra 7., por 32 minutos ¢ com frequente agitagdo. Apos este tempo,
mediu-se a densidade otica de cada sclugdc scbrenadante a 280 nu
¢ utilizando-se 4,0 ml co cada solugao mediu-se a2 atividade de
amiloglicosidase como descrito em 4.1.3.
Tambem foi determinada a atividade ce amiloglicosidase

no complexo resina-enzima apds lavar o complexo com tampao aceta-
to 0,05 i, pH 4,0.

4.5.4. - Efeito do pH na Ligacdo

Foi estudado o efecito do pH na ligag3o da.en-
zima a resina misturando-se 1,0 ¢ de rosina ativada e 10,0 mg de
amiloglicosidase (prenarada como cescrito em 4.1.2.), em 8,0 ml
de tampao acetato 0,05 ', com o pH variando de 3,6 a 5,0, ¢ agi-
tando por trinta minutos.

Apo0s &ste tempo, a solucao scobrenadante foi decantada,
Tavando-se a resina varias vézes com o mesmo tampao utilizado pa
ra a licagao até a remogdao completa da enzima livre, 0 que foi
verificado pela medida da atividade enzimatica das solugdes de la
vagen. 0s resultados pcdom ser obscrvados na Figura 8.

4.5.5. - Estudo da Cinltica da ReagHo da Amiloglicesida
se Insolubilizada na Coluna

Este estudo foi realizado nassando-se uma solu
¢ao de amido a 2% atravds dc uma coluna contendo amiloglicosidase
insolubilizaca, preparada como dascrito om 4.5.1., a temperatura
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de 450C e variando o fluxc (Q).

0 grau de conversdo do amido foi medide do seguinte mo-
do: adicionaram-se 7,1 ml de solugdc de amido 2% a 5,0 ml de solu
cao de Todo (preparada pela dissolugao de 5,5 g de cristais de
i3do e 11,0 ¢ d2 KI e elevando-se o volume a 250 ml, e misturando
-se 2,0 ml desta solugac com 20 g de KI ¢ elevandn-se o volume a
500 m1) e 0,1 ml de efluente a 5,0 ml do solugdo de i0do. As den
sidades oticas das solugdes foram medidas num espectrofotometro,
a 550 nm. A densidade otica medida inicialmente foi considerada
como sendo a quant1dade de amido existente na solugdo (57. & hi-
drolise do amido causa uma diminuigao na densidade Otica, podendQ
-se calcular o grau de conversao.

4.5.6. - Recuperacao da Enzima Apos a Reagao com O Subs
trato

Foram rcalizados experimentos para recupera-
¢do da enzime jnsolubilizada, empregando-se a aniloglicosidase in
solubilizada como descrito em 4.5.1.

Uma grama dc amiloglicosidase insolubilizada foi adicio
nada a 25,0 m1 de substrato (amido soliuvel 4%, em tampao acetato
pH 4,0) ¢ a mistura incubada a 45¢C durante uma hora. Apos a in-
cubagdo, centrifugou-sc para separar a resina da solugdo sobrena-
dante. Mo sobrenadante foi determinada a cuantidade de substan
cias redutoras pelo mitodo de Somogyi (50). Calculou-se, entao, a
atividade relativa e suas perdas apds as reagodes, conforme mostra
a Figura 9. ' v
Para determinagdo da atividade, apos a primeira reagao,
lavou-se a resina varias vczes com tampio acetato 0,05 M, ph 4,0,
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e repetiram-se as operagdes descritas anteriornente.

4.6. -~ Estudo Ccmparativo do Comportamento da Enzina So
Tdvel o da Enzima Insolubilizada

%.6.1. - Efeito da Temperatura nas Atividades Enzimiticas

-

X0 resina-enzima, como descrito en 4.5.1, com 2,3 ml de tampao ace
tato 0,05 i, pH 4,0, e em outros tubos 0,5 mg/nl de enzima soldvel,
como descrito em 4.1.2., com 2,0 nl do mesmo tampao,

Os tubos foram incubados durante 30 minutos as temnera-
turas de 45 a 829C, variando a intervalos de 59C. Ands a incuba-
¢ao, resfriou-se ripidamente os tubos cm agua fria, e determinou -
se a atividadc cnzimitica. |

A atividade da amiloglicosidasc incubada a 459C foi con-
siderada como contrdlc c, a partir desta, calculou-se a porcenta
gem de perda de atividade da cnzima em ambos os casos. 0s resulta-
les sao mostrados na Fisura 1G.

"isturou-sc om tubos ‘¢ anzaio, 1,2 ¢ do comple-
[

£.6.2. - Efcito do Tempo de Incubagdo & Varias Temperatu
ras nas Atividades Enzimaticas '

Varios tubos de ensaio contendo 1,0 ¢ de amilo-
glicosidase insolubilizada preparada como descrite em 4.5.1., comn
2,0 m1 de tampao acctato 9,35 i, PH 4,0, e cutros contendo 0,5 mg/
ml de enzima soluvel, ccmo descrito em 4.1.2., foram incubados a
temperaturas de 45, 50 ¢ 600C. 0 intervalo de tempo foi de 235

-21-



horas, ¢ peri5dicamenté, rctircu-sc um tuboe dc cada forma enzim§
tica ¢ determinou-se a atividade da amiloglicosidasc como descri
to em 4.1.2.. A perda de atividade foi calculada em porcenta-
gem, como mostram as Figuras 11, 12 e 13.

4.6.3. - lictodo para Estudo do Efeito do pH sobre  as
Atividades das Enzimas Livre e Ligada

0 efcito do pH na atividade da enzima soluvel
¢ insolubilizada (preparada como descrito em 4.5.1.) foi examina
da misturando-se respectivamente 1,0 g de enzima insolubilizada,
e 1,0 m1 de enzima soldvel preparada (0,5 mg/m1) com 50,0 ml de
solugdo dec -amido a 4% em tampao acetato, como descrito em 4.1.3.
a diferentes pH. Incubou-se durante uma hora a 609C, e mediu-
se a atividade enzimatica nos varios pH (3,6; 4,0; 4,4; 4,8;5,0;
e 5,4), como descrito em 4.1.3. 0s resultades saoc mostrados na
Figura 14,

4.6.4. - Estudo da Comparagdo da Reagdo Cinetica entre
Aniloglicosidase Soluvel e Insolubilizada

Em baloes volum@tricos dc 100 ml contendo en-
zima soluvel e insolubilizada, na concentragdo de 0,3 UA, foram
adicionados 50,0 m1 dec solucdo de amido. As solugdes de amido fo
ram feitas em tampao acetato 0,05 i/, pH 4,0, ¢ os baldes foram -
incubados a 609C durante uma hora como em 4.1.3.

hpos a incubagio, a quantidade de substancias redu
‘ras foi dcterminada. Assim, foi possivel obter o valor de Km que
¢ a constante de dissociagdc para o comploxo enzima-substrato,em
pregando-se a eauagao de Linewcaver-Burk.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. - Amiloglicosidase e sua purificacdo

~miloglicosidase possue carga negativa a pH 4,0
que ¢ o pH Gtimo para a sua atividade enzimatica (38). Consequente
mente, a purificagdo da enzima deveria ser possivel em resina ca-
tionica. 0s resultados cbtidos com o uso de GEAE-Celulose empre
gando o rnetodo descrito em 4. 2., @st3o representados na Figura 1.
Foram obtidas quatro fracdes que absorvem luz ultravioleta a 280
nm. Dessas fragOes, as duas Ultimas .\Figura 2) pcssufam ativida-
de caracteristica de amiloglicosidase.

Das fragdes 3 e 4 foi obtida a enzima, como descrito em
4.3.2., e nos produtos isolados foram determinadas a atividade en-
zimatica e o teor do proteina, como descrito em 4.7. 4. ¢ 4.1.3.

A fragao 3, cujo volume foi de 110 ml, continha 25,3 mg
de proteina total ¢ 63,8 unidades de amiloglicosidase. Na fragao 4,
cujo volume foi de 165 ml foran encontradas 17,3 mg de proteTna to
tal e 43,6 unidades de amiloglicosidase.

Por @stes dados verificousse que as duas fragoes possuem
a mesma atividade cnzimatica, ou scja 2,52 unicdades de amiloglicé-
sidase por mg de proteina.

A cletroforesc das duas fragoes, Figura 3, mostrou que
a fragdo 4 aprescntava maior mobilidade, o que indica um péso mole
cular menor para csta fragdo. |

5.2. - Cindtica d& Acao Enzimatica das Fracoes 3 ¢ 4

' 0s rcsultedos foram obtidos Pelo métode descrito,
em 4.3.7. e estdo indicados nos quadres 2 e 3, ¢ Figura 4.
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Os Quadros 2 ¢ 3 mostram as rclagbes entre a velocidade
de reagao de amiloglicosidasa das frages 3 ¢ 4 2 a concentragado,
de substrato.

n Figura 4 nmostra o ¢rafico de Lineweaver-Burk basca-
dos nos dados dos quadros 2 o 3, ¢ a constantc de Hichaelis ilen-
ten calculada ¢raficamazntz que foi dc 41,7 mg/w1 para ambas as
fragoes. Portanto, cincticamente as duas fracbes s3o iquais, en-
bora suas mobilidades clo 2troforcticas sejam diferantes.

5.3. - Acao da Amiloglicosidase

A agao da an1lonl1c351»ase foi cstudada confor-
me descrito aom 4.3.3. A agadc da enzima foi seguida pela cromato
grafia descrita cm 4.3.3. O0s resultados obtidos evidenciaram que
2s enzimas das fragoes 3 ¢ 4 rompen as ligagoes glicosTdicas oA -
1,4 da maltose formando glicose, confirmando os resultados de Pa
zur et al. (42, 43) sobre a amiloglicosidase de hAspergillus niger.

5.4. - G&rau de¢ Insc clubilizacao da Enzima on Resina

iniloglicosidase purificada e amiloglicosidase

concentrada foran 11gadas em resina ativada usando os metodos des
critos em 4.4.1, -4.2., e 4.5.1. 0s rcsultados obtidos es-
t3o represantados no Quadro $. Como podemos observar pelos rcsul-
tados, ndo 42 diferencas no grau de insolubilizacdo cntrc a enzi-
ma purificada ¢ a enzima concentrada. Baseados nestes resultados
3 insoludilizagao da enzima foi feita, nas demais experigncias, u
sando a enzima concentrada.
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0 grau dé insolubilizagao da enzima em resina ativada foi
estudado conforme descrito em 4.5.2. 0s resultados estao represen-
tados nas Figuras 5 ¢ 6, e Quadro 5.

Foi verificado, pelos dadcs apresentados, que adicionando
uma solugac enzimatica de atividade correspondente a 0.34 UA a 2,0
g de resina, somente 0,10 UA foram efectivamente ligados 3 resina.

O0s dados obtidos mostram que ha um aumento da quantidade
de enzima ligada a resina corraspondente ac aumento da concentra
¢ao da enzima na solugcao a ser tratada com a resina. 0 maximo de
ligagdo de enzima a resina foi obtido com uma concentragao inicial
de 4,08 UA. Com essa concentragdo, provavelmente, atingiu-se )
ponto de saturagao dos grupos funcionais da resina.

5.5. - Efeito das Concentracdes de Tampao Acetato

0 estudo foi feito como descrito em 4.5.3. ¢ os
resultados est3o representados no Quadro 6 e Figura 7. Pela Figura
7 verifica-se que hZ correlagdo entre atividade enzimatica no sobre
nadante e a densidade Otica (D. 0) dessa solugdao. 0 aumento da den
sidade otica mostrou que houve um aumento da concentracdao da enzima
na solugao sobrenadante. Determinou-se tambem a atividade enzima-
tica no sobrenadante, como descrito om 4.1.3., ¢ correlacionou-se -
com a densidade oOtica.

Verificou-se que até uma concentragdo de 0,3 I de acetato
no tampao nao houve perda de enzima pela resina, mas aumentando-se
a concentragao de tampao acetato acima de 0,3 I comegou a haver eli
minagac - da enzima ligada 3 resina.

5.6. - Efeito de Varios pH de Tampdo Acetato sobre
a_Quantidade de Enzima Ligada 4 Resina

Foi estudado comoc descrito em 4.5.4. e os resulta
dos estdao representados na Figura 8. Considerou-se que a maxima
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proporgao cbtida de enzima ligada % resina correspondia a 100% de
rendimento, obtida entre pH 4,0 e 5,0. Verificou-se um abaixamen
to ce 6% no rendimento da enzima insolubilizada quando o pH caiu
a 3,6.

5.7. - Efeito da Temperatura nas ftividades Enzimati-
cas

Este efeitc estudado comc descritc em 4.6.1.
0s resultados obtidos estdo representados na Fi
gura 10 ¢ no Quadro 7.

AtS 500C as duas enzimas nao perderam atividade, mas a
550C a perda de atividacde da enzima insclubilizaca foi de 5% en
quanto a perda de atividade para a enzima soluvel foi de 2%. A 6590
C, a perda de atividade enzimatica atingiu 70% rara a enzima inso
lubilizada e 50% paraa enzima soluvel. Observou-se que a enzima -
solivel 3 mais termo-estavel que a insolubilizada até uma tempera
tura de 759C, mas a 800C as duas formas de enzima perdem completa
mente suas atividade enzimaticas. Portanto os dados indicam que
h3 uma maior sensibilidade da enzima insolubilizade ao aumento da
temperatura.

5.8. - Efeito do Tempo de Incubagao a Varias Temperatu
ras nas Atividades Enzimaticas

Est: estudo foi feito como descrito em 4.6.2.

As figuras 11, 12 ¢ 13 mostram a relagdo entre
a termo-estabilidade das enzimas soluvel e insolubilizada a 45,50
e 600C, respectivamente, e o tempo de incubacao.
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Pela Figura 11, verifica-se que para a enzima soluvel,
a 459C houve 27% de perda de atividade cnzimatica en 67 horas,
enquanto para a 2nzina insolubilizada, nesta mesma'temperatura,a
perda foi de 40%. Ards astes intervalos do tempo, as rerdas de
atividades enzimaticas dc ambas as cnzimas sdo relativamente pe
quenas até um periodo de 235 horas. 7 perda final de atividade -
enzimidtica, apds &ste perfodo, foi do 32% para a enzima soluedl
e de 42% para a insoludilizada. Isso mostra que, a 459C, enzima
soluvel € mais termo-estavel, mesmo num grande intervalo de ten-
POs que a enzima insolubilizada.

Existe a mesma tendéncia a 500C, onde a porcentagem de
perda de atividade em ambas as formas @ maior, conforme mostra a
Figura 12. Esta rerda, ao final de 235 horas, foi de 76% para a
enzima soluvel ¢ de 100% para a enzima insolubilizada. '

Finalnente, a Figura 13, mostra que ha perda de 85% de
atividade enzimidtica rara a forma soluvel e de 100% para a inso-
lubilizada ao final de apenas 24 horas, a temperatura de 609C.

Estes resultedos indicam que a amiloglicosidase insolu
bilizada & termo-13bil quando comparada com a sua forma original
(enzima soluvel).

E possivel que 2 enzima ligando-se 2 resina tenha sua
conformagao alterada, o que afetaria a sensibilidade dos seus
centros ativos ao calor.

5.9. - Estudo do pH Otime para as Atividades das Enzi
mas Soluvel o Insolubilizada

Este estudo foi feito como cescrito em 4.6.3.
Conforme pode ser obscrvado na Figura 14, as atividade maximas -
das cenzimas nes diferentes pH foram expressas como porcentagem
de atividade relativa, consideranco que a maxima ativicade enzi-
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Pela Figura 11, verifica-se que para a enzima soluvel,
a 450C houve 27% de perda de atividade cnzimatica en 67 horas,
enquanto para a cnzima insolubilizada, nesta mesma temperatura,a
perda foi de 40%. Ards &stes intervalos de tempo, as rerdas de
atividades enzimaticas de ambas as cnzimas s3ao relativamente pe
quenas até um perfodo de 235 horas. £ perda final de atividade -
enzimitica, apos aste perodo, foi de 32% para a enzima soluedl
e de 42% para a insolubilizada. Isso mostra que, 2 459C, enzima
solivel & mais termo-estavel, mesmo num grande intervalo de tenm-
n0, que a enzima insolubilizada.

Existe a mesma tendencia a 509C, onde a porcentagem de
perda de atividade em ambas as formas & maior, conforme mostra a
Figura 12. Esta rerda, ao final de 235 horas, foi de 76% para a
enzima soluvel e de 100% para a enzime insolubilizada.

Finalnente, a Figura 13, mostra que ha perda de 85% de
atividade enzimatica para a forma soluvel e de 100% para a inso-
lubilizada ao final de apenas 24 horas, a temperatura de 609C.

Estes resultados indicam que a amiloglicosidase insolu
bilizada 2@ termo-1abil quando comnarada com a sua forma original
(enzima soluvel).

E possivel que 2 enzima ligando-se a resina tenha sua
conformagdao alterada, o que afetaria a sansibilidade dos seus
centros ativos ao calor.

5.9. - Estudo do pH Otimc para as Atividades das Enzi
mas Soluvel ¢ Insolubilizada

Este estudo foi feito como descrito em 4.6.3.
Conforme node ser obscrvado na Figura 14, as atividade maximas -
das enzimas nos diferentes pH foram cxpressas como porcentagem
de atividade relativa, considerancdo que a maxima ativicade enzi-
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mética.correspondiaa 100% de atividade obtida entre pH 4,0, e
5,0 para enzima insolubilizada.

A cnzim a insolubilizada possui uma faixa de pH otimo
para a sua ativilade, bem maior que a da enzima soluvel. A ati-
vidade da enzima insolubilizada & menes dependente do pH do
que a atividadc da enzime soldvel.

5.10. -~ Recuperacdo da Enzima I.solubilizada apos a
Reacdo com o Substratc

| Este estudo foi feito como descrito em 4.5.¢
~e acordo com os resultados apresentados na Figura 9, nao houve
perda de atividade enzimitica atd a segunda rapeticdo. Apds a
terceira rereticdo, o complexo enzima-resina ainda mantinha.57¢
de sua atividade original. Ainda na sexta repetigdo a enzima
ligada retinha 24% da atividade.

Geralmente, as enzimas soligveis nao podem ser recupe-
radas apos a reacgac com o substrato, e ndo ha solugdo para a se
paragao ¢ recuperagdo da enzima do substrato. Portanto, a recu
peragdo da enzima na operagdo de sistemas descontinuos ( batch
system) para reag¢des enzimaticas industriais torna-se inpossT-
vel. Este G um dos motivos que ternam os processos enzimiticos
rouco viaveis econdmicamente, rois o prégo das enzimas & geral-
mente elevado. Por outro lado, o uso dc uma enzima insolubili-
zada em um processo descontinuo pode oferecer uma vantagem so-
bre a reagdo com enzima scluvel, pois 2 enzima poda ser recupe-
rada e novamentc empregaca outras reagoes.
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f1em disso, a enzima insolubilizada em suporte insoli-
vel pode ser aplicada em sistema continuo nelo seu empacotamento
em coluna.

5.11. - Comparacao da Cinetica da Amiloglicosidase So
: luvel e Insolubilizada ‘

Este estudo foi feito como descrito em 4.6.4.

Conforme mostram os dados dos Quadros 8 e 9,
pode-se obter os valores da velocidade de hidrolise relativa pa
ra cada concentracgdo diferente do substrato.

SCHWIMER (56, 58) aplicou a equagdo de Line-
weaver - Burk e calculou o valor dc Km da alfa-amilase, empregan
do como substrato amido. Assim, o valor de Km foi expresso em mg
dc amido por ml.

Como o p&so molecular do amido ainda ndo foi determing
do ¢ valor de Km n3o pode scr calculado em Mol por litro, como &
a forma mais comum dc aprescntagdo de resultados. Com base no
trabalho de SCHWIMNEP (56,58) aplicou-se a equagaoc de Lineweaver
-Burk para calcular o Km, usando os dados indicadcs nos Quadros
8 e 9.

Assiri, a reciproca da velocidade de hidrolise relativa
(v) & l , ¢ a reciproca da quantidade de substrato, em mg
por ml, @€ ‘l

Obtidos os grificos de l
tradcs nas Figuras 16 ¢ 17, mediu-se 2 jnclinagao das retas, nos
araficos, cas Figuras 14 ¢ 15, calculandon-se tambim o valer  de
0 valor dc Km

en relagao a

s MOS~-

K pelo valor da inclinagdo e o valor de

v
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obtidc para a amiloglicosidase soluvel foi de 4,44 mg/ml ¢ o va
lor de Km para a amiloglicosidase insolubilizada foi de 29,31 mg/
ml.

C valr= maior do Km obtido para a amiloglicosidase inso
lubilizada indica que a enzima na forma insolubilizada tem menos
reatividacde dc que na forma soluvel.

5.12. - Estudo da Cinetica da Reacdo d2 Amiloglicosida
se Insolubilizada na Coluna

Estc estudo foi feito usando o aparelhe descri
to em 4.5.5. e representado na Figura 15.

BAR-ELI o KATCHALSKI, (14), estudando a hidrolise do @s
ter metilico Za L-arginina enm colunas de politirosiltripsina veri
ficaram quc substituindo, na cquagao integracda da formula de M1
CHAELIS-HENTE, o tempo t pela expressao h/V, onde h = altura da
coluna ¢ V = veiocidade de fluxo, obtiveram a scguinte equagao pa
ra o caso de (S )Km

y (s)
o/ .
lso][)-l-Km ]n-(s-a—k(E}t ........ oo 1
S h
0 -
[SOJ +m n —2 -k(E)T........z
&J [ )_ k &)h e e ceeeens ceeecees 3
(so S, V
SO = Concentragao inicial de substrato
St = Concentragdao de substrato apdos o tempo de rea-

¢ao.
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t = Tempo

{ShJ = Concentragao do substrato do eflucnte
(E] = Concentragdn da cnzima
k = Constante de velocidade de reagio

Km = Constante de irichaclis=-iienten

£ - 6
3

a proporgao de conversic do substrato na coluna e ¢ inversamente
proporcional 2 velocidade de fluxo do substrato.

Por cutro lado, LILLY et al. (18, 33) derivaram a  sc-
guinte equagio integrada de formula de MICHAELIS IEHTEN:

lestas equaglOes a oxpressao representa

PsO Km Tn (1 - P) + —%—
p -= (SO)'(Shl ’
)

Capacidale de reagdo
Velocidade de fluxo

Proporgao dc conversio de substrato

O O
] L]

A curva corrcspondente a equagao, derivada por LILLY
et al. (18, 33), passa no ponto P = 1 quando Q =0, ¢ ¢ as-
sintota a2 abcissa para P = 0 quando Q —> o0, como seria
ce esperar desde que estas reagoes fossem de tempo infinito e
Zero, respectivamente. '

Estas propriecdades estio ilustracdas nas curvas da Fi
gura 18, tracadas para valores fixos do € ¢ Km, variando-se os

valores de Q.



Construiu-se um gréficp de P em relagio a Q, usando os
dados do Quadro 12, que foram obtidos pclo método descrito en
4.5.5. Como podec ser visto pela Figura 19, a curva obtida apre
sentou-se semelhante a curva teOrica obtida pela cquagdo da cing
tica de cnzima insolubilizada.

UILSON et al. (37) observaram o mesko fen5mqno usandc
7 »
¢ complexo amiloglicosidase~-DEAE cclulose, que foi combinade a-
traves de ligagao covalente.

Portanto, podemcs concluir que a amiloglicosidase liga
da a resina ionica ¢ ligaca a DEAE celulose atravads de ligacgao
covalente aprescntam, cincticamente, a mesma agdo enzimatica.
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6 - RESUMO E CONCLUSOES

Lo fracionaucnto da amiloglicosidase fungica en
DEAE-celulosc foram obtidas duas fragoes . dife
rentcs que possuenm atividade de amiloglicosida-
se, nois ambas rompem ligaqus‘glicosTdicas X -
1,4 da maltose formando glicose.

Dc pontc de vista cindtico, as duas fragbes mos
traram sor idénticas, ndo diferindo em suas ati
vidades.

Usanco-se Amberlite IR-45 (OH) e tampdo aceta-
to pH 4,0,lfoi possivel estudar a capacidade de
ligagao da enzima com a resina anionica, obten-
do-sc ligagdac maxima num intcrvale de concentra
¢io de 0,05 até 0,3 .

Concentragles d¢ tamp3o acetato de 0,4 ate 1 I
liberam a cenzima da resina.

Foi cstudado o afcito <o pH nas ligagdes da en-
zima 3 rcsina, usando solugao tampac acetato
0,05 i, e verificou-se que ¢ maximo de 1ligagao
s¢ deu entre pH 4;0 ¢ 5,0.

A temperatura mostrou influir sobremaneira na
atividade dz enzima insolubilizada, bem como na
anzima sclavel. Hotou-se que clas nao pcrden a-
tividaie atC uma temperatura dc 509C, porcm  a
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550C ja sc verificou uma perda de 5% para a enzi-
ma insclubilizada e de 2% para a soluvel. K tempe
ratura de 80QC . ambas as formas s3aoc praticamente
inativadas perdence toda a atividade cenzimatica.

C estudo dos efeitos da tasmperatura e do tempo de

incubagao, nara tcmperaturas de 45,50 e 600C, e

durante um intcrvalo de tempo maxino de 235 horas

mestraram que a amiloglicosidasc soluavel tem uma

termo-estabilidade maior que . 2 sua forma insolu
bilizada. MNotou-se quc o conmportamento das duas

formas a 45 e 500C diferem na porcentagem de per-ﬁ
da, durante aquéle intervalo de tempo. Ja a 600C

o comportamente e diferente, pois apos 24  horas

as perdas sao significativas, sendo de 85% para a

forma soluvel e de 100% para a forma insclubiliza
da.

A enzima insolubilizala apresenta uma faixa de pH
otimo maior para a sua atividade do gue a enzima
na forma soluvel.

Verificou-se que a enzima insolubilizada pode ser
recuperada apds a reagdo cocm o substrato, pois de
pois da sext2 repeticao adinda apresentou 24% de
sua atividade original, denonstrando uma naior
viabilidade economica para seu enpr2co em proces-
sos industriais.
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10.

11.

Procedeu-se a uma comparacao do Km entre a amilo
glicosidase solivel e a insolubilizada. 0 wvalor

da constante encontrada para a forma insolubili-
zada @ maior qua o da enzima solivel, confirman-
do a menor atividade enzimatica da enzima insoly

bilizada.

Foi verificada 2 conversdo de amido em 'glicose,
encontrando-se que a caracteristica da velocida-

~de conversao do amido pela coluna de enzima insg

lubilizada apresentou a mesma cinética enzimati-
ca denonstrada por LILLY.
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7 - QUADROS

Quadro 1

Concentragao de proteinas totais e atividade da
amiloglicosidasc efluentes.

Concentragdo de |Atividade da amilo | Efluentes totais
proteinas totais{glicosidasc total

( mg ) ( UA ) (ml)
Pico 3 25,3 63,8 110
Pico &4 17,3 43,6 165




Quadro 2

0,2 mg de proteina da fragdc 3 foi adicionada a 50 ml de
substrato (amido om solugBes de 1, 2, 3, ¢ 4%) e incuba-
da 2 temperatura de 600C, durante 45 minutoes. Apos a in-
cubagdo foi feita a determinagdo das substancias reduto-
ras.

Fragao 3
1 Anido soIGve][ﬁ}' 1 Velocidade relativa ]
ng/ml ' __E—_;Lkrda hidrolise (v) (%) v
10 5,100 3¢ 0,0256
20 6,050 66 0,0151
30 ,033 87 } 0,0115
40 0,025 100 0,0100
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Quadro 3

Os dados referentes a fragao 4, obtidos da maneira indicada
no quadro 2 para a fragio 3.

Fragao 4
{
Anido soluvel [§ 1} VYelocidade relativa -

ng/nl S de hidrélise (v)(%) v
10 !09100 40 0,0250
20 { 6,050 67 0,0149
30 3,033 83 0,0114
40 0,025 100 0,0100
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QUADRO 4

Insolubilizacao da Amiloglicosidasec Purificada
e Concentrada em Resina ( 2 g. )

UA = Unidade de Amiloglicosidase

Emiloglicosidase Amilogligg:lgase ligady
Purificada, pico 3 0,35 UA
Purificade, pico 4 0,35 UA
Concentrada 0,35 UA
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Quadro b

Grau de insolubilizagao de enzima em resina

Atividade da enzima so { Atividade da enzima
luvel adicionado por 2 ligado & resina
¢ de resina ( UA ) , ( UA.)

0,34 0,10

0,68 0,17

1,36 0,22

2,04 0,28

2,70 0,39

3,40 0,34

4,08 0,35

Diversas concentragoes dc enzima soluvel dissolvida em tam
pdo acetato 0,05 i1, pH 4,0 foram adicionadas a 2 g de resi
na, préviamente cquilibrada com o mesmo tampao. Agitou-se
com frequcncia durante uma hora. O sobrenadantc foi separa
do e lavou-sc varias vazcs a resina com o mesmo tampao.
Determinou-sc, posteriormentc, a atividade enzimica do conm
plexo resina-enzima.



——

Li.bcrag?o da enzima om resina em fungao

Quadro 6!

do tampac acetato.

Concentragao de
tampao acetato

fensidadc otica
de sobrenadante

Atividade da amilo~
glicosidase dc so-

Atividadc da ami
loglicosidase dc

fiel. 287 um X 100 brenadante ( UA ) resina ( UA )
4

0,1 3,0 0 0,200

0,2 3,0 0 0,200

C,3 3,0 0 0,200

0,4 5,0 0,046 0,180

0,5 6,0 0,270 0,165

2,6 7.0 0,080 0,145

0,7 8,5 6,030 0,120

0,8 3,0 0,110 0,100

0,9 2,5 0,120 0,088

1,0 8,140 0,085
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Perda (%) de atividade da amiloglicosidase

Quadro 7

pelo aquecimento.

F\\\lsfferatuse

45

80

% de pe;da da
amiloglicesidase
soluvel

J 2 141 504} 72

D
)

w3
(43

% de perda da
amiloglicosidase
insolubilizada

[e]

°5




Quadro 8

Relagdo entre diferentes concentragoes de amido so-
luvel e atividade constante da amiloglicosidase so-

livel (0,3 UA).

Concentragao de Velocidade de hi
amido soltvel l drolise relativa 1
(S) mg/ml v % v
10 0,100 73 0,0130
20 0,050 91 0,C110
25 0,045 96 0,01G4
30 6,033 97 07,0103
40 3,025 130 0,0100
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Quadre 9

Relag2o entre diferentes concentragdes de amido soliuvel ¢
atividade constante de amiloglicosi‘ase insolubilizada.

(0,3 UA)
Concentragao de Velocidade de hidrd
amido  solivel | —— lise relativa v —%—
[SJ mg/nl s , %
20 0,050 51 0,019
30 0,033 64 0,0156
40 0,025 71 0,014
60 0,015 90 0,011
100 0,010 100 20,0100
]
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Quadro 10

Velocidade de fluxo
Q (ml1 por minuto)

2 5,2 9 12,5 17

23,7

30

i 0,9 0,62{0,44( 0,34 |C,26

0,2

0,17

Concentragdo inicial de substrato

Concentragdo de substrato apds o tampdo de

reagao

A fragao de substrato que reagiu na coluna

Velocidade de fluxo, ml/minuto.
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FIGURA 3

Eletroforese om papel e em acetato de celulose
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FIGURA 15

Fig. 18, Aparelho de coluna de enzima
insolubilizada:

(1) Substrato;

(2) Coluna de enzima insolubili
zada

(3) Circulagdo de agua com tem-
peratura controlada;

(4) Aparelho colctor de fragdes;

) Bomba peristaltica;

Produto degredado.
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