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-RESUMO

Dras mil gquatrocentas e sessenta linhagens de-microrganismos fo
ram isoladas do solo e testadas quanto i capacidade de desrami-

ficar a amilopectina. Foram encontradas trés linhagens de bacté

rias produtoras de enzima amilolitica desramificante. Uma das

iinhagens, classificada como Flavobacterium sp produziu malor

quantidade de enzima. A enzima desramificante de Flavobacterium

sp hidrolizou as ligagoes o-1,6 glicosidicas da amilopectina e
glicogénio, formando cadeias curtas de amilose mas nao hidroli-
sou as ligagées a-1,6 glicosidicas do pululano (polimero de mal
totriose unidas pela extremidade por ligagoes o~1,6 glicosidi -

eas) . Portanto, a enzima desramificante de Flavobacterium sp @

similar 3 outras isoamilases (glicogénio glucanchidrolase EC 3.

2:1068) -

Estudou~se a producdo e apurificacdo de isoamilase de Flavobag
terium sp e determinou-se as caracteristicas da enzima purifica
da. A eletroforese em gel de poliacrilamida da enzima purifica~
da indicou uma Unica banda de atividade. O peso molecular fol
estimado em 126.000 através do método de filtracao em gel. O pH
Atino e temperatura Stima da enzima foram 6,3 e 40°Cc respectiva
mente. A atividade enzimatica foi ligeiramente  inibida por

31504, Coc%f Fe2{804)3, Znso4, CuSOQ, MnSO4 e fortemente inibi-~

*xiv



da por HgCl, e AgNO,. Sats minerals como caCl,, MgCl,. NaCl,
BaCl, e LjS0, nio inibiram a atividade enzimftica. Dietilditio-
carbamato de sddio {10 mM), &zida de sddio (10 mM), sodium bi-
sulfite (10 mM), iodoacetato (10 mM), p-hidroximercuribenzoate

(10 mM), mercaptoetanol {10 mM) ndo inibiram a atividade enzimi
tica. Por isto, grupoOs sulfidrilas da molé&cula da enzima nao es

t3o envolvidos na atividade catalitica.

A agio simultdnea da iscamilase de Flavobacterium e B-amilase
de soja hidrolizou quase completamente o amido de batata, amilo

pectina de milho cerosc e glicogénic de ostra para maltose.



SUMMARY

Two thousand four hundred sixty strains of microorganisms were
isolated from soil and examined for theiyr capacity to debranch
amylopectin. Three strains of-bacteria were found to be produ-
cers of debranching enzyme. One strain, which ig classified as

Flavobacterium sp produced large amounts of the enzyme. The de-

branching enzyme from Flavobacterium sp hydrolyzed a-~1,6 gluco-

sidic linkage of amylopectin and glycogen, forming short chain
amylose, but did not hydrolyze o-1,6 glucosidic linkage of pulu
lan (polymer of a-1,6 maltotriose joined endwise). Therefore,

the debranching enzyme of Flavobacterium gp is similar to other

ispamylases (glucogen glucanohydrolase EC 3.2.1.68).

Production and purification of the Flavobaeterium dsocamylase -
were attempted and characterization of the purified enzyme was
performed. Polyacrylamide gel electrophoresis of the purified
enzyme showed a single band of activity. The mnmolecular weight
was 126.000 as estimated by gel £iltration method, Optimum pH
and temperatura of the purified enzyme were 6,3 and 40°C, res-
pectively. The enzyme activity was inhibited slightly by NiS80,,
MnS0, , CoCl, Fe,(50,) 5, ZnSO, and CuSO, and strongly by HgCl,
and AgNO,. Metal ions such as CaCl,, MgCl,, NaCl, BaCl, and

Li,50, aid not inhibit the enzyme activity. sodium diethildithio

.......



carbamate (10 mM), sodium azide (10 mM), sod ium bisulfite
(10 nM), iodoacetate (10 mM}, p~hydroxymercuribenzoate (10 mM),
mercaptoethancl {10 mM) did not inhibit enzyme activity. Thus

sulfydryl groups of the molecule are not invelved in the cata-

lytic activity.

The simultaneous action of Flavobaecterium isoamylase and s0OY
bean B-amylase hydrolyzes almost completely potato starch, waxy

maize amylopectin and oyster glvcogen to maltose.
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1. INTRODUCAO

Com a descoberta de enzimas amiloliticas desramificantes em mi

prorganismos por Maruo e Robayashi, em 1851, numerosocs estudos
e investigagdes foram desenvolvidos, visando a swa utilizagao
na determinacao da estrutura da amilopectina e glicogénio, na
producac de amilose de cadeias curtas e na producao de maltose

gquando utilizada em combinagdo com B-amilase.

0 presente trabalho visa a selegao de microrganismcs produto-
res de enzima amilollitica desramificante que hxdrolisa as liga
cées a-1,6 glicosidicas da amilopectina e glicogénio, dando co

mo produto de reacgao amilose de cadelas curtas.

0 microrganismo maior produtor de enzima amilolitica desramifi

cante serd submetido ao estudo cinético de produgac de enzima

e estudos em diferentes: meios de cultura, temperatura de incn

bagzo e pH, procurando-se, desta forma, a otimizagao na prody

gao da enzima.

A preparagao bruta de Flavobacterium sp sera submetida i puri-

ficacao através do fracionamento com sulfato de amdnio, croma-
tografia em coluna de DEAE-celulose, DEAE-Sephadex A~50 e CM~

-celulose para a caracterizacio da enzima guanto i especifici-



dade de substrato e quanto d atividade enzimdtica.

Estudar-se-3 a producio de maltose pela agao simult@nea de iso-

amilase de Flavobacterium sp e B-amilase de soja.

T e



2. REVISEO BIBLIQGRAFICA

Em 1930, Nishimura (47, 48) observou que extratos de levedura
de cervejaria continham uma enzima que podia li@uefazer o amido
e acelerar a aczo normal das amilases. Quando uma solugao de a
mido de arroz do tipo "glutinous" era incubada com extrato de
levedura 3 20°C, pH 6,2, a coloragao da mistura de reagde  com
reagente de iocdo mudava de plrpura para azul plirpura. A enzima
foi'denami?ada amilosintease e considerada como uma enzima que
sintetizava o amido (45, 49, 50). A acdo da amilosintease sobre
o amido de arroz apresentou dtimas condicoes de reagao & pH 6,2
e a 20°C. 0 aguecimento da enzima & 55-60°C durante 10 minutos

resultava em completa inativagao.

Mais tarde, em 1942, Meyer e Bernfeld (43) observaram que extra

tos de levedura atacavam o amido e g-dextrina limite de amido.

A agao da amilosintease sobre o amido de arroz do tipo "gluti~

nous” foi examinada por Maruo e Kobayashi (42) gm 1951. O produ
to de reagao era de baixo peso molecular, corava em azul pirpu-
ra com reagente de iedo e mosﬁrava tendéncia para retrogradar

em solugao. Os autores concluiram que a agdc da amilosintease -
sobre o amido de arroz do tipo "glutinous” era desramificénte
.e propuseram © nome iscamilase para descrever egsa enzima‘ ex-

tralda de levedura. ' |



A primeira enzima desramificante em vegetals, fol relatada em

1951 por Hobson et al (21l}em Vicia faba (feijao fava)e em Sola

num tuberosum L. {batata) e denominada Rrenzima. Os autores ve-

rificaram que as preparagoes de R-enzima de feijao fava e bata-

ta desramificavam a amilopectina e sua f-dextrina limite.

Em 1954,Peat et al (55) relataram que a R-enzima ndo hidrolisa-

va o glicogénio nem sua f-dextrina linmite.

Fm 1960, EKurasawa et al (31) isolaram e purificaram parcialmen-
te a R-enzima de arroz e verificaram que apresentava otimo de a
tividade em pH 5,0 & 5,5. O aquecimento da enzima & GOOC resul— .

tava em completa perda de atividade.

Em 1961 Gunja et al {13} verificaram que extrato de levedura de

cervejaria (Saccharomyces cerevisiae) continha uma isocamilase

que hidrolisava as,ligagaes a-1l,6 glicosidicas do glicogénio e
anmilopectina. A_témperatura ¢ o pH dtimo da enzima foram, res-
pectivamente, 25% e pH 6,0. Observaram gque a enzima era inibi-
da por bgraio {10 mM) e cloreto mercirico (0,1 mM) mas nao era
inibida por iodovacetato (10 nM), fenilmercuriacetato (C,01 mM)
e p-cloromercuribenzoato {0,01 mM). Verificaram també&m a presen

¢a de isocamilase em extratc de levedura de panificagao.

Fm 1961, Bender e Wallenfels (8) descobriram a pululanase, uma

enzima desramificante produzida pelo Aerobacter aerogenes capaz




de hidrolisar as ligagoes a~1,6 glicosidicas do pululano (poli-
merc de maltotriose unido na éxtremidade por ligacgoes o=1,6 gli
cosidicas), do amido sollvel e da amilopectina. A enzima apre-

sentou atividade Stima & 47,5°C e a pH 5,0. A enzima foi estd-

vel na faixa de pH 5,0 4 7,0.

Kjolberg e Manners (28), em 1963, verificaram que as isoamila
ses de levedura de panificacio e de cervejaria apresentam agoes
similares na hidrdlise das ligagbes a-1,6 glicosidicas da g-1i-

mite dextrina de amilopectina e de glicogénio.

1

Taylor et al (59), 1965, descreveram uma enzima desramificante, .
extraida de Zea mays L. {(milho doece) -capaz de hidrolisar as 1i
gagdes a~1,6 glicosidicas de pululano, e com propriedades senme

lhantes A R-enzima do feijao fava e batata.

abdullah et al (1) estudaram a especificidade da pululanase do

Aerchacter aerogenes e concluiram que a pululanase requeria que

os dois componentes unidos por ligagdo a-1,6 glicosidicas conti
vessem duas ou mais unidades de glicose unidas por ligagoes
a~1,4 glicosidicas. Verificaram, também, gue o substrato minimo

para a atividade de pululanase & o tetrassacarideo 62 @ maltosil

maltose.

Uma enzima do tipo pululanase foi encontrada em Escherichia in--

termedia por Ueda e Nanri em 1867 (61) que escolheram 0  termo



i{soamilase, apesar da observagdo gue a isoamilase nao hidrolisa

o pululano {36).

Em 1967, Lee et al {33) relataram a presenga, na preparagac de

Saccharomyces cerevisiae {(levedura para panificagacl, de uma en

zima similar 3 amilo 1,6 glucosidase/oligo 1,4 glucan transfera
se do misculo de coelho. A enzima descrita provocava um aumento
do poder de coloragdc do glicogénio com iodo e aumento da f-ami
lolise limite do glicogénio e da amilopectina com liberacao de
giicose como finico carboidrato de baixo peso molecular. ApSs in
cubagao pfolanqada {48 horas) com amilppectina de milho ceroso
havia formacdo de um precipitado insolivel que se corava em a=

zul'com iodo.

Bathgate et al (7) em 1968 isolaram e identificaram as enzimas
isoamilase . e amilo 1,6 glucosidase/olige 1,4 o-1,4 glucano

transferase em extrato de Saccharomyces cerevisiae. No estudo

de hidrdlise do glicogénio pela isocamilase de. levedura, 08 pro-
dutos de hidrdlise foram fracionados em coluna de Sephadex G-50.
0s carboidratos de baixe peso molecular foram identificados e
determinados por cromatografia em papel quantitativa, como uma
mistura de maltopentaose {(16%); maltohexaose (18%); maltoheptao

se {25%); maltoetaose (31%) e maltononacse {10%).

Walker (65) descreveu uma pululanase de Streptococcus mitis si

milar 3 produzida pelo Aercbacter aerogenes.




Em 1968, Harada et al (17) isolaram do solo o microrganismo Pseu

domonas sp SB 15 produtor de uma iscamilase extracelular capaz

de desramificar totalmente o glicogénio e a amilopectina, e
obtiveram alto rendimento de iscamilase na fermentagao submersa
do microrganismo, em melo de cultura contendo maltcse, dextrina,

anido ou isomaliose.

Em 1969 Yokobayashi et al (67) estudaram a especificidade da i

soamilase de Pseudomonas sp e da pululanase de Aerobacter aero-

genes e verificaram que a isoamilase nao era capaz de  hidroli
sar as ligagdes a-1,6 glicosidicas do pululano. A iscamilase e
a pululanase degradam a amilopectina por acao simultanea e suces
siva com R-amilase de batata doce. Observaram também que enmqian
to a isoamilase hidrolisa completamente © glicogénio pela agao
cucessiva ou simultinea com R-amilase de batata doce, a pulula~-
nase degrada completamente o glicogéniopela agao simulténea mas
provoca somente um pequeno aumento na f-amilolise limite do gli
cogénic por agac sucessiva com B-amilase de batata doce. Os au-
tores sugeriram que a degradagao incompleta do glicogénio poOr
agdo sucessiva & devida & incapacidade da pululanase de  pene~
trar no interior da moldcula do glicogénio. Sugeriranm, ainda,
que a iscamilase de Pseudomonas pode penetrar no interior da meo
18cula do glicogénic e hidrolisar todas as ligagtes o—~1,6 glico
sidicas. Os autores verificaram que cerca de 20-30% da dextrina

de amilopectina e 20-25% da f-dextrina limite de glicogénio foi



resistente & agdo da iscamilase. Conclulram que a agao caracte-
ristica da isoamilase envolve a hidrdlise de todas as ligagOes
a-1,6 glicosIdicas do glicogénio, mas as ligagOes gue unem resi
duos de maltose a cadela de residuos de glicose unidos por liga

¢Bes o-1,4 glicosidicas ndo sdo facilmente hidrolizadas.

Em 1970, Yokobayashi et al (68) estudaram as propriedades da 1

soamilase purificada de Pseudomonas sp 5B 15. A enzima apresen-

tou pH Otimo na faixa de pH 3,0-~4,0 e temperatura Otima de ati~
vidade 3 52°C em tamp3p acetato pH 3,5 para 10 mimutos de rea-
cdo. A estabilidade térmica foi determinada em tampac  acetato
0,1 M, pd 3,5 por aquecimento da s0lugan enzimatica na faixa de
10% 3 70°C durante 10 min. Os aguecimentos & 50, 55°C e 60°¢
resultaram num decréscimo de 40%, 77% e 95% da atividade, respec
tivamente. A isoamilase foi estavel a 4°¢C na faixa de pH 2,5 &
7,5 durante 24 horas e instavel a valores de pH inferiores e su
pericres. A 40°c, o pH exerceu um notado efeitc sobre a estabi-
lidade da iscanilase; a atividade enzimatica permaneceu a mes-
ma na faixa de pH 3,5-5,5, mas, fol perdida a valores abaixo

do pH 2,5 e acima de pH 7,5 durante 2 horas de incubacao.

prumond et al {11}, em 1970, verificaram que a R-enzima de bata

ta hidrolisa o pululanoc.

Bm 1970, Gunja Smith et al (14, 15) estudaram a isoamilase de



Cytophaga sp e verificaram gque a agao da enzima era similar &

igpamilase de pseudomonasg sp. A enzima desramificante de Cyto

phaga sp nao hidrolisa as ligagdes o-1,6 glicosidicas do pulu-
jano, mas hidrolisa facilmente todas as ligagoes o-1,6 glicosi
dicas do glicogénio e amilopectina. Outra similaridade foi a

falha da isocamilase do Cytophaga sp para hidrolisar todas as

ligagoes a-1,6 glicosldicas de dextrina limite de glicogénio e
de amilopectina. A acdo sucessiva da isoamilase e B—amilase de
batata doce sobre o glicogénio resultou em completa conversao

em maltose. A isoamilase de Cytophaga sp apresentou dtimo de a

tividade 3 pH 5,5 e & 40°C mas, foi inativada & valores de pH
inferiores 3 5,0 e apbs aguecimento 3 40°c durante 60 minutos
na auséncia de cubstrato. O peso molecular da enzima fol esti-
mado em 120.000 através da centrifugagado com gradiente de saca

roge.

suzuki (57) descreveu a obtencdo de amilose de cadeias longas
e curtas a partir da solucao de amido hidrolisada com isoamila
seg bacterianas € a produgao de maltose por combinagao de isoa

milase de Pseudomonas sp € g-amilase de farelo de trigo.

Em 1971, Lee et al (35) estudaram a especificidade em relagao
ao substrato de enzima desranificante do milho doce (Zea mavys
L.) e verificaram que a enzima apresentava propriedades gimila

res & pululanase do Aercbacter aerogencs.




akal et al (2), 1971, analisaram a distribuicdo das cadeias 1i
neares o-1,4 glicaéidiéas do glicogénio de ostra através da hi-

ardlise com isoamilase de Pseudomenas sp e pululanase de Aero-

bacter aerogenes e da separacac dos produtos em coluna de Sepha

dex G-75. Os autores verificaram que o produto de reacac era u-
ma mistura de cadeias de 3 3 50 unidades de glucose. A média do
grau de polimerizagao das cadeias lineares a-1,4 glicosidicas

dc glicogénio fel 11.

Prosseguindo os estudos, Akal et al (3) investigaram a distri-
buicdo das cadeias lineares a-l,4 glicesidicas da amilopectina

utilizando isoamilase de Pseudomonas sp pululanase de Aero-

bacter aerogenes. B sugeriram gue as “"cadeias B" na amilopecti-

na consistem de cadeiag longas {grau de polimerizagao 40-80) e

cadeias curtas (grau de polimerizagao 20-40).

Gunja~smith - et al (16) descreveram um método enzimdtico para
determinacac da média do comprimento de glicogénio e outros po
lissacarideos ramificados utilizando-se de igsocamilase de Cyto-

phaga $p, pululanase de Aerobacter aerogenes € f-amilase de ba-

tata doce.

Harada et al {18), 1872, caracterizaram a iscamilase de Pseudo-
monas sp guanto ad acao scbre amilopectina de milho ceroso e

glicogénio de ostra e, compararam COR pululanase de Aerobacter
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agrogenes. Verificaram que a isoamilase hidrolisa as ligagoes
o~1,56 glicosidicas.externas e internas da amilopectina, enquan-
o Que a pululanase hidrolisa as ligagbes externas da amilopec-
tina, mas as ligagSes a-1,6 glicosidicas intermas sao pouco afe
tadas. Verificaram também gque a ispamilase hidrolisa todas as
ligagses do glicogénio de ostra, enguanto que a pululanase hi-~

drolisa somente 30% das ligagoes.

Em 1972 Ueda et al (62} purificaram, cristalizaram e estudaram
as propriedades da pululanase extracelular de uma cepa de AeIo-

bacter aerogenes. O peso molecular da enzima estinmado atraves

de eletroforese em gel de poliacrilamida e ultracentrifugagaoc -
foi, respectivamente, 66.000 e 58,000. O pH &timo e a temperaty

ra Gtima foram respectivamente pH 6,5 e SOOC,

Mercier et al {(44), 1972, obtiveram altos rendimentos de pulula

nage intracelular de Rercbacter agrocgenes apds a adigac de pulu

lano, além de glicose € maltoze noe meio de fermentagao. Descre-
veram, ainda, um método de preparacac de pululanase cristalina

livre de B-amilase.

Em 1972, Marshall {(40), sugeriun a utilizagao do pululanc para a

distingao das enzimas desramificantes, pululanase e isocamilase.

vokobayashi et al (6%) estudaram a cinética da iscamlliase de

pseudomonas sp SB 15 e obtiveram os valores aproximados de  Km

11
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{(g/ml}; 1 % 10"¢ a2 x 10"4 para amilopectinas e glicogénio, e

2 x'lﬂﬂ3 para pululano. No c¢aso de pululanase de Aerobacter ae~

rogenes, os valores de. Km (g/ml} foram 8 X 1077 34 1 x 10'2 para

2

amilopectinass 2 X 10°° &5 x 107% para glicogénios e 1,7 X 107°

para pululano;

Apbs a purificagao e cristalizacdo de pululanase extracelular -~

de uma cepa de Aerobacter aerogenes (62}, Ohba e Ueda (52) 1975,

purificaram e estudaram as propriedades da pululanase intracelu
lar produzida pela mesma cepa. o] péso nolecular éa pululanase

intracelular estimado através de filtracdo em Sephadex G~200 e
eatudos de ultracentrifugacao foi, respectivamente, de 80.000 e

50.000.

palmer et al (53), 1973, detectaram em extrato bruto de Escheri
chia coli MN.C.T.C. 5928, a presenga de uma enzima do tipo isoa-
milase capaz de hidrolizar p-dextrina limite & fosforilase dex-~

¢rina limite de glicogénio.

Ueda et al (63}, 1974, relataram gue a digestdo de amilopectina
de milho ceroso pela fracdo dencninada gluccamilase II produzi

da pelo Apergillius awamori var. kawachil, com baixa atividade

sobre as ligagoes o-1,6 glicoslidicas foli acelerada pela adigao

de isoamilase de Pseudomonas Sp 8B 15.

sugimoto et al {56), 1974, relataram que O microrganismo Pseudo
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monas sp SB 15 produtor de isoamilase extracelular produz, in-
tracelularmente, a-glucosidase e amilases na fermentacac submexr
sz em meio de cultura contendo maltose. A cepa mutante (MSl} de

rivada de Pseudomonas sp $B 15 produziu iscamilase extracelular

constitutivamente e, também, s—-glucosidase e amilases intracelu
lares constitutivamente. A atividade das enzimas produzidas na

cepa mutante fol malor daquelas induzidas na cepa original.

amemura et al (5), 1975, relataram que& grupos triptofanos SA0
inportantes para a formagéa do complexo enzima-substrato da pu-

juylanase de herobacter agrogenes ATCC 9621. A enzima fol inibi-

da por Hg2+, N~-bromosuccinimida; brometo de 2-hidroxi 5-nitro -~
penzil; riboflavina 5 fosfato, histamina e imidazol. fons metad-
licos e outros cofatores parecem nio ser essencials para a atl-

vidade de pululanase.

Jeanningros et al (24}, 197%, selecionaram O microrganismc Eg-

cherichia coli R 12 produtor de uma enzima desramificante intra

celular. Verificaram que a enzima hidrolisa as liga¢oes o~ 1,6
glicgsidicas e de f-dextrina limite de glicogénio. Apds a puri-
ficagao, a preparagao enzimatica nfo apresentou atividade de
a-amilase, pululanase e isomaltose., O pH otimo de atividade so-

bre o substrato fosforilase dextrina limite de glicogénio foi

pH 6,0. A atividade maxima foi observada a 50°C. A atividade en

simAtica foi inibida por tampdo tris 0,1 M, iodoacetato (10 mM),

13



p-cloromercuribenzoato (1 mM) HgCl (1 mM) e CuS0, {1 mM}.

Urlaub e Wébber(ﬁéj, 1975, identificaram uma iscamilase do Ba-

eillus amyloliguefaciens capaz de desranificar totalmente o gli

cogénic. A cromatografia em papel dos produtos de hidrdlise do
glicogénio de ostra e fitoglicogénio de milho doce pela isocami-
lase indicou a presenca de maltodextrinas de compriments de ca-
deia de 6 a 8 unldades de glicose e preodutos de malor compr imen

to de cadeia nao resolvidos no cromatograma.

Kitagawa et al (27), 1975, realizaram estudos sobre a inibicao

enzimatica e estrutura molecular da isoamilase de Paaudomonas

sp. Verifiicaram que a ativida&e da iscamilase foi inibida por
N-Bromosuccinimida (0,01 mM), brometo de 2-hidroxi E“nitrobénzil
{0,1 mM), iodoacetato (5 mM), fenilmercuriacetato (0,1 mM) e
2,4 dinitrofluocrobenzenoc (1 mM) , mas nao foi inibida por dzida
de sddic (10 m#), EDTA (5 nM} , B-mercaptoetanol (10 mM} e p-clo
romercuribenzoato (0,5 mM). A atividade enzimidtica foi inibida

na presenga de Hg2+, Cu2+, Ag+, mas nao fol inibi&a na presenga
de Mn2+, Zn2+, N12+, Cd2+, Pb2+ ou Fez+ na concentragao 1 mM.

concluiram que residuos histidil parecem ser importantes enquan
to que lons e outros cofatores nio sio essencials para a ativi-
‘dade enzimdtica. A isocamilase parece ser composta de dunas subu-

nidades, cada uma com peso molecular 50.000 e gque ndo sao liga-

das covalentemente.
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Em 1975, Allen & Dawnson {4) ; relataram a importdncia da utili-
zagao de enzimas desramificantes na produgac de maltose ou xarg

pe com alto teor de maltose a partir do amido.

Enevoldsen (12}, 1975, enfatizou. as possibilidades de aplica-
Cac e O uso potencial de enzimas desramificantes em cervejaria,
em combinagac com o e 8 amilases para o aumento de acticares fer

mentivels.

Fm 1976, Kuswanto et al (32) descreveram que & iscamilase nas

cepas de Pseudomonas sp 5B 15 e mutante Msl s50 necessirias pa-

ra a utilizagho de amilopectina e de glicogénio como fonte de

carbono para crescimento.

Jeanningros et al {(25), 1976, continvando os estudos da enzima

desramificante de Escherichia coli K 12 relataram gue a enzima

nao pode ser classificada como pululanase porgue nao hidrolisa
o pululano, mas tanbém difere das iscamilases bacterianas devi-
do 3 inabilidade de hidrelisar © gliccgénia, A enzima apresen-
tou maior atividade sobre os substratos foeforilase dextrina 1i

mite de gliccgenio e de amilopectina.

Em 1977, Kato et al (26) descreveram O uso de gel de amilose
tratadoc como epicloridrina para cromatografia de afinidade da

jsoamilase de Pseudomonas anyloderamosa K 1 C. A isoamilase'

absorvida no gel de amilose foi elulda especificamente conm mal-
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to-dextrina. Por esse procedimento, 96 mg de enzima foram 100%

purificadas a partir de 20 1 de caldo de cultura, com rendimen-

to de 70%.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Selecio de microrganismos produtores de enzimas amiloliti-

cas desramificantes

Com o objetivo de selecionar microrganismos capazes de produzir
ispamilases, foram isoladas do solo e testadas, indmeras cultu

ras de microrganismoz conforme og itens a seguir.

3.1.1. Coleta de amostra do solo

A amostras de terra de diferentes regides do Estado de S3ao Pau
lo, Parand e Rio Grande do Sul foram coletadas do interiof de
matas cerradas ou prdximas ds margens dos rios, onde as condi~-
cbes ambientais sdo favordvels ao desenvolvimento de microrga-
nismos. Apds remocao dos residuos vegetais e animais, aproxima-
damente 100 g de terra foram coletadas de uma profundidade maxi
ma de 10 cm e acondicionadas em sacos plasticos. Na coleta de
virias amostras de uma mesma regiao fol guardada uma distadncia

ninima de um quilometro entre as coletas.

3.1.2. Isoclamento de microrganismos do solo

Cerca de 1 grama de terra foi adicionada i 10 ml de Agua desti-
lada esterilizada, agitada e deixada em repouso. Para © isola -

mento de bactérias, o liquido sobrenadante foi inoculado em pla
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cas_centendo o8 meiqs de cultura esferiliza&cs: agar nutriente
+ 0,5% de amilopectina e agar nutriente + 0,5% de amido. As pla
cas foram incubadas & 30% por 24 a 48 horas para o desenvolvi.
mento das bactérias. A5 coldnias isoladas das placas foram repi
cadas em tubos de ensaio contendo agar nutriente esterilizados

e incubadas & 30°C atd o desenvolvimento satisfatdrio das cultu

ras.

vPara o isolamento de fungos, o liguido sobrenadante fol inocula
do em placas contendo meios de cultura esterilizados: agar bata
ta {extrato de 10 g de batata, 4 ¢ de glicose e 5 g de agar em
100 ml de Agua destilada) e agar Czapeck + 0,5% de amilopectina.
is placas foram incubadas 5 30% por 48 a 96 horas, para © de-
senvolvimento de fungos. As colonias isoladas das placas foram
repicadas em tabos.de ensaio contendo agar batata esterilizados

. - Q - N
e incubados A 30°C até o desenvolvimento das culturas.

Os microrganismos isolados foram testados preliminarmente quan-~
to & producdo de enzimas amiloliticas desramificantes, através

do teste descrito a seguir.

3.1.3. Selecdo preliminar de microrganismos produtores de

enzimas amiloliticas desramificantes

As baétérias e os fungos, isolados de acordo com O item 3.1.2.,

foram semeados respectivamente. nas placas de Petrl contendo
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meio de cultura agar nutriente + 0,5% de amilopectina e agar
Czapack + 0,5% de amilopectina esterilizados, na forma de seg-
mentos radiais. As placas foram incubadas a 28°C por 24 a 48 ho
ras atd o desenvolvimento das bactérias e a 28%C por 48 a 96 ho
ras até o desenvolvimento satisfatdrio dos fungos. ApGs a incu-
bagao, as placas foram expostas ao vVapor de iodo e os microrga-
nismos que apresentaram um halo azul ao redor das colonias fo-

ram testados guanto 3 produgac de isocamilase, {(item 3.1.4.).

3.1.4. Selecao do microrganismo melhor produtor de enzinma

através da fermentacao submersa

Para a selegao da linhagem que produz maior quantidade de enzi-
ma amilolitica desramificante, as bactérias selecionadas de a-
cordo com o item anterior, foram cultivadas em diferentes melos

de cultura: n¢ 1, n? 2, n® 3, n® 4 e n® 5, culas composigdes es

+30 indicadas na tabela I.

Os meios de cultura foram distribuidos em frascos de Erlenmever
de 250 ml num volume de 50 ml, fechados com tampao de algodao
para manter as condigOes assépticas e esterilizados a 121°%¢ por
15 minutos em autoclave Fabbe modelo 103. O pH dos meios de cul
tura fol ajustado para 7,0 antes da esterilizagdo, nac ocorren-

do uma alteragaoc sensivel apds a mesma.

Os frascos de Erlenmeyer contendo os diferentes meics de cultu-~
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ra foram inoculados com as hactdrias selecionadas de acordo com
as condigGes do item 3.1.3. e incubados a 28%C, a 250 rpm, no 2
gitadmr rotatdrio da New Brunswick, modelo 0531. ApOs 48, 72 e
96 horas de fermentagao, 08 melos de cultura foram centrifuga -
dos a 8000 rpm durante 15 minutos e 0S8 sobrenadantes foranm tes-
tados quanto & atividade de isoamilase em tampao acetato pH 3,6
(17} e tampic fosfato pH 6,0 (&1) de agordo com O método descri

tono item 3.1.5.1.

3.1.5. Determinacac da atividade de isoamilase

A atividade de iscamilase (glycogen 6 glucano hydrolase EC 3.2.
1.68) foi baseada no método de Kobayashl (29) =, determinada 1o
tineiramente pelo aumento do poder de coloragac da amilopectina
de milho ceroso com reagente de iodo, de acordo com as condi~

cBes descritas no item 3.1.5.1.

A determinagdo da atividade de iosamilasze, baseada no aumento
do poder redutor (27), fol realizada de acordo com as condigoes

descritas no item 3.1.5.2.

3 1.5.1. Determinacho da atividade com reagente de

jodo

A atividade de isoamilase foi baseada no matodo descrito por

Robayashi (29), com ligeiras modificagbes. A mistura de 5 ml de
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solucido 1% de amilopectina de milho ceroso em Agua destilada, L
ml de solugdo enzimatica e 1 ml de tampao fosfatb 0,5 M pH 6,3
cu como indicado, foi incubada a 40°C. ApSs 1 hora de incubagdo
a2 0,5 ml da mistura de reagao fol adicionado 0,5 ml de solugao
de iodo - KT 0,01 N e diluida a 25 ml com Agua destilada. A ab-
_sorbincia da solugdo foi medida em espectrofotdmetro  Coleman

295 ¥ A 620 nm contra branco de tempo zero de reagao.

Uma unidade de atividade foi definida como aumento de 0,01 na,

abéorbancia a 620 nm.

3.1.5.2. Determinacao da atividade pelo aumento de .

aciicares redutores

O sistema de reagac foi o mesmo para o ensalo. Apds incubacao a
46°¢ por 1 hora, uma aliguota de 1 ml da mistura de reagao foi
adicionado a 2 ml de reagente Somogyi -~ Welson (46} . O aumento
de acgicares redutorés foi determinado pelo método de Somogyi -~
~ Nelson. Uma unidade de atividade foi defipida como a guantida
de de enzima que libera aglicares redutores equivalentes a 1 u

mol de glucose em 1 minuto a 40%¢.

3.1.6. Determinacac da atividade de pululanase

A atividade de pululanase foi determinada pelo método de Taka-
saki (58), com ligeiras modificagbes. A mistura de 1 ml de solu

¢do 0,7% de pululano em tamp3c fosfato 0,1 M pH 7,0 e L ml  de
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solugdo de enzima fol incubada a 40°c. Apds 30 minutos de incu-
bagio, os aglcares redutores formados foram determinados pelo
matodo de Somogyi - Nelson (46), e oS valores obtidos calcula-

dos como maltotriose.

Uma unidade de pululanase fol definida como a quantidade de en-
zima que libera 1 mg de maltotriose a partir do pululano, sob

as condigoes de ensalo.

3.1.7. Determinacdo da atividade de B-amilase

4

- A atividade da g-amilase foil determinada pela incubagao de 1 ml
de solucdo enzimdtica, 9 ml de solucdo 1% de amido em tampao
fogfato 0,05 M pH 6,0 & 40°c gurante 30 minutos. O teor de agi~-
cares redutores foi determinado pelo método de Somogyi - Nelson

(46) e os valores obtidos, calculados come maltose.

Uma unidade de atividade fol definida como U mol de maltose/mg

proteina/minuto.

3.2. Bstude da relacgao entre tempo € alteracio de pH no meio de

fermentacio, crescimento do microrganismo e producac de en

zima

2 linhagem de microrganismo dque apresentou maior atividade  de

jsoamilase selecionada de acordo com o item 3.1.4.; foi utiliza
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da para os estudos de produgao de isoamilase.

3,2.1. Preparacac do indculo

Para a preparacao do inbdculo, 50 ml de meio de cultura em estu-
do, descrito na Tabela I, contido em frasco de Erlehmeyer de
250 ml foi inoculado com a linhagem selecioconada e incubado a

28°C no agitador rotatdric a 250 rpm por um perfodo de 24 horas,

3.2.2. Fermentacao

A fermentaclo foi realizada no Mini-Fermentador da New-Brunswick

‘modelo M-1000. A 8060 ml de meio de cultura 7 foram adicionados |

50 ml de indculo preparado de acordo com o item 3.2.1. e 2 ml -
de dleo de soja estéril como antiéspumante. A fermentagao foi
realizada a 28°C mantendo-se aeragio de 1 vvm (volume/volume/mi
nuto) e agitaciao constante. As amostras de meio de cultura fo-
ram retiradas em diferentes tempos de fermentagao para a deter-
minagao dos pardmetros: alteragéo de pH do meio de cultura,cres
cimento do microrganismo de acorde com o item 3.2.3., atividade
de isoamilase em tampao fosfato pH 6,0 de acordo com o item -
3,1.5.1. e atividade de pululanase como descrito no item 3.1.6.
As atividades de isoamilase e pululanase foram determinadas no
sobrenadante do meio de cultura apds centrifugagao a 8000 rpm

durante 15 minutos.
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3.2.3. Determinacgdo do crescimento do microrganismo

0 crescimento do microrganisme foi determinado espectrofotome~
tricamente pela leitura da absorbidncia a 660 nm (61). Apbs fer-
mentacao, uma amostra de 10 ml de meio de cultura foi centrifu-
gada a 8000 rpm & 59 em centrifuga Beckman modelo J 21 B rotor
Ja 21, durante 15 minutos e o precipitado obtido fol submetido

5 trés lavagens sucessivas com Agua destilada nas mesmas condi-
coes descritas. O precipitado da Gltima lavagem foi ressuspendi
do em 10 ml de dgua destilada e quando necessario a  suspensao
- foi dilulda para se obter a leitura na faixa de linearidade do
método. A leitura de absorbincia da amostra fol realizada con-
tra &gua destilada a 660 nm em eépectrofatémetra Coleman modelo

285 E.

3.3. Producao de iscamilase pelo Flavebacterium sp em diferen -~

tes meios de cultura

para o estudo da producio de isoamilase pelo Flavobacterium sp

foram testados os meios de cultura 1, 4, 6, 7, 8, 2 degcritos
na tabela T. Os frascos de Erlenmeyer de 500 ml contende 150 ml
de meio de cultura a pH 7,0 foram inoculados com 1 ml de suspen
530 homogénea do microrganismo em Agua destilada esterilizada e
incubados a 280C em agitador rotatdrio da New-Brunswick Scienti

fic modelo 0531, a 250 rpm durante 48 horas. Apds a fermentagao,
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a massa celular fol separada pela centrifugagao do melo de culwq
tura a 8000 rpm durante 15 minutos e a atividade de isocanmilase

na sobrenadante foi determinada de acordo com o item 3.1.5.1.

3.4. Efeito da concentracio de maltose, protecse-peptona e ex-

trato de levedura do meio de cultura na producio de isoami

lase

No estudo do efeito da concentragio do carboidrato maltose do
meio de cultura na producao de iscamilase, foram utilizados mel
~08 de gultura constifuidos de 1% de proteose-peptona, 0,5% de
extrato de levedura e concentragoes de maltose varifvels entre

0% a 3,0%.

para a verificagao do efeito da poncentrag&o de proteinas do
melio de cultura na produgao de iscamilase foram utilizados med
.08 de cultura constituidos de 0,5% de extrato de levedura,0.5%
de maltogse & concentragoes de proteose-peptona varifvels entre

0,05% a 3,0%.

No estudo do efelto da concentragao do meio de cultura na produy
cac de isoamilase foram utilizados melos de ‘cultura compostos

dell% de proteose~peptona, 0,5% de maltose e concentragoes de -~
extrato de levedura varifvels entre 0% a l%¢.Os meios de cultu-

ra foram ajustados a pH 7,0 com NaOH 1N. Os frascos Erlenmeyer

de 250 ml contendo 50 ml de meio de cultura foram inoculados
com 1 ml de suspensac homogénea do microrganismo em © Agua
destilada. on  frascos foram incubados em agitador rota-.
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tdric a 250 rpm durante 30 horaé, 5 28°c. Apds o pericdo de in-
cubagd@o foram determinados os seguintes parametros: alteragao

do pH do meic de cultura, crescimento do microrganismo de acor—
do com as condicdes descritas no item 3.2.3. e atividade de isQ
amilase do sobrenadante do meio de cultura, de acordo com O mé=-

todo descrito no item 3.1.5.1;

3.5, Infludncia da temperatura de fermentacao do microrganismo

na producao de iscamilase

0 estudo da influéncia da temperatura de fermentacao do microxr-
ganlsmo na produgﬁo de isocamilase fol realizado em incubader -
com gradiente de temperatura da Scientific Industriés Inc. N.Y.
11.501, na faixa de temperatura de 23 5 46°c. 0s tubos apropria
dos, contendo 10 ml de meio de cultura h? 6, descrito na tabela
I} ajustadec a pH 7,0 e esterilizades, foram incubados previanen
te nas diferentes temperaturas situadas na failxa de 23 a 46°C -
durante 15 minutos para a estabilizagac das temperaturas. Em sg
guida,.os +ubog foram inoculados com 0,1 nl de indculo prepara-
do com © meio de‘cultura n? 6 de acorﬁo com as condigoes descri
+tas no item 3.2.1. e incubaﬁos nas diferentes temperaturas, com
20 agitacbes angulares por minuto durante 30 horas. Apds o pe -
riodo de incubacao foram determinados: a.alteragﬁo do pH do mei
-0 ge fermentagéo, crescimento do microrganismo de acordo com
o item 3.2.3. e atividade de isoamilase do sobrenadante do melo

de cultura como descrito no iten 3.1.5.1.
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3.6. Efeito do pH do meio de cultura na producac de isocanilase

Para o estudo do eféito ao pH do meic de cultura na produgac de
iscamilase, 1 ml de suspensac homogénea de microrganismo em agua
destilada esterilizada foi inoculado em frascos de Erlenmeyer de
250 ml contendo 50 ml de2 meio de cultura 6 e 9, descritos na ta-
bela I, ajustados a pH 5,0, 6,0 & 7,0 com NaCH 1IN e HCL 1N. Og
frascos foram incubados em agitador rotatdrio a 250 rpm  durante

35 horas a 28°C.

Apds a incubagdo foram determinados os para@metros citados no i~

_tem 3.4,

3.7. Producio e purificacdc da iscamilase

3.7.1. Producio de iscamilase

A fermentagdo foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 3500 ml
contendo 100 ml de meio de cultura 10 descrito na tabela I. Os
frascos esterilizados foram inoculados com 1 ml de inbculo prepa
rado de acordo com o item 3.2.1. e incubados no agitador rotatd-
rio a velocidade constante de 250 xrpm, & 28°c por um pericdo de
24 a 30 horas de incubagdc. Apds a fermentacao,o meio de cultura
fol submetido 3 centrifugacac a 10,000 rpm durante 10 minutos,
em centrifuga Beckman modelo J 21 B, rotor J A 20. A  atividade

de ispamilase no sobrenadante foi determinada de acordo com ¢ i- -
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rem 3.1.5.1. © sobrenaﬁante-foi.ajustada a pH 6,0 com HCL 0,1N,
a um volume desse sobrenadante raesfriado a SOC, foi adicionado
um volune de acetona resfriada a -5°%C ¢ a mistura foi mantida
em camara fria a 5% por aproximadamente 15 horas. O precipita-
do, obtido por centrifugagic a 10.000 rpm durante 10 minutos a
590 foi liofilizado, moido em almofariz de porcelana e denomina

do preparacao bruta de isoamilase.

1.7.2. Fracionamento com sulfato de amdnio

pPara a purificacio, 4 g de preparagac bruta contendo 1,4 g de
proteina foram suspensos em 400 ml de Agua destilada e centrifu
gados a 8000 rpm durante 15 minutes a 5%. o precipitado fol
desprezado e o gobrenadante fol saturado a 30% com sulfato de
amdnio. O precipitade formado apdbs uma noite a 59¢ foi sedimen-
tado por centrifuéagéc nas mesmas condicoes descritas acima e ©
sobrenadante decantado. 0 precipitado obtido foi dissolvido em
50 ml de agua destilada, dialisado contra agua destilada a 5°¢
durante 48 horas e em seguida contra tamp&o fosfate 0,05 M pH
6,3 a 5C¢ gurante 48 horas. A amostra dialisada foi percolada
em coluna de DEAE-celulose de acordo com as condigoes descritas

no item 3.7.3.
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3.7.3. Cromatografia da isoamilase em coluna de DEAE-celu-

loge

Tratou-se previamente, 40 g de DEAE-celulose {dietilaminocetil -
~celulose) com 500 ml de NaOH 1IN, filtrou-se em 1la de vidro e
lavou-se com Agua destilada para a remog%a do NaOH. A sequir, a
resina foi tratada com 500 ml de HCl 1N e lavada com agua desti
lada para a remocao do HCl e finalmente equilibrada com tampao

fosfato 0,05 M, pH 6,3.

A solucdo enzimdtica de isoamilase (62 ml) obtida no item 3.7.2.
foi aplicada em coluna de DEAE-celulose de 2,5 cm de didmetro x
32 em de comprimento, equilibrada com tampao fosfato 0,05 M pH
6,3. A amostra foi eluida na coluna, pela aplicacao de 325 ml
de tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,3 } 200 nl de tampao fosfato 0,2M
pH 6,3 e 775 nl de tampaoc fosfato 0,4 M pH 6,3, consecutivamen-
te. As fracgoes de 5 ml foram coletadas a cada 30 minutos. O our
so de eluigao das'proteinas da coluna foi acompanhado pela medi
da de absorbincia a 280 nm em espectrofotdmetro Coleman modelo
124 D. A atividade de iscamilase das fragSes fol determinada de
acordo com o item 3.1.5.1. As fragoes de nimero 25 a 85 foram
reunidas num total de 250 ml e percoladas em coluna de DEAE-Se-

phadex A~50 de acordo com as condigoes descritas no item 3.7.4.

A concentracio de proteinas das preparagSes enzimdticas foi de-

terminada de acordo com o método de Lowry et al (38).
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3.7.4. Cromatografia da isoamilase em DEAE-Sephadex A-50

Tratou-~se previamente 20 g de DEAE~Sephadex A-50 com.SQO ml de
NaoH 0,58 e lavou-se com agua destilada. A seguir, tratou-se com
500 ml de HCl 0,5N, lavou-se com dgua destilada para a remogas
do HCl e finalmente equilibrou~se em tampdo fosfato §,05 M, pH

6;3«-

L solucgao enzimAtica obtida no item 3.7.3. foi saturada a 80%
com sulfato de amdnio e, o precipitado formado apds uma noite a
5% foi separado por centrifugacao a 8000 rpm durante 15 minutos.
O precipitadd foi dissolvido em 10 ml de agua destilada, dialisa
do cqntra agua destilada durante 48 horas a 5°C e em seguida cog
tra tampac fosfato 0,05 M, pH 6,3 durante 24 horas a 5°C. A amos
tra dialisada {25 ml) foi aplicada em coluna de DEAE~Sephadex A~
-50 (2,5 cm x 30 cm) e eluida da coluna pela aplicagao de 350 ml
de tampio fosfato 0,05 M, pH 6,3 e 900 ml de tampac fosfato 0,1M
pH 6,3, consecutivamente. As fracdes de 5 ml foram recolhidas a
cada 30 minutos. O curso de eluicac das proteinas da coluna fol
sequido pela medida de absorbdncia a 280 nm em espectrofotdmetro
Coleman modelo 124 D. A atividade enzimftica das fragoes foi de

terminada de acordo com o item 3.1.5.1L.

" As fragbes de n? 11 a 60 contendo atividade de iscamilase foram
reunidas num total de 245 ml e percoladas em coluna de CM-celulo

se de acordo com o item 3.7.5.
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3.7.5. Cromatografia da iscamilase em coluna de CM-celulo-

5

i

Tratou~se, previamente, 30 g de CM-celulose {carboximetil-celu-
lose) com 500 ml de HC1 1N, lavou-se com agua destilada para a
remogao de HCl, Em seguida tratou-se com 500 ml de NaOH 1IN, la
vou-se com Agua destilada para a remogaoc do NaOH e finalmente g
quilibrou-se com tampio fosfato 0,05 M, pH 6,3. A solugac enzi-
mitica obtida no item 3.7.4. foi percolada em coluna (2,5 difme
tro x 35 om) de CM—celulose. As proteinas foram eluidas na colu
na pela aplicacidc de 450 ml de tampao fosfato 0,05 M, pE 6,3 ;

100 ml de tampao 0,1 M, pH 6,3 e 750 ml de tampao fosfato 0,2 M
pH 6,3, consecutivamente. O curso de eluigéo das proteinas fol
acompanhado pela nedida da absorbancia a 280 nm e a atividade
enzimatica das fracdes fol determinada de acordo com ¢ wmétodo

descrito no item 5.1.5.1‘ As fracOes de n? 24 a 77 contendo ati
vidade de isocamilase foram reunidas num total de 265 nl e, am
seguida, dialisadas contra agua destilada a 5°C durante 48 ho-
ras. Apds a dialise, a solugdo enzimitica foi liofilizada, mol-

da em almofariz de porcelana e conservada em congelador.

3.8, Purificacao de f~amilase de sola

Para a purificagido da B-amilase de soja, 17 g de preparagao bru
ta de enzima obtidos de farinha de soja desengordurada pela pre
cipitacdo com solvente organico, foram dissolvidos em 1000 ml

de 3gua destilada e centrifugados a 1000 rpm durante 10 mimitos.
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0 precipitade fol desprezado. O sobrenadante foi saturaao a 80%
de sulfato de amdnio, decantado durante 15 horas a 5°C e centri
fugédo a 1000 rpm por 10 minutos. O precipitado obtido foi dis—
solvido em 100 ml de &gua destilada e em seguida dialisado -~
contra tampioc fosfato 0,05 M pH 6,3 por 48 h a 5°¢c, A &gua
destilada e © tampao fosfato da diflise foram renovados periodi
camente. O dialisado obtido fol percolade em coluna de 45 om x
2,5 om de DEAE-celulose previamente tratada com NaOH e HC1l como
citado no item 3.7.3. e equilibrada com tampao fosfatc 0,025 M,
93.6,8. Iﬁicialm&nte, a amostra foi elulda com 200 ml de tampao
fosfato G;bZS M, pH 6,8. Em seguida, foi aplicado um sistema em
que © tampao fosfato 0,025 M, pH 6,8 cﬁntendc 0,4 M NaCl feoi a—.
dicionado a um reservatdrioc de 500 ml de tampao fosfato 0,025 M
pH 6,8 adaptéda 53 coluna cromatografica a uma velocidade igual

a vazdo da coluna. As fragdes de 10 ml foram coletadas a  cada
15 minutos. As fragoes contendo atividade de f~amilase foram -
reunidas e a solucho enzimdtica fol saturada a 80% com sulfato

de amdnio. O precipitado apbs repouso de 15 horas a 5% foi se-
dimentado por centrifugaglo a 10000rpm durante 10 minutos e dis
solvido em 50 ml de agua destilada. A soluggo enzim3tica fol di
alisada contra agua destilada durante 48 horas a 5%c. Apds did-
lise a solugao fol licfilizada, molda em almofariz de porcelana

& congervada em congelador.

A atividade de B-amilase foi determinada de acordo Com as condi
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cbes descritas no item 3.1.7.

3.9, Estudo da acdo da isocamilase sobre diferentes substratos

31,9,1. Hidrdlise da amilopectina, glicogénic e pululanc pe

la iscanilase

para o estudo da hidrdlise de amilopectina, glicogénio de ostra
e pululanc pela iscamilase O sistema de reaglo foi constituido
de 250 mg de substrato gelatinizado em 15 ml de agua delonizada,
1 ml de solugdo enzimitica contendo 1000 unidades de atividade

e 9 nl de taﬁpﬁo fosfato 0,2 M, pH 6,3. As misturas de reagao
foram incubadas a 40°C durante 6 horas e as amostras foram reti.
radas em diferentes tempos de incubacao para a determinagao de

aclicares redutores em termos de glicose, de acordo com © método
de Somogyi - Nelson e para a determinacacn da madi&a de absor-

bincia a 620 nm dos produtos de reaclio apds coloragdo com rea-

gente de iodo, de acordo com O item 3,1.5.1.

3.9.2. Cromatoorafia descendente em parpel dos produtos de

hidrélise da amilopectina e de glicogénic pela isoa

milase

para a hidrdlise, o sistema de reagado fol constituido de 20 mg
do substrato amllopectina ou glicogénic gelatinizados em 10 md

de Agua destilada, 2 nl de tampao fosfato 0,2 M, pH 6,3 e 1 mi
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de solucao de isoanilase purificada contendo 100 unidades de a

tividade/ml.

Ap&s incubagdo a 40°C durante 24 horas, as misturas de reagdo
foram aplicadas em papel de cromatografia Whatman n® 3. O sis-
rema de solvente utilizade para a cromatografia descendente em
papel foi butanol:piridina:igua na proporgao 4:6:3 (viv), respec

tivamente.

0 tempo de desanvalviménto do cromatograma fol 438 horas. Como a
clicares padroes utilizou-se uma ristura de glicose{@l), maltose
{62), maltotriovse {GB)’ maltotetraose (Gé), maltopentaose {GS}e
maltchexaose (G.). Os aglcares redutores foranm revelados com

AGNO. e NaOH alcodlico de acordo com o métode descrito per Tre-

3
velvan {(60}.

3.10. Caracterizacac da iscamilase purificada

2 isoamilase purificada de acordec com os procedimentos descri-
tos no item 3.7. foi utilizada para o estudo de caracterizagao

da isocamilase.

3.10.1. Efeito do pH na atividade enzimitica

Para o estudo do efeito de pH na atividade enzimitica, o siste-
ma de reacgdo foi constituldo de 5 ml de solucio 1% de anilopec-
tina em Agua destilada, 1 ml de solugdo enzimdtica contendo 40

unidades de atividade e 1 ml de tampac. Os sistemas tampoes fo-



rém ugados dentro dos limites de sua agéo tamponante: citrato
fosfato pH 2,6 a 7,0, tampao acetato de gddic/acido écética de
pH 3,6 a 5,6 ou tampao fosfato de sddic de pH 5,7 a 8,0 na con -
centracio 0,5 M. As misturas de reagao foram incubadas a 40°¢ em
banho-maria por 1 hora. Apds a incubagao, a atividade de isoami-
iase foi determinada pelo mé&todo de Kobayashi nodificado, citado
no item 3.1.5.1., sendo considerada a atividade relativa para e—

feito de comparagao.

3.10.2. Efeito do pH na estabilidade da enzima

‘para o estudo do efeito de pH na eatabilidade da enzina, 1 ml da
solugdo enzimética contendo 160 unidades de atividade, foi pré-
~incubade com 1 ml de tampac 0,1 ﬁ de diferentes valores de pH
durante 24 horas a 18°%C. Foram utilizados os sistemas tampdes:
citrato-fosfato pH 2,6 a 7,0; fosfato de sddic pH 5,7 a 8§,0; aci
do bbrico - borax pH 7,6 a 9,0 e borax - NaCH piH 9,5 a 10,1. A~
phs a incubagac foram adicionados 2 ml de tampio fosfato pH 6,3
0,2 M 3 solugio enzimitica e a atividade residual foi determina-

da pelo ensaio de atividade descrito no item 3.1.5.1.

3.10.3. Efeito da temperatura na atividade enzimatica

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade enzimatica, o
sistema de reagao foi constituido de 5 ml de amilopectina 1% em

Agua destilada, 1 nl de solucao enzimitica contendo 40 unidades
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de atividade e 1 ml de tampao fosfato 0,5 M pH 6,3. A mistura
foi incubada a diferentes temperaturas entre 23 a 50° durante
1 hora. A atividade de iscamilase foi determinada de acordo com

as condigdes descritas no item 3.1.5.1.

3.10.4. Termoestabilidade da enzima-

para o estudo da termoestabilidade da enzima, 1 ml de  solugao
enzimitica contende 40 unidades de ativida&e, foram colocados -~
em tubos de rosca e pré-incubados a diferentes temperaturas en-
tre 10°C a 50°C durante 1 hora. A pré-incubagao da enzima fbi
efetuada no pH &timo em tampdo fosfato 0,05 M pH 6,3. A ativida
de residual foi determinada de acordo com as condigoes descri -

tas no item 3.1.5.1.

3.10.5. Efeito de sais minerais na atividade enzimiatica

0 efeito de sals minerais na atividade enzimética foi werifica
do dentro da faixa onde nao havia interfer&ncia com © método de
determinagho de atividade (item 3.1.5.1.}. O sistema de reagao
foi constituido de 4 ml de solucio de amilopectina 1,25% em &-
gua deionizada, 1 ml de solugao enzimatica contendo 40 unidades
de atividade, 1 ml de tampao fosfato 0,5 M pH 6,3 e 1.ml de so-
lugdo contendo um dos seguintes saiss Coc%i NaCl, AgNO,, NiSO,.
LizSOé, Ba012, MgSO4, Znsog, Mnso. , CaClz, Cusoé, F€2{804)3 na

4
concentrag¢adc necessiria para 1 mM de sal enm relagdac ac  volume
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final da mistura de reacdo. Apds uma hora de incubagac a 20°¢c,
a atividade da iscamilase foi determinada de agordo com as condil

coes descritas no item 3.1.5.1.

3.10.6. Efeito de inibidores de enzimas na aﬁividade da i=-

soamilage

O efeito de inibidores foi pesquisado semelhantemente ao efeito
de sais minerais na atividade enzimitica. ¢ sistema de reagao fol
constituido de 4 ml d&e solucao 1,25% de amilopectina em agua
deionizada, 1 ml de solucao enzimdtica contendo 40 unidades de 2
tividade, 1 ml de tampdo fosfato 0,5 M pH 6,3 e 1 ml de solugdo
de um dos seqguintes reagentes: p-hidroximercuribenzoato de s0dio,
iodoacetato, bisulfito de sédic,.éisteina, Zzida sddica, mercap-
toetanol, dietilditioccarbamato de sbddio na concentragas neces-
sAria para 10 mM em relagdo ac volume final da mistura de Yeagao,
A atividade enzimitica foi determinada de acordo com o item e

3.1.5.1.

3.10.7. Efeito da concentracac de substrato na atividade

enzimatica

para o estudo do efeito da concentragao de substrato na ativida-
de enzimatica, o sistena de reagéo foi constituido de 1 ml de soO

lucio enzimitica em dgua deilonizada contendo 32 ug de proteina ,
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5 ml de solugac de amilopectina em &gua deionizada, na concen -
tracgdo varidvel enﬁr& 0,15% a 3% e 1 ml de tampzo fosfato 0,5 M
v 6,3. As misturas foram incubadas durante 1 hora no banho-ma-—
ria a 40% e a atividade enzimitica fol determinada de acordo
com o item 3.1.5.1. A constante de Michaelis - Menten {(Km) & &
velocidade maxima {Vmax) foram determinadas segundo o sistenma -

grafico de Linewesaver - Burk {37) ..

3.10.8. Determinacio do peso molecular da iscamilase atra

vEs de filtracac em gel Sephadex G-200

previamente, 20 g de Sephadex G-200 foram entumescidos em 1 11
tro de XC1 0,1 M durante 5 dias e depois eguilibrados com tan-

pac Tris - HC1 0,05 M pH 7,5 contendo KC1 0,1 M {Andrews {6)).

As prcﬁeinas: hemoglcbina bovina (20 mg) , f-~galactosidase {1.0ml}
catalase (20 mg) e isoamilase (10 ng) purificada de acoxrdo com
os procedimentos deseritos no item 3.7. foram percoladas em co-
luna de 3 cm difmetro x 48,5 cﬁ de Sephadex G~200 equilibrada
com tampiaoc Tris - HCL 0,05 M pH 7,5 contendo HCL ¢,1 M {(An~
drews (6}). As fragoes de 3 ml foram coletadas a cada 7  minu-
tos. A coluna fol garacterizada guanto ac volume de vazac pelo
aso de Blue Dextran 2000, determinado pela- absorgae a 254 nm. O
volume de eluic3o da hemoglobina bovina fol determinado pela mg

dida de absorbincia a 5530 mm. Os volumes de eluigadc da iscamila
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se, B-galactosidase e catalagse foram determinados géla medida
de suas atividades. A atividade da iscamilase foi determinada
de écarda com o método descrito no item 3.1.5.1. A catalase fol
determinada pela titulagac de perdzido residual  com solucao
de permanganato de potdssio em meio Acido (9). A atividade da
g-galactosidase foi determinada de acorde com as condigoes des-

critas por Park et al (54).

3,10.9, Bletroforese em gel de poliacrilanmida

A solugio de iscamilase contendo 3600 ug proteina/ml purificada
de acordo coi os procedimentos descritos no item 3.7., foi uti-

lizada para a eletroforese em gel.

2 gel eletroforese fol desenvolvida, modificando~se o método de
Davis (10). O aparelho utilizado para a eletroforese consiste

de uma Ffrente estabilizadora da FANEM nodelo 1050, tubos de vi-
aro de 0,5 om x 8 cm, suporte para cubas, duas cubas de acrili-
co de 14 X% lé cm de base por 7 om de altura, cada qual com um g
letrodo na posigﬁo central. A cuba superior apresenta oito per-

furagdes ao redor do eletrodo para © encaixe dos tubos.

0 gel fol preparado pela mistura de 5 g de Cyanogum {(95% de po~
liacrilamida e 5% de N, W, Nf metilenebisacrilamida, 250 mg de
amilopectina gelatinizada em 25 ml de Agua destilada, 50 mg de

persulfato de amdnio dissolvido em 25 ml de tampao fosfato
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0,1 4 pll 8,0 ¢ 20 ml de N, N', N' tetrametilediamina. Aplicou -
-z 10 pul de azul de bromofenocl 0,1% e 40 pl de amostra no to~-
po do gel. & eletroforese fol desenvolvida pela aplicagsdo de u
ma corrente de 5 m A por gel & temperatura amblente 26°c-28°¢C '
por 3 horas. Apbs a corrida, o0s géis foranm removidos dos tubos,
incubaﬁas em tampac fosfato 0,05 M pH 6,3 durante 1 hora e colo

cados em soluclo de iodo e KI 0,005 N.

3.11. Producao de maltose

?

3.11.1; Producao de maltose a partir do amido, amilopecti

na e glicogénio de ostra; pela acao de B-amilase

de s0la
para a hidrdlise, o sistema de reagio foi constituido de 50 mg
de substrato: amido, amilopectina ou glicogénioc de ostra gelati
nizados em 25 ml de &gua destilada, 24 ml de tampao fosfato pH
6,0 0,14, 1 ml de toluol. e lmlde solugdo de f-amilase con-
tendo 50 unidades de atividade, purificada de acordo com 05 pro
cedimentos descritos no item 3.8. Os haloes volumétricos de 50
nl contendo as misturas de reagao foram incubados a 45°¢ duran-
te 2 horas e foram retiradas amostras em diferentes tempos para
a determinagio de aglicares redutores eXpressos CORO maltose, de

acordo com o mdtodo de Somogyi ~ Nelson (46).
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3.11.2. Producdo de maltose a partir do amido, amilonec-

tina e glicogénio de ostra pela acio  simultinea

de isocamilase de Flavobacterium sp e B-~amilase de

soja
Na produgao de maltose a partir do amnido, amilopectina e glico-
génio pela agdo simultinea de iscamilase e B-amilase o sistema
de reacao foi constituido de 50 ng de substrato gelatinizado em
24 ml de Agua destilada; 24 ml de tampdo fosfato 0,05 M pH 6,0;
1 ml de solugac de iscamilase purificada, contendo 300 unidades
de atividade; 1 ml de solugac de B~amilase purificada, contendo
50 unidades de atividade e 1 ml de tolucl. 0s balBes volumdtri-
cos de 50 ml, contendo as misturas de reagdo, foram incubados a
40°¢ durante 3 horas e as amostras foram retiradas em diferen-
tes tempos para a determinacac de acglicares redutores expressos

comd maltose, de acerdo com o método de Somogyi —~ Melson (46).
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4. RESULTADOS

4.1. Belecao de microrganismnos

4.1.1. Selecao preliminar de microrganismos produtores de

enzimas amileliticas desramificantes

Apds isclamento de 2.460 linhagens de microrganismos do golo fo
ram selecionadas preliminarmente trés bactérias positivas ao
teste descrito em 3.1.3. As figurasgs 1 & 2 ilustram ¢ teste para
seleg%o de microrganismos produtores de enzimas amiloliticas ~
desramificantes; observa-se um halo de coloragao azul ac redor
das coldnias produtoras de enzimas amiloliticas desramificantes

e um halo incolor ao redor das coldnias gue produzem g-amilase

tendo como fundo a coloragao plrpura da amilopectina com reagen

te de iodo.

4.1.2. Selecac do microrganismo melhor produtor de enzima

amilolitica desramificante através da fermentacao -

submersa

A linhagem n® 2018 gue produz maior atividade de iscamilase foi
escolhida através de fermentacao submersa como descrito no Item
3,1.4., A tabela IT ilustra os resultados. Esta linhagem gue pro

duz igcamilase extracelulafmente foi identificada pelo Dr.Naylor
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da Universidade de Cornell come Flavobacterium sp.

4,2, Estudo da relacao entre tempo, alteracao de pH no meip de

fermentacace, crescimento do microrganismo e producao de en

zima

A atividade de iscanilase no extrato aguoso foi verificada amn
diferentes tempos de crescimente, tendo sido observado gue a i~
soamilase & preoduzida na fase exponencial de crescimento a atin
ge o miximo de atividade apds 24 horas de fermentag3o. Foi ob-
~gervado também gue, apds a produgao, a atividade enzimatica -
manteve-se num nivel relativamente constante no pericdo de 24 a
60 horas de fermentagao, Foi observado um aumento do pH do meio
de fermentagaoc de 6,0 para aproximadamente 8,0. Obgervou-se tam

bém gue o microrganismo nao produz pululanase {item 3.1.6.). A

Figura 3 ilustra os resultados.

4.3. Producio de iscamilase pelo Flavobacterium sp em diferen-

tes meios de cultura

Entre os varios meios de cultura testados para a produgio de en
zima, de acordo com as condigoes citadas no item 3.3., foi obti
da maior pradug%o de enzima em meio de cultura & a pH 7,0 consti
tuido de maltose, proteose*peptqna e extrato de levedura. A ta-

bela IV ilustra os resultados.
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4.4, Efeito da concentracac de maltose, proteose-pepbtons ¢ 2eX-

trato de levedura do meilo de cultura na producao de isopami

lase

0 efeito da concentracao de maltose, protecse-peptona e extrato
de levedura do meio de cultura foram pesquisados de acorde com

o item 3.4.

No estudo do efeito da concentracdc de maltose no meio de cultu
ra, foi observada baixa produgao de enzima na auséncia de malto
se. Com concentracgoes de 0,05 & 0,5% de maltose foi observado
um aumento’ na producao de enzima enguanto que concentragdes su-
periores a 0,5% de maltose resultaram na mesma produgac de enzi

ma. A tabela V apresenta tais resultados.

No estudo do efeito da concentracgioc de protecse-peptona do me-
io de cultura, foi obtida produgdo maxima de enzima em <concen-
tragoes variaveis de 0,1% 4 0,5% de protecse-peptona. A tabela

vi ilustra os resultados.

Mo estudo do efeito da concentragdo do extrato de levedura do
meio de cultura na producac de enzima, foi verificada produgac

maxima de isoamilase em meios de cultura com concentragoes va-
rifveis de 0,053-0,7% de extrato de levedura. A tabela VII ilus

tra os resultados.
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4,5, Influénecia da temperatura de fermentacio na producao de i-

acami lase

Olegtudo da influéncia da temperatura de fermentacao na produ -
cao de iéoamilase fol realizado de acordo com o item 3.5. A fi~
gﬁra 4 apresenta os resultados, onde a produgado Gtima de enzi-
ma foi observada na faixa de 24~28DC. Observou-se ainda, que a
34°C ha um decréscimo acentnado no crescimento celular e na pPro

o . . o - = .
dugao de iscamilase e, a 38°C nao ha crescimento celular.

4.6, Efeito do pH do meio de cultura na producao de iscamilase

0 estudo do efeito do pH do meio de cultura na produgao de enzi
ma e no crescimento celular feol realizado de acordo com © item
3.6. A tabela VIII apresenta os resultados, os quals indicam ma
ior producao de enzima na fermentacao do microrganismo em meio
de cultura n? & de pH inicial 6,0 e 7,0, contendo maltose. Fo;
observado gue o microrganismo em estudo nao cresce em meio de

cultura de valores de pH inferiores a pH 5,0.

4,7. Purificacao da isoanilase

o fluxograma para purificagao de iscamilase do Flavobacterium

sp estd apresentado na figura 5 e a purificagac estd sumarizada
na tabela IX. A preparagac bruta da enzima foi purificada 44,4
vezes apds fracionamento com sulfato de amdnio seguido de dijli

se, cromatografia em coluna de DEAE~celulose, DEAE-Sephadex -
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A-50 e CHM-celulose.

A figura 6 ilustra o fracionamento obtido apds eluigao das pro-
teinas adsorvidas em DEAE~celulose com tampoes de forga idnica
crescente & a tabela IX indica gue foi obtida uma atividade en

zimatica de 2400 unidades por'mg de proteina.

A figura 7 ilustra ¢ fracionamento obtido apbs eluigao das pro-
teinas adsorvidas em DEAE-Sephadex A-50 com tampoes de forga i-
&nica crescente. Nesta etapa, foi obtida uma atividade enzimatji

ca de 3710 unidades por mg de proteina.

A figura 8 ilustra o fracionamento obtido apds eluigac das pro-
teiﬁas em coluna de CM~celulose com tampoes de forga idnica cres
cente.A tabela IX indica que foi obtida uma purificacac de 44,4
vezes e uma atividade enzimdtica de 11.110 unidades/mg de pro-

teina.

4.8, Purificacao de B-amilase de soda

A preparagao bruta de B~amilase de soja foi purificada 4,5 wve

zes apbs fracionamento com sulfato de amonio e cromatografia em

DEAE-calulose.
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4,9, Estudo da acao da iscamilase sobre diferentes substratos

4.9.1, Hidrdlise da amilopectina, glicogénic e pululanc

pela iscamilase

A agao da enzima amilolitica desramificante sobre diferentes
substratos foi verificada de acordo com as condigoes descritas

no item 3.%.1. As figuras 9 e 10 ilustram os resultados.

Foram observados aumentos de aglicares rédutcres e aumento da
coloracac da mistura de reagao com reagente de iodo, apds hi-
ﬁr&iise da amilopectina e do glicogénio pela enzima. Fol obser
vado também cque nao houve aumento de aglcares redutores — apds
incubacao da mistura de reaclBo constituida de solugéo enzimati
za, pululanc e tampdo fosfato 0,05 M, pH 6,3, apds 6 horas &

46°%¢c.

4.9.2. Cromatografia descendente em papel dos produtos de

hidrdolise da amilopectina e glicogénio pela iscami

lase

Na cromatografia descendente em papel dos produtos da hidrdli-
se da amilopectina e do glicogénio pela iscamilase descrita no
item 3.9.2., observou-se gue nac ha prcdugéd de glicose ¢ mal-
tose. Na hidrdlise da amilopectina e do glicogénio pela isoami
lase foram obtidas uma mistura de cadeias lineares a-1,4 glico

sidicas superiores a trés unidades de glicose. A figura 11 i-
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lustra o cromatograma obtido.

4,10, Caracterizacao da isoanilase purificada

4.10.1. Bfeito do pH na atividade enzimdtica

0 efeito do pH na atividade de isocamilase fol determinado de a-
cordo com o item 3.310.1. A figura 12 mostra que a enzima apre -

senta maior atividade a pH 6,3, em tampao fosfato de sddio.

4.10.2. Bfeito do pH na estabilidade da enzima

1

0 estudo referente & influénecia do pH na estabilidade enzimati-
ca fol realizado de acordo com o item 3.10.2. A figura 13 ilug=
tra a estabilidade enzimatica; a enzima em estudo foi estavel
entre pH 6,0 a 10,0. A iscamilase fol completamente inativada a

valores de pH inferiores a 4,0.

4.10.3. Efeito da temperatura na atividade enzimatica

¢ efeito da temperatura na atividade da iscamilase foli determi-
nada conforme o item 3.10.3. A figura 14 apresente os resulta -

i . - O
dos, mostrando gue a enzima apresenta maior atividade a 407C.

4.10.4. Termoestabilidade da enzima

0 estudo referente & influéncia da temperatura na estabilidade

enzimadtica foi realizada de acordo com o item 3.10.4. A figura
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15 ilustra os resultados.

O aguecimento da enzima & 3506, 4OGC, 45°¢ e 50°C durante 1
hora resultaram em 5%, 12%, 90% e 97% de inativag%a, respectiva

mente.

4.10.5. Efeito de sais minerais na atividade enzimitica

0 efeito de sais minerais nha atividade enzimbtica foi verifica-
do de acordo com o item 3.10.5. A tabela X apresenta os resulta
dos. Ohservou-se gue a presenga de CaClE, NaCl, Mgclz, BaC12 ou
Li2804
presenga de NiS0,, CoCL, Fe,(80,) 4, ZEnS0,, Cuso,, MnS0,, AgNO,,

nao influli na atividade de isocamilase enguanto gue as

ouHgCl,, na concentragac 1 mM de sal em relagao ac volume final

2!
da mistura de reacgao, inibe a atividade da enzima.

4.10.6. Efeito de inibidores de enzimas na atividade enzi

matica

0 efeito de inibidores na atividade enzimatica foi verificado -

de acordo com © item 3.10.6.a tabela XI ilustra os resuitados.

A ati?idade enzimitica nao fol influenciada pela presenga de
dietilditiccarbamato de sodio (10 mM), bisulfito de sodio {10mM)
azida de eddio (10 mM), cisteina (10 mM), icdoacetato (10 mM),
p~hidroximercuribenzoato de sddio {10 mM) ou mercaptoetanol

{10 mMj .
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4.10.7., Bfeito da concentracac de substrato na atividade

enzimitica

0 efeito da concentragao de substrato amilopectina na ativida-
de enzimBtica, determinade conforme as condigbes descritas no
item 3.10.7., estd demonstrade na figura 16, nos gré&ficos de
Michaelis~Menten e Lineweaver Burk. A constante de Michaelis-
~Menten {Km) e a velocidade maxima (Vmixn) foram determinadas
conforme o sistema grafico de Lineweaver-Burk obtendo-se o va-
lor de 14,28 mg/nl para o Km aparente e o valor de 10 p moles/
minmuto/mg de proteina.

.

4.10.8. Determinacac do peso moleculsr da iscamlilase a- -

través da filtracio em gel Sephadex G-200

0 pezo molecular da iscamilase purificada foi determinado atra

vés da filtracio em gel Sephadex G-200 descrita no item 3.10.8.

A figura 17 ilustra a eluigzo das proteinas em Sephadex G~200.
O peso molecular da isoamilase fol calculado como sendo

126.000, come esta apresentado na figura 18.

4.10.9. Eletroforese em gel de pollacrilamida

A eletroforese em gel de peliacrilamida foi realizada de acor
do com as condlgdes descritas no item 3.10.9. A figura 19 apre

senta a eletroforese desenvolvida a pH 8,0 em gel contendp subs
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trato amilopectina, Cbserva-se uma faixa azul no gel, indicando

a presenca de isoamilase.

4,11, Producac de maltose

4.11.1. Producac de malteose a partir do amido, amilopecti

na e glicogénic pela acac de B-amilase de soja

Na hidrélise do amido, amilopectina e glicogénico pela f-amilase
de soja foram chtidos, respectivamente, 59,0%; 55,0% e 31,0% de

conversac para maltose.

1

4,11.2. Producao de maltcose a partir do amido, amilopescti-

na e glicogénio pela agio gimultdnea de iscamila-

se de Flavobacterium sp e B~amilase de soja

Na hidrdlise do amido, amilopectina & glicogénic pela agaoc  si

multinea de isocamilase de Flavobacterium sp e f-amilase de soja

foram obtidos, respectivameﬂte, 92,3%; 93,1% e 98,0% de conver=-

sap para maltose. A tabela XII apresenta o3 resultados.
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%, DISCUSSEO

5.1, Selecado de microrganismos

5.1.1. Selecio preliminar de microrganismos produtores de

enzimas amiloliticas desramificantes

Atraves do crescimento dos microrganismos em placas de Petri
contendo agar matriente e amilopectina pode-se gelecionax mi -
crorganismos produtores de enzimas amiloliticas desranificantes

e que nao produzem outras enzimas amiloliticas.

Ao redor das colonias produtoras de enzimas desramificantes”™ -
observa-se um halo de coloracgio azul apds exposigao das placas
ac vapor de iodo. As enzimas desramificantes rompem as ligagoes
a-1,6 glicosidicas da amilopectina e liberam cadeias linsares
a-1,4 glicosidicas curtas e longas comoe produto. As cadeias 1i
neares n-1,4 glicosidicas de maior comprimento apresentam ¢olo-
racio azul intensa com lodo. Ao redor das colonias produtoras

de o-amilase observa-se um halo incolor apds exposigao das pla-
cas ao vapor de iodo, evidenciaﬁda_a hidrdlise da amilopectina
em oligosacarideos de menor peso molecular. No caso de nicrorga
nismos gque nac produzem enzimas amiloliticas a coloragao do me-
in de cultura torna~se piirpura em contate com os vapores de 1o

do.
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5.1.2. Selecio do microrganismo melhor produtor de enzima

amilalitica desramificante através da fernentacac

submersa

Das trés linhagens de microrganismos selecionadas preliminarnen
te pels capacidade de desyvamificar a amilopectina {item 3.1.3.),

foi selecionado o microrganismos Flavobacterium sp como melhor

produtor de enzima amilolitica desramificante através da fermen

tagio submersa de acordc com o item 3.1.4.

5,2. Estudo da relagdo entre tempo, alteracac de pH no meio de

fermentacao, crescimento do microrganismo e produecao de en

zima

Na fermentagho submersa do Flavobacterium sp em meio de cultura

7 a enzima & produzida na fase exponencial de erescimento do mi
crorganismo e atinge o méximo de producao apds 24 horas de fexr-
mentacac. ¢ meio de cultura 1iguide sofre um aumento de pH dé
6,0 para 8,0. Apds a produgac a enzima permanece estivel num ni
vel relativamente constante no pericdo de 24 a 60 horas de fer-

mentagao.

tes meios de cultura

A enzima foi produzida pelo Flavobacterium sp na presenga de

maltose, glicose, amido e dextrina, sendo obtido maior rendimen
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ta em nmeio de cultura contendo maltose rotense-peptona £ 2 exXx-
4 p i

trato de levedura.

Na fermentacio submersa do Flayvobacterium sp nos meios de  cul~

tura ne 1 (Ref. 8) e n? 4 {(Ref. 17) descritos na tabela I, fo
ram obtidos baixa produgao de enzima desramificante e baixo cres

cimento celular.

Harada et al (17) obtiveram altos rendirmentos de iscanilase na

fermentacao submersa do Pseudomonas $p SB 15 em meio de cultura

ne 4, descrito na tabela T contendo maltose, dextrina , amido ou
igomaltose e verificaram gue a enzima nao fol produzida na pre-

senga de glicose COmo inica fonte de carbono.

5,4, Efeito da concentracho de maltose, protzose-peptona 8 2 ex-

trata de levedura no meio de cultura e nroduczo de maltose

Entre os varibs meios de cultura testados fol obtido produgan

maxima de enzima na fermentacgao do microrganismo Plavobacterium

sp em meio de cultura constituido de 0,5% de maltose, 0,1% de

protecse~peptona ¢ 0,1% de extrato de levedura, a pH 7,0.

A presenga de maltose em concentragoes superiores a 0,5% em me-
i0 de cultura constituido de 1% de proteose-peptona e 0,5% de
extrato de levedura nao resultaram em aumento da produgac de en’

zima. Verificou-se gue a presenga de protecse-peptona em concen



tragdes superilcres a 0,1% no meioc de cultura constituide de 0,5%
de extrato de levedura e 0,5% nio resultaram em acréscimo na
producao de enzima. Observou-se também que a presenga de 0,1%
de extrato de levedura no meioc de cultura constituido de 1% de
proteose-peptona e 0,5% de maltose foi suficiente para a produ-

cio maxima de enzima.

5.5, Efeito da temperatura de fermentacio na producao de enzima

No estudo da temperatura de fermentacio do microrganismo verifi
cou-se que ¢ crescimenta celular durante a fermentagéo, na fai-

G [} Lo b r
wa de 24 a 32°C, fol relativamente O mesmns, mas a produgac maxi

na de enzima fol verificada na faixa de temperatura de 24 a

0 : o .
28% . 0 Flavobacterium sp nao apresenta crescimento a temperaty

. - o
ras superiores a 38 C.

5.6. Bfeito do pH do meic de cultura na producao de enzima

No estudo doe efeite do pH do mele de cultura na produgac de en-
zima desramificante, fol observado que a producac méxima ocorre
apd 6,0 a 7,0, Observou-se gue o microrganismo nao apresenta

erescimento celular em melo de cultura de pH inferior a 5,0.

Harada et al (17) verificaram gue o crescimento celular 4o

Pseudomonas sp SB 15 em meio de cultura n¥ 4, descrito na tabe-
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‘la I, de pH 5,0 a 7,0 fol relativemente O mesmo, Ras a produ -
¢do de isoamilase fol verificada em meio de cultura de pi 5,0

a 6,0,

5.7. Purificacao da iscamilase de Flavobhacterium sp

No fracionamento da preparacac bruta de enzima em coluna de
pEAE~celulose equilibrada com tampdo fosfato 0,05 M pH 6,3, a
enzima nzo foi adsorvida enguanto que materiais pignentados a
algumas proteinas foram adsorvidas em DEAE-celulose. A enzima
também ndo foi adsorvida em coluna de DEAE-Sephadex A-50. A en

zima desranificante de ¥lavobacterium sp & constituida de uma

inica identidade, o que fol verificado através da eletroforese

em gel de policrilamida.

5.8. pPurificacio da 8-amilase de soja

A preparagao bruta de g-amilase de soija fol purificada 4,5 ve
zes apds fracionamento com sulfato de amdnio e cromatografia

em coluna de DEAE-celulose.

5.9, Acao da iscamilase sobre diferentes substratos

No estudo da especificidade da isoanilase cquanto ap substrato
(itens 3.9.1. e 3.9.2.) verificou-se gque a enzima desramifican

te de Flavobacterium sp hidrolisa as ligagoes o-1,6 glicosidi-

caz da amiloﬁectina e do glicogénio mas nao hidrolisa unidades
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de glicose e maltosge unidas por ligagoes a-1,6 glicosidicas &s
cadeias lineares o~l,4 glicosidicas. A enzima nao hidrelisza o
pululano poedendo, portanto ser classificada como iscamilase

(glycogen 6 glucanohydrolase EC 3.2.1.68) .

A funcio bioguimlca da 1soamilase descoberta em Flavobacterium

sp & semelhante & das izoamilases bacterianas  extracelulares

de Pseudomonas amyloderamosa {(Pseudomonas sp SB 15) (20} e Cy-

tophaga sp (14) mas apresents propriedades fisicas diferentes
tals como pH dtimo de atividade, temperatura Htima, estabilida

de ao pH e influéncia de sais inibidores.

5_10. Caracterizacao da iscamilase

= 10.1. Efeito do pH na atividade enzimatica

A enzima desramificante de Flavobacterium sp apresentou pH oti

mo de atividade em pH £,3 do tade Zcido da neutralidade, assin

como as iscamilases de Cvtophaga sp (143, pseundomonas anylode-

ramosa (68)e Saccharcnyces cerevisiae (13) que apresentaram pH

timo 5,5; 3,5 e 6,0 respectivamente. A tabela IIT 4Llustra o
pH dtimo de atividade de isoamilases de aiferentes fontes, deg

critas na literatura.

5.10.2. BEfeito do pH na estabilidade enzimitica

0 comportamento da isoamilase de Flavobacterium sp frente a va
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lores de pH na faixa Acida fol semelhante ac da enzima de Cyto
phaga sp estudada por Gunja Smith et al (14): ambaz apregenta-
ram instabilidade a valores de pH inferiores a pH 5,0. A isoca-

milase de Flavobacterium sp (item 3.10.2.} foi completamente i

rativada B valores de pH inferiores a pH 4,0. A iscamilase de

Flavebacterium sp apresentoun estabilidade ao pH diferente da 1

soamilase de Pseudomonas sp 8B 15 estudada por vokobayashl et

al (68}. A enzima desramificante de Plavobacterium sp apresen-

tou estabilidade na faixa de pH 6,0 a lﬁ,& engquanto gque a is0a

milase de Pseudomonas sp SB 15 apresentou estabilidade na fai-

xa de pd 2,5 a 7,5.

5.10.3. Efeito da temperatura na atividade enzimftics

A temperatura Otima das isoamilases de diferentes fontez @ se
situam na faixa de 25% a 55%; a tabela ITY ilustra a tempe-

ratura Stima de iscamilases de diferentes fontes.

A temperatura Stima, 4000, apresentada pela iscamilase de Fla-

vobacterium sp {item 3.10.3.) fol a mesma encontrada para a i-

goanilase de Cvtophaga sp estudada pox Gunia et al (14},

5.10.4. Termoestabilidade da enzima

As enzimas desramificantes do tipo isoamilase descritas na li-
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teratura sac termosensiveis.

Gunja et al {14} observaram gque a incubacgao da isoamilase Cyto-
phaga_sp por 1 hora a 40°C resultava em completa perda de ativi

dade. A iscamilase de Pseudomonas sp SB 15 também  mostrou- se

rermosensivel; o aguecimento da enzima a 5OQC, 5SQC & 6006 ra-
sultou num decréscimo de, respectivaments, 40%, 77% e 95% da a-

tividade.

Nos estudos descritos no ltem 3,.10.4. a iscamilase mogtrou-se
termosensivel; a incubagBo da enzima & 35%, 40%, 45% e 50%¢
durante 1 hora, em tampao fosfato 0,05 M pH €,3 resultou, respec

rivamente, em 5%, 12%, 90% e 97% de inativagao.

5.10.5. Efeito de sals minerais na atividade enzimdtica

No estudo do efeito de sais minerais {item 3,10.5.) a atividade
anzimStica foi ligeiramente inibida na presenga de NiB5Q,, Cmciz
Fezisoé}B’ Zns0 Cuso, e MnS0, e, fortemente inibida na pre-
senga de AgNO, & HgCl, na conzentracio f£inal de 1 mM de sal em
relacio ao volume final da pistura de reagdo. A atividade da i-
soamilase nio foi afetada pela presenga de MgCl,, CaClgy: NaCl,
BaClZ & L%§04 na concentracgio descrita acima. 0s Ions metllicos
parecen nidc ser necessarios paré a atividade da isoamilase de

Flavchacterium sp, da mesma forma ¢gue para igoamilases de Pseu~

domonas sSp (27} e Cvtophaga sp (41l}).
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5.10.6. Efeito de inibidores de enzimas na atividade de

izoanilase

A atividade de isocamilase de Flavobacterium sp nado foi inibida

na presenga de dietilditiocarbamato de sbédio (10 mM), &zida de
s8dio (10 mM), bisulfito de s6dio (10 mM), icdoacetate {10 mi),
pvhidrdximercaribenzoatm de sddio {10 mM},.marﬁa9tm@tanol (10
m} e cistelina (19 mM} . Os grupces sulfidrilas parecen nao ser

necessirios para a atividade da isoamilase de Flavobacterium sp

assim como para ag iscamilases de Saccharomyces cerevisiae (13}

e de Pseudomonas sp 5B 15 (27).

5.10.7. Efeito da concentracio de substrato na atividade

enzimatica

Para a verificagac do efeito da concentracao de substrato, a a
rividade enzimatica fol determinada (item B.XD:?.} pela medida
de grupos redutores exXpressos CoOmo glucose, cono descrito pOY
vokobayashi et al {(69). Os valores de Xm e Vmax da  iscamilase

de Flavobacterium sp para o substrato amilopsctina de milho ce-~

roso foram, respectivamente, 14,28 mg/ml e 10 u noles/minute,/mg

de proteina.

Yokobayashi et al (69) encontraram O valor de Km 1,7 X lﬁ#é g/
ml e Vmix 2,5 p moles/minute/mg de proteina para amilopectina

de milho ceroso.
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5.10.8. Determinacio do peso molecular da iscamilase atra

s

vés da filtracido em gel Sephadex G-200

]

0 peso molecular da enzimna foi estimado em 126.000 atravées da

filtragdo em gel Sephadex G-200. A enzima de Flavobacterium sp

apresentou peso molecular proximo aos valores das igoamilases

extracelulares de Cvtophaga gp (14) e de Pseudomonas anviodera

mosa (277 .

5.10.9. Fletroforese em gel de poliacrilamida

Ma eletroforese em gel, a atividade detectada com géis conten-—
do amilopectina indicou a presenga de uma unica banda; a enzi-

ma desramificante nao & uma isocenzima.

5.11. Aplicacac da isoamilase

A izmoamilase do Flavobacterium sp pede ser utilizada na produ-
cie de cadeias lineares a-l,4 glicosIdicas a partir do amido é
na producgao de maltose guando utilizada em combinagao com B~a~
milase. Na hidrdlise do amido, amilopectina e glicogénio pela
f-amilase foram obtidos, regpectivamente, 59,0%, 55,0% e 31,0%
de conversiac para maltose. Bnguanto que na hidrdlise do amido,
amilopectina e glicogénio pela acho simultdnea de igcanilase -

de Flavobacterium sp e f-amilase de soja foram obtidos, respec

tivamente 92,3%, 93,1% e 98% de conversao para maltose.
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FIOURA 1 = ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BN~

ZIMAS AMILOLITICAS DESRAMIFICANTES.
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FIGCURA 2 - TESTE PARA SELECAC PRELIMINAR DE MICRORGANIS-
MOS PRODUTORES DE ENZIMAS AMILOLITICAS DESRA-

MIFLCARTES.
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FIGURA 5 - PLUXOGRAMA DA PRODUCED B PURIFPICACAO DE ISCAMILASE.
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CFIGURA 10— ACAD DA ISOAMILASE SOBRE DIFERENTES SUBSTRATOS.
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FIGURA 18~ EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO  NA
ATIVIDADE OF ISOANMILASE
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FIGURA 18~ RELAGAD ENTRE VOLUME DE ELUICAD E

FESD MOLECULAR DAS PROTEINAS £ CO-

S LUNA DE SEPHADEX G 200
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FIGURA 19 ~ BLETROFPORESE EM CEL DE POLIACRILAMIDA DA 150

AMILASE PURITICADA.
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TAGELA IIT -~ Ispamilases microbianas.

Enzima ronke pl temp.
HiLimo Stima
Tsnamilase o
intracelular Saccharonvees Ceyevisiag {13y 6,0 & 6,2 2570
ITacamilase o
! o ’ [
evtracelular Pgeudomonas sp  (17) 3,5 52%c
Isoamllase .
extracelnlar Cytophaga sp  (14) 5,5 407C
Isoamilﬁse )
. 3 h 3 .
intracelular Escherichia ocoli (83)
Isganmilase
. - , , -
intracelular pacillus amyloliguefaciens (653)
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TABELA IV - Produgho de Iscemilase pelo microrgani

amo n? 2015 em

diferentes meios de cultura descoritos na Tabela I.

Unidades de atividades/ml

do nmeio de culiura

11,0

55,0

46,0

47,0

47,0
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TABELA V - Efeito da concentragao do carboldrato no meio de cultu-

ra e produgac de Iscamilasge.

% de malitose pH do meio ds Massa celular me- Unidades de atl

iniclial no cultura apds dida de abswrbén» vidade/ml de mg

meic de cul-~ fermentagan cia & 660 nm (x10) io de cultura

tura

0,00 9,0 0,24 6,0
0,05 9,0 - 0,26 26,0
0,10 8,9 0,27 46,0
0,20 8,8 0,27 | 50,0
0,50 8,4 _ 0,27 66,0
1,00 8,2 0,29 64,0
1,50 8,2 IO,BG 66,0
2,00 8,1 0,29 66,0
2,50 8,1 0,29 66,0

3,00 7.8 0,19 64,0
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TABELA VI - Efeito da concentracgao de proteose peptona do melo na

producio de Isocamilase.

% de protepse

peptona  ini-

pH do meio de

cultura apos

Mazsa celular me-

dida de absorban-~

Unidades de atl
vidade/ml de me

cial ne melo fermentagao cia & 660 nm (x10) ic de cultura
de cultura

G,05 Tl 0,24 63,0

0,10 8,1 0,24 66,0

0,20 8,4 6,25 65,0

0,50 8,5 0,25 67,0

0,75 8,5 6,28 60,0

1.00 8,5 0,28 57,0

1,50 8,5 0,29 53,0

2,00 8,4 0,29 34,0
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TABELA VII ~ Efsito da concentragao de extrato de levedura do melo

de cultura na producgac de Iscamilase.

% de extrato pH do nelioc de Massa celular me- Unidades de atl
de levedura i ocultura apds dida de absorbin~ vidade/ml de me
nicial no me- fermentagao cia a 660 nm {x10) io de cultura

io de culturs

0,00 7,0 0,02 20,0
0,05 7,4 0,13 61,0
0,10 7,3 0,16 63,0
0,15 7.4 0,21 64,0
0,20 7,4 0,23 65,0
0,25 7,6 0,21 64,0
0,30 7,7 0,20 65,0
0,35 7,9 ¢,20 64,0
0,40 7,4 0,21 62,0
0,45 76 0,23 63,0
0,50 7,7 0,24 66,0
0,70 8,2 0,28 63,0
1,00 8,4 0,27 59,0
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TAEELA VIIT - Efeito do pH dos meilos de culturas na producdo de

Isocamilage.

Meio de pH inicial pH final Massa celular Unidades de
cultura do meio de do melio de medida de ab-~ atividadse/ml
ny cultura cultura sorbancia a de meio de
660 nm  {x10) cultura
& 5 5,0 - -
& & 8,0 0,30 68,0
& 7 g1 4,30 72,0
G 5 5,0 - -
g & 8,0 6,28 17,0
g 7 8,2 0,30 13,0
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TABELA IX - Purificaciio da isoamilase.

Etapa de pu atividade especifica Purificacao
‘rificagao {unidades de ativida
de/mg de proteina)

Preparagac

bruta 250 1,0
Praciconamento com
sulfato de amdnio 800 3,2
Cromatografia
DEAE~celulose 2400 8,6
Cromatografia
DEBE~Sephadex A-50 3710 14,8
Cromatografia

cM~celulose 11,110 44,4
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&

TLL ¥ - Efsito de sals minerals na atividade enzimitica.

8al Conc. mH Atividade Relativa %
CaCl, 1 mM 100,60
Nall 1 omM 100,0
Baclz I mM 106,0
Li2804 1 omM 100,90
Egﬁlz 1 mb 100,0
Ni80, 1o 91,1
CGClz 1 mM .74,3
Fe2{894}3 1 mM 69,2
BnSO4 L omM 87,5
CuSO4 1 mM 83,4
MnS0, ImM 67,5
ﬁgHQB 1 mM 40,0
Hquz 1 mM 0,0
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TABELA XT ~ Efeito de inibidores de enzimas na atividade de iso

gmilase.
Composto Conc. Atividade Relativa %
{ra}

dietilditiocarbamato de s~

dio : 10 mM 100
hisulfite de sddic 10 mM 1600
cistelina 10 o 100
Azida de sddio ' 10 oM 99
iodoacetato 10 mM . 100
mercaptoetanocl 10 mM 100
p-hidroximercuribenzocato 10 mM 106
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TABELA XIT - Produgao de maltose.

. Conversan para maltose %
Substrato Acac da B-amilase AcBo simultinea de
Tgoanilase e fB-anmilase
Amido 59,0 92,3
Arilopectina 55,0 83,1
Glicogénio 31,0 98,0
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6. CONCLUSEO

6.1. O microrganismo isolade do solo e seleclonado conoe nralor
produtor de enzima desremificante foi caracterizado como Flavo

bacterium sSp.

6.2. O microrganismo FPlavebacterium sp nao fol descrito ante -

riormente na literatura como produtor de isocamilase.

1

.

6.3, A enzima desranificante amilolitica de Plavobacterium  sp

o

2 uma isoamilase (glveogen 6 glucanohydrolase BC 3.2.1.68) por
tanto hidrolisa todas as ligagoes o~1,6 glicosidicas da amilo~
pectina e do glicogénic e ndo hidrolisa unidades de glicose e
maltose unidas por ligagdes a-1,6 glicosidicas ds cadelas li-

neares o-1,.,4 glicosidicas. A enzinma ndo hidrolisa as ligagoes

u-1,6 glicosidicas do pululano.

£.4., O microrganismo Flavobacterium sp produz iscamilase extra

celularmente. Ssta & produzida na fase exponencial de crescimen
to e atinge o miximo de produgac apds 24 & 30 horas de fermen-
tagac a 28%C em meio de cultura constituide de 0,1% de proteo-
se-peptona, 0,1% de extrato de levedura e {,5% de maltose, &
pd 7,0. A temperatura Stima de incubagao para a producio de en

zima foi 24w280C.
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6.5. Caranteristicas da lsosmilase

6,5.1. Apresenta pH Otimo de atlvidade en tampao fosfato

. - - o
pH €,3 e temparatura oLima a 407°C.

6.5.2. Apresenta sstabilidade na faixa de pH 6,0 &4 10,0.A
enzima & termosensivel, o aguecimento A 359C, QGQC, 45%¢ e
SOOQ durante 1 hora resultaram respectivanente en 5%, 12%, 90%

e $7% de inativacgao.

§.5.3. A presenga de MN1SU,, Caﬁ%g Fe, (804} 4, 2nS0 , LCUS0, .,
MnSoé, AgN@B Cn3 Hquz inikem a atividade de igoamilase enguan-
to que a presenga de Caciz, Macl, Mgclz, BaClEau L%gﬁé na ¢on-
gentracdo 1 mM de sal enm relagic ao volume final da mistura

nao afetam a atividade snzimdtica.

6.5.4. Os Tons metilicos parecem nao ser necessarios para

a atividade enzimitica da isoamllase.

£.5.5. Os grupes sulfidrilas parecem nio ser necessarios

para a atividade enzimitica da ispcamilase.
6.5.6. 0Oz valores de Ko e Vmax da isoamilase para o subs~

trato amilopectina foranm yespactivamente 14,28 mg/mnl & 10 p mo

las de aglcar redutor /minute/mg de proteina.
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£.5.7. A lsoanilase do Plavobacterium sp apresenta-se numa
forma simples. Na eletroforese em gel de poliacrilamida realiza
da & pH 8,0 a atividade da iscamilase detectada enm gel contendo
anilopecting indicou a presenca de uma Unica banda que se deslo

ca em divecao ao anodo.

6.5.8, A imoamilase apresenta peso molecular 126.000, esti

mado através de filtragao em gel Sephadex G-200.
6.6. A hidrdlise do amido, amilopectina e glicogénio pela agao

simaltinea de iscanilase e f-amilase de soija resultou em 22.3%,

43,1% e 98,0% de conversao para maltose.
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