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Variacao do pH, da concentragac celular e
da concentragac enzimatica com o tempo de
fermentacao em meio de cultura basico con
tendo dextrina 4,0g/l, peptona 10,0g/1 e
extrato de levedura 5,0g/1 com pH ajusta-

do a 6,0 antes da esterilizagao..........
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RESUMOD

Foram estudados os efeitos de diferentes concentra-
coes de glicose, amido solivel, dextrina, lactose, peptona e ex
trato de levedura sobre a sintese de - s-amilase por Bacilflfus
subitilis ATCC 601B por processo em batelada, em meio de cultura
basico composto de (NH4}2SO4, MgsO, . 7H2D, KC1, K2HPQ4 e CaC12¢
Foram estudados os efeitos do pH inicial do meio de cultura e
da temperatura de incubagac sobre a produgac da enzima, e o per
fil da sintese enzimdtica apenas no meioc de cultura contendo gli

cose como fonte de carbono.

Os resgultados foram discutidos relacionando o cresci
mento microbiano com a sintese da enzima. Foi observado gque a
maior producao de ec—amilase ocorreu nos meios de cultura contendo
glicose a 0,1lg/1l e 30,0g/1 ou dextrina a 10,0g/1. as atividades

/X ) mostraram gue esses

enzimaticas especificas globais (Em nax
. B ]

ax
resultados se devem a am maior estimulo do cresci-
mento celular em meig de cultura contendo glicose e a8 um maior
estimulo da sintese enzimdtica em meio de cultura contendo dex-—
trina.

Os gquatro carboidrates inicialmente adicionados ao
meio de cultura causaram inibigdo catabdlita da sintese da enzi
ma, O aumento das atividades enzimaticas egpecificas globais,
chservadas em determinadas faixas de concentracao inicial dos
aglcares, indicam gue durante o processco fermentativo ha estimu
lo da sintese de os~amilase devido & formacao de metabdlitocs ou
de produtos de degradacac do carboidrato. Para a faixa de con-
centragac compreendida entre 1,0g/1 e 20,09/l o estimulo da sin-

tegse enzimdtica Foi mals acentuada em meio de cultura contendo

dextrina, seguida de amido solivel, lactose e glicose.
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0Os resultados obtidos para a produtividade gleobal em
72 horas de fermentagao també&m revelaram gque a dextrina & a fon

te de carbono mais adeguada para a produgac de sg-amilase.

Foi observado que as concentracoes de peptona e de
extrato de levedura mais adequadas para a produgaoc de s-amila-
se sao 10,0g/1 e 5,0qg/1 respectivamente. Os resultados obtidos
para as atividades enzimaticas especificas globais mostraram, no
entanto, gue a peptona afeta basicamente ¢ desenvolvimento mi-
crobiano enguanto que o extrato de levedura afeta diretamente a

gintese da enzima.

Das condicoes estudadas, a maior produgac de enzima
£ obtida guando o pH inicial do meio de cultura & a ajustado a
7,0 e a temperatura de incubacdc & 37°C. Nessas condigdes foram
obtidas as mailores atividades enzimaticas especificas globais e

produtividades glcbais.

O perfil da sintese da c-amlilase revelou gue houve
produgao da enzima mesmo na fase logaritmica de crescimento, ocor
rendo, porém, com maior intensidade na fase estaciondria e de

lise celular.

Estudos complementares mostraram gque a enzima € uma
s~amilase com pH Otimo aoc redor de 6,4 em solucac tampac acido
citrico ~ fosfato de sodio, e com temperatura Otima ao redor de
50°C, Além disso, foi observado gue ela mantdm 100% da sua ati-
vidade inicial em solugao nao dialisada apds 25 horas de aqueci
mento a 37°C. A enzima se mostrou pouco estiavel a 80°¢, tendo 51
do totalmente inativada apds 10 minutos de aguecimento a essa
temperatura. O calcio e o amido estabilizaram a enzima acentua-
damente e a sua acao hidrolitica secbre o amido produz polimeros

de glicose com duas ou mais unidades do aglcar,
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SUMMARY

It was studied the effect of concentrations of gluco
s, soluble starch, dextrin, lactose, peptone and yeast extract
in a basic medium containing (NH,) ,S0,, MgSO, . 78,0, KCL, K,HPO,
and CaCl, on the oa-amylase production by Baciffus subtilis ATCC
601B in batch process. The effect of medium pH and of the incu-
bation temperature were also studied. It was investigated the
.profile of enzyme synthesis in a medium containing glucose as

carbon source.

The cell growth and s-amylase synthesis relationship
were analiged. It was shown that higher enzyme production was
attained when glucose 0,lg/1 and 30,09/l or dextrin 10,0g/1 we-
re used as carbon source. The overall specific enzyme activity
(Emax/xmax} showed that while the medium containing glucose sti

mulates the microbial growth, the medium containing dextrin sti

mulates the enzyme synthesis mainly.

All four carboydrates used in the mediuam caused catabo
lite repression of the enzyme synthesis. The overall specific
enzyme ativities in some carbohydrate concentrations showed that
there was an estimulation of the enzyme synthesisg during the fer-
mentative process due to metabolites or degradation products for
mation. In the range of 1,0g9/1 to 20,09/l of carbohydrate con-
centrations this estimulation was higher in dextrin containing me-

dium followed by soluble starch, lactose and glucose.

The overall productivity in 72 hours of fermentation
also revealed that dextrin is the best carbon source for 4= anmy -

lase production by the microbial strain.

It was found that the best peptone and veast extract

concentrations for enzyme production are 10,0g/1 and 5,0q/1,
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respectively. The overall specific enzyme activities showed, howe
ver, that peptone affects the microbial growth, while yeast ex-

trat affects the enzyme synthesis directely.

Among the conditions studied, the best one for o= amy
lase production were medium pH 7,0 and incubation temperature
37%. at that conditions it were cobtained higher overall speci-

fic enzyme activity and overall productivity.

The profile of enzyme synthesis showed that the enzy
me is synthetised yet in the logaritmic growth phase, but more

intensively during stationary phase and with cell lysis.

Further studies showed that the enzyme was an c—amy-
lase with optimal pH around 6,4 and optimal temperature around
50°C in citric acid - sodium phosphate buffer. It was observed
that 100% of initial enzyme activity was maintened, in non-dia-
lised solution, after 25 hours at 37°C. The enzyme stability was
lower at 80°C. At this temperature the enzyme lost completely
its activity after 10 minutes. Calcium and starch stabilized the
enzyme and the hydrolyses of starch produces glucose polymers

with two or more units.



1. 1InNTRODUGAD

As ao=-amilases {u-l,4-glucan d4-glucanchidrolases,E.C.
3,2.1.1.) sao endeoenzimas produzidas por bactérias, fungos, le-~
veduras, animais e vegetais, que tém ampla aplicacao nas indis-
trias téxteis, de alimentos, de papel e de couro, entre outras.
Nas indistrias de alimentos destacam—se por seu emprego na pani
ficacdo, na producac de xarope de glicose, de xarope de chocola

te, de alimentos infantis & de sucos de frutas.

Consideradas enzimas termorresistentes, o gue possi-
bilita a sua utilizacgao em processos realizados a temperaturas
elevadas, as c-amilases bacterianas sao produzidas pela maioria
dos microrganismos do género Baciflfus. H&E citagao na literatura
de gue mais de 60% das linhagens de Bacel{ffus listadas na g% edi
cac do "Bergey's Mannual of Determinative Bacteriology (1975)"
sao produtoras de w—amilase {(47). Baciflus subtilis, Bacdffus
macernans, Baclllus Lichenijornmis, Bacilffus amgloliguejacdlens,

Baciflfus coagufans, Bacliflus stearothemmophilus @ Baciflus



subildls var. natto, dentre outras, sac linhagens produtoras

da enzima.

Conguanto seja uma enzima bastante estudada em mui~
tos aspectos, ainda permanecem obscuros os mecanisnos de contro
le da sintese e de secregac das o-amilases bacterianas. Alguns
pesquisadores sugerem que a sintese da enzima & regulada por um
processo de repressao catabdlita. A repressdo catabdlita, segun
do eles, explicaria o fato de a sintese da enzima ocorrer prin-
cipalmente apds o final da fase exponencial de crescimento, Ja
no inicio da fase estaciond@ria. Qutros pesquisadores tentam ex-
plicar este mesmo fendmeno sugerindo que a sintese de ac~amilase
& controlada por uma competigao a nivel de transcricao.  Toda-
via, parece haver concenso entre eles de gue ¢ mecanisme envol-
vido na sintese das a-amilases & o da sintese de novo de pro-
telna.

Apesar de existir um bom nimerc de trabalhos scbre a
producac e propriedades de ns-amilases bacterianas, as informa-
coes apresentadas na maloria dos casos dificilmente poden ser
generalizadas para diferentes linhagens. Essa generalizacio &
dificil principalmente porgue os diferentes microrganismos po-
dem se conmportar de maneira diferente frente a uma mesma condi~-
cao de incubagao, podendo produzir, ainda, enzimas com proprie-

dades diversas.

Neste trabalho serac pesguisados os efeitos de al-
guns fatores sobre a produgao de s-amilase por uma linhagem de
Bacilflus subtifis disponivel na colecao de culturas do labora-
tério de Fermentacoes Industriais do Instituto de Tecnologia de
Alimentos. Os estudds de producac da enzima em diferentes meios
de cultura e condicoes de cultivo serao realizados com o obije~

tivo de se estabelecerem as melhores condigoes para a realiza-



géq do processeo fermentativo, tentando explicar um\possivel me~
canismo requlador da sintese enzimitica. Procurar-se—& também
determinar algumas propriedades da g-amilase bruta obtids, como
seus valores Otimos de pH e de temperatura, resisténcia térmi-
ca, modo de agcao sobre ¢ amido e comportamente frente ao EDTA
{sal dissddico do Acido etilenodiaminotetracético}, visando a

sua utilizagao mais adequada.



Z, REVISAO BIBLIOGRAFICA

A grande maioria dos trabalhos publicados sobre a
producac de s-amilase bacteriana se refere a processos fermen-
tativos em batelada (8, 12, 25, 30, 58). Encontram-se também na
literatura trabalhos sobre a produgao da enzima por processo de
fermentacdo continua (3, 17, 21) e/ou com células imobilizadas

{31, 54).

A revisac bibliocgrafica gue se apresenta nesteé traba
lho & relativa a produgac e propriedades das s—amilases produzi
das por microrganismos do género Bacillus por processos em ba-

telada realizados em frascos agitados ou fermentador.

7.1, Bilossintese da a-amilase

a ~ Efeito da composicao do meic de cultura sobre a produgao de

a-amllage

De um modo geral carboidratos contendo ligagoes gli-



cosidicas a~1,4 sao considerados boas fontes de carbone para a
produgao de a-amilase por microrganismos do género Bacliffus (8,
9, 18, 51, 58). Considera~se possivel, porém, gue os verdadei-
ros indutores da sintese da enzima nao sejam os polissacarideos
adicionados ao meio de cultura € sim algum produtc de sua degra

dacdo produzido e consumido durante a fermentacao (58).

Sequndo FUKUMOTO et afii (20) a produgac de c-amila-
se por Bacillfus amyloliquefaciens & grandemente influenciada pe
lo tipo e concentragac da fonte de carbono. Considerada uma li-
nhagem sensivel & glicose, esses microrganismos produziram guan
tidades maximas da enzima quando cultivados em melo de cultura
com concentxag&es reduzidas (da ordem de 0,01-0,02%) de glicose
ou com concentracdo igual a 0,5% de lactose. Houve producdo da
enzima tamb8m em meio de cultura contendo 2,5% de aglcares como
galactose, amido soliivel ou maltose. Num comportamentc diferen~
te ao normalmente observado, para essa linhagem de Baclilfus
amyloliquedaciens o amido soliivel se mostrou a fonte de carbono

menos apropriada para a produgao de c—amilase.

Glico=ze, frutose, galactose, sacarose, glicarol, ace
tatc e amido soliivel ou insoliivel impediram a produgac de a-ami
lage, sem inibir o crescimento, de Baclllus steanc thermophdfus,
gquando usados em concentracgoes de 1% no meio de cultura. O mi-
crorganismo, no entanto, cresceu e produziu e~amilase em meioc
de cultura contendo lactato e maltose naguela mesma concentra-

cao (23).

CHANDRA ¢f afdii (9) fizeram um estudo das condigoes
natricionais scbre a produgac de oa-amilase  por Baclflus
Picheniiormis CUMC~-305. Esses pesqguisadores observaram gue S&0

hoas fontes de carbono para a produqﬁo da enzima a dextrina, o©



glicogénio, a inulina, o amido soliivel, galactoses e glicose.
Foi observado também gue a guantidade de enzima produzida &gran
demente influenciada pela concentragac de glicose no meio de
cultura. Uma concentragao do aglicar igual a 0,5% inibe gquase que
totalmente a sintese de g~amilase pela linhagem. Por outro lado,
uma concentracac igual a 0,05% do agficar permite uma producaoc
de enzima prOxima & obtida pelo uso da dextrina a 0,1% como fon

te de carbono.

Bacillus subtifis KYA 741 cresce e produz o«-amilase
em meios de cultura contendo amido sollivel, xilose e maltose. Em
bora o microrganismo se desenvolva bem, ele nac produz a enzima
em meio de cultura contendo 1% de glicose. A producac de o-ami-
lase pelo microrganismo naqguelas trés fontes de carbono fol
maior em meio de cultura contendo amido sollivel e mencr em meio

de cultura contendo maltose (58).

Glicogénio, amido sollvel, maltose, maltotriose e
maltotetraose influem també&m na producizo de o-amilase por Bacilffus
acidocaldanius . A guantidade de enzima produzida pela linhagen
variou linearmente com a concentragao do carboidrato, tendo si-
do observada a seguinte ordem: producao de s-amilase em méio de
cultura contende glicog&nio > contendo amido solfivel e malto-

se > contendo maltotetraose > contendc maltotriose (8).

SATTO el alii (51) consideraram a celobiose, a malto
sa, a melibiose, os oligossacarideos com até 7 unidades de acgi-
car, o glicogénio, o amido e a dextrina, carboidratos indutores
da sintese de c—amilase por Bacillius Licheniformis. Esses car—
boidratos aumentam em mais de 15 vezes a gquantidade de enzima
produzida em meio de cultura ao qual nao foram adicionados. Em-

bora o amido tenha induzido a sintese de w-amilase esses pesqui



sadores observaram gue a sua adigao simultdnea 3 adicaoc de gli-

cose inibe completamente a formacao da enzima.

ALAM et alili {1) observaram gue elevadas concentra-
coes de glicose inibem a sintese de a-amilase por  Bacdiflus
amgﬁoﬂiquaédciema._A produtividade enzimatica fol reduzida em
cerca de 50% guando a concentragdoc inicial do aglcar no meio de

cultura passou de 0,2% e a 2,0%.

ROYCHOUDHURY ei afii (49) trabalhando com uma linha-
gem de Bacillus amyloliquefaciens, inoculada em meic de cultura
contendo glicose ou maltose como fonte de carbono, verificaram
um aumento da guantidade maxima de enzima produzida com o aumen
to da concentragao inicial do aglicar. Esse aumento da concentra
¢do enzimdtica maxima, no entanto, nac refletia num aumento da
atividade enzimdtica especifica global (expressa como Emax/Xmax),
gque diminuia com o0 aumento da concentragac inicial de glicose.
De gualguer modo, a maltose se mostrou uma fonte de carbono mais
adequada do gue a glicose para a sintese de n-amilase por ague-

la linhagen.

YOO et afil (70) verificaram gue embora a guantidade
de enzima produzida por Bacillus amyloldiquefaciens fosse maior
em meio de cultura contendo maltose a 1% do gue em melo ae cul-
tura contendo glicose na mesma concentragéo, a atividade enzimé
tica especifica (Emax/Xmax) era praticamente a mesma para asduas

fontes de carbono.

A producido de c-amilase por uma linhagem de Baccllus
subitifis estudada por COLEMAN of alii {12} se mostrou maior em
meio de cultura contendo maltose como fonte de carbone do que
em meio de cultura contendo amide solivel., Em meio de cultura

~contendo glicose a concentracac inicial de 1% a guantidade de



enzima produzida foi inferior 3 observada em meic de cultura con
tendo amido, porém foi superior a observada com o emprego  de

glicerol como fonte de carbono.

Mutantes de uma mesma linhagem de microrganismnos po-
dem se comportar de maneira diferente frente a uma mesma fonte
de carbono (10, 41). CHENG ef alii (10) observaram, por exemplo,
que uma das linhagens mutantes de Bacilflus caldofyticus DSM 405
tem a producac de c-amilase induzida por maltose e glicogénio e
reprimida por glicose, Outro mutante da mesma linhagem, no en-
tanto, tem a producac de wv-amilase fortemente induzida por gli-
cose € parcialmente inibida pela maltose. Da mesma forma, mutan
tes de Bacdlllus subiifis 168, gue & uma linhagem bastante sensi
vel & glicose, adguirem uma resisténcia i repress3oc catabdlita

causada pelo aglicar {(41).

PFUELLER et ali{f ({46) observaram que a producdc de
a—amilase por Baclllus stearothermophilus em meio de cultura con
tendo maltose come fonte de carbono era ligeiramente superior a

observada em meio de cultura contendo amido solfivel.

A presenga. de biotina, de Acido pantoténico ou de
tiamina no meio de cultura aumenta a producdo de a—amilage pox
Baciflus Lichendformis COMC 305. A adicido de piridoxina, ribo-
flavina, acido folico e acido ascdrbico tem pouco ou nenhum

efeito sobre a produgao da enzima pela linhagenm (9).

Aminodcidos como a arginina, o acido aspartico, a cisg
teina, a alamina, a fenilalamina, a isoleucina e a serina, esti
mulam a sintese de a-amilase por Baciflus Lichenifonmis CUMT 305,
gquande sac a Gnica fonte de nitrogénio do meio de cultura. A
producac da enzima € ainda maior guando os aminoicidos sao subs

tituidos por uma fonte complexa de nitrogénioc como a peptona



{8). Valina, arginina e metionina sac amincacidos que aumentan
também a producao de c-amilase por Bacilflus stearcihermophilus

(46} .

CHANDRA ei afdl {9} experimentaram substituir os ami
noacidos ou peptona do meio de cultura por fontes inorgdnicas
de nitrogénio como sulfato, nitrato ou cloreto de amdnioc, tiu-
réia ou nitrato de sddio. Esses pesquisadores verificaram que
essa substituiglo implicava em um reduzido crescimento microbia
no e em uma baixa producdo de a-amilase por Bacillus Licheniformis

CuMC 305.

BAJPAY ef alii (5) estudaram o efeito de diferentes
fontes oréénicas de nitrogénio scbre produgac de a-amilase por
Bacillus Lichenifoamis TCRDC-B 1l3. Entre a peptona, o extrato
de levedura, o extrato de carne e a agua de maceragac de milho,
a melhor fonte de nitrogénio para a producac da enzima por essa

linhagem de microrganismo foi a peptona,

ALAM et alii {1} estudaram o efeito da concentracao
inicial de extrato de levedura no meio de cultura scbre a produ
gao de os-amilase por Bacdlflus amyloliquefaciens. Nasse trabalho
cbservaram gue concentracgoes do componente superiores a 5,0g/l
implicavam na repressac total da sintese da enzima quando o pH

do caldo de cultura nac era controlado.

0 ion Cd+2, na concentragac de 2mg/l, inibe completa

mente o crescimento de Baciflfus Licheniformdis CUMC 305, enguan-

tn os lons Ag+, Hg+2, Pb+2, Se+4, W+6 e Zn+2 +&m efeitoc inibi-

dor apenas scbre a produgao de u-amilase (9). Ions como Ca+2

(463, Mg™? (9, 463, e, (46), re?d (9), mn™?

(9) e cut?(s, 46,
em cmncentragaes &timas que dependem do ion considerado, aumen-
tam a producas de o—amilase por Baciflus Lichendifoamis CUMC 305

{9) e Bacdiflus stfeagrcetheamophilus (46).
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Os tensocativos Tween 80, Triton X100 e Dodecil sulfa
to de sddio {(8DS) adicionados ac meio de cultura no inicioc da
fermentagaoc alteram a produgao de ' oa-amilase por Bacilflfus
Licheniformis CUMC 305 (9) e/ou facilitam o desprendimento  da

enzima da superficie celular (8).

b - Efeito das condigoes de cultive sobre a produgao de o-ami~

lase

A despeito da importancia do estudo do efeito  das
condigoes fisicas do processo fermentativo, como pH do meio de
cultura, temperatura, aeragéo e agitagéo de incubagéo, para a
produgac de a-~amilase, BUONOCORE ef alii (8) consideram que um
estudo sistem@itico do efeito isolado de cada um dagueles fato-

res & quase impossivel por serem totalmente interdependentes.

CHANDRA ef afii (9), num estudo sobre o efeito da
temperatura de incubacac e do pH inicial do caldo de cultura so
bre a producio de c-amilase, observaram gue embora o Baclllus
Licheniformis CUMC 305 se desenvolvesse bem a 30°C nio havia pro
ducdco da enzima a essa temperatura. O microrganismo sintetizava
a enzima numa faixa de temperatura compreendida entre 35% e
50°C, com um Stimo a 48°c, mas crescia pouco e naoc a produzia
a 55%°C. Do mesmo modo, a linhagem nao se desenvolvia quando o©
pH inicial do meio de cultura era igual a 4,0, mas crescia a
produzia a w-amilase na faixa de pH compreendida entre 35,0 e

10,0, com pH inicial Stimo igual a 6,5.

Uma linhagem de Baciflus Lichenijormis isclada  por
BAJPAT et alii{ (5) apresentou temperatura &tima de incubagao pa
ra a producao de wm-amilase igual a 35°C. para essa cultura o pH
Gtimo do meio para a produgac da enzima esteve na faixa de 6,0

a 9,0.
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Apesar de nao terem realizado um estudo sistemdtico
do efeito da temperatura de incubagdo sobre a produgdo de a—ami
tase, SAITO et afii (31) verificaram que a linhagem de
Bacilfus Licheni{formis por eles estudada produzia a—amilase ape

nas a temperaturas ao redor de 50°¢ e nunca abaixo de 45°C.

¢ - O mecanismo da sintese de a-amilase

A capacidade de um microrganismo sintetizar o-amila
se em meio de cultura onde a anica fonte de carbono &€ a glico-
g&, revela que para a linhagem a enzima & constitutiva. Nos ca=-
sos onde a sintese da enzima & estimulada por carboidratos com

ligagoes glicosidicas o-1,4 ela & considerada indutiva (51).

De acordo com SAITO et afll {51} e KINOSHITA ¢if alid
(30) as diferencgas observadas quanto ac carater indutivo ou cong
titutivo das e-amilases bacterianas 530 devidas, em parte, a di
versidade das linhagens empregadas e as diferengas existentes
nos méios de cultura e/ou nas condigoes experimentais. Essges
pesqgquisadores consideram também que em parte elas se devem ao
fato de a sintese da enzima ser controlada por um mecanismo de
regulagao complicado, que difere ligeiramente em cada linhagem.
Ademais, PRIEST (47} e WELKER ef afil (64) consideram gue al-
guns pesguisadores obtiveram resultados divergentes por empre-
garem linhagens de microrganismos com classificagao sistematica

incorreta.

As c-amilases do género Baciflfus podem ser indutivas
ou constitutivas (47). Mesmo sendo produzida mais intensamente
em meios de cultura contendo amido solivel e maltose do gue em
meio de cultura contendo glicose e glicercl como fontes de car-

bono, COLEMAN ef afii (12) consideraram gue a sintese da maio-



1z

ria das c-amilases de Bacedlflus subfilis nao & regulada por pro-
cegso de inducgac. Isso porgue esses pesquisadores cdbservaram gue
a produgao da enzima na fase pds logaritmica de crescimento era
exatamente igual para todas as fontes de carbono estudadas. Cu-
tros pesquisadores consideram, do mesmo modo, que a inducibili-
dade da s-amilase nao pode ser definida apenas a partir da - ob-
servacao do efeito estimulante de uma ou outra fonte de carbono

numa determinada etapa do crescimento (21, 51).

Ha evidéncias de gue a sintesé.de s~amilase seja
controlada por inducac pelo substrato e por repressao catabdli-
ta (27). A repressac catabblita segundo PRIEST {47) e SAITO et
afii (51), manifesta-se a nivel de transcrigac sobre a sintese
da enzima indutiva ou constitutiva na presenga de glicose ou ou
tra fonte de carbono rapidamente metabolizdvel. De experimentos
onde a adicao de 8 - azaguanina a meios de cultura contendo gli
cose inibia severamente a produgac de c-amilase mas acelerava a
sintese de Acidos nucléicos, FUKUMOTO ef aiii.(EO) sugerinmn.que
a sintese de cv-amilase por Baciflus amylfoliquedaciens ocorxre
apenas guando h& baixo metabolismo de acide nucléico e da fonte
de carbono. COLEMAN et aqfii (12) e GRUENINGER 2% alii (23) ob-
servaram també&m uma relacdo inversa entre o tempo de duplicacao
de Bacilfus subtilis {12) e Bacilflus stexnothemmophilfus (23} e a veloci
dade de producgao de c-amilase. Assim, guanto mais répida'era a
metabolizacao do agicar menor era a gquantidade de enzima produ-

zida pelas linhagens.

Uma analise dos trabalhos publicados sobre a fase de
crescimento microbiano e a conseguente sintese da v-amilase pe-
lo género Bacdillus, revela que ha dois tipos de comportamento . de-
pendendo de microrganismo e das condigoes do experimento: a) a

formacao de enzima & lenta durante a fase logaritmica de cres-
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cimento, seguida de um aumento da velocidade de sintese na medi
da em gue a velocidade de crescimento diminue e atinge a fase
estacionaria (8, 12, 13, 20, 23, 25, 41, 58, 66, 68, 63) e
b) alta sintese da enzima acompanhando o crescimento microbia-
no e diminuicdo da velocidade de sintese d medida gue a cultura

entra na fase estaciondria (4, 10, 15, 17, 46, 64).

H& varias hipdteses para explicar porgue ¢ apareci-
mento da o—amilase ocorre em alguns casos apenas apbs o final
da fase exponencial de crescimento. Uma delas, proposta por CO-
LEMAN ¢f alii (14), diz que a formagdo da enzima & mais intensa
nessa fase do crescimento devido a uma éompetigéo pelo conjunto
de nucleotideos e pela enzima RNA polimerase envolvidos na sin~
tese de mRNA. Segundo essa teoria, na fase logaritmica de cres-—
cimento a transcriééo do mRNA para a sintese de c-amilase & blo-
queada pela intensa transcrigdo do mRNA necessario para a sin-
tese de material celular. Cessado o crescimento microbianc es-
tariam disponiveis maiores guantidades de RNA polimerase e de
nucleotideos para serem usados na sintege de mRNA para a exoen-
zima, havendo entdo uma maior secrecao de o—amilase. Trabalhos
recentes de NICHOLSON et alii (42) confirmam qgue a repressaoc da
sintese de c-amilase & conseqguéncia da inabilidade da RNA poli-
merase iniciar a transcricac guando as cé€lulas crescem em melo

em glicose.

Trabalhog realizados com Bacillus subtlfis KA 63 (30)
e Baciflus subtifis Marburg (53) sugerem uma outra hipdtese: a
de que o mRNA envolvido na sintese de w-amilase € extremamente
estavel, o gue possibilitaria a formagac da enzima mesmo apds
ter cessado o crescimento microbiano. Nesse caso, © mRNA especi
fico para a formagao de a~-amilase seria acumulado durante o]

crescimento microbiane, onde a biossintese & mais intensa, po-
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rém, cessado o crescimento a sua quantidade diminuiria maito len
tamente havendo uma continuidade da.sintese da enzima. Embora a
existéncia de um mRNA de longa vida para a sintese de uwamilase
seja citada na revisao relativamente recente de INGLE ef alii

{27), GLENN et afii {22) negam essa hipdtese.

COLEMAN et afidl {12} e KINOSHITA ef alii {30) obser-
varam que os antibidticos cloranfenicol e puromicina inibem a
gsintese de proteina e de c~amilase por Bacilfus subiifis. SAITO
e YAMAMOTO (51) observaram também gue a rifampicina e a tetraci
clina, que inibem a sintese de &cidos nucléicos e de proteina,
inibem também a sintese de a—amilase por Bacillus amyloliquefaciens.
Esses trabalhos sugerem gue a sintese de c-amilase envolvem a
sintese de novo de proteinas (12, 30, 51). A sintese de novo
da proteina enzimdtica ocorreria mesmo na fase onde o.crescimeg
to celular & nulo (11, 63), negando a hipdtese de gue o apareci-
mento da enzima na fase estacionaria se deveria a uma ativagao

da enzima.pré—formada como sugeriu COLEMAN (13},

Segundo NAGATA ¢t afiiL (39), como a c=-amilase & sin-
tetizada no interior da cdlula e excretada para o meio de cultu
ra, a sua produgao & regulada em pelo mengs duas etapas; na
transcrigao do mRNA especifico para a o-amilase e no transporte

da s-amilase além da parede celular.

7.7. Caxractenisticas §isicas e quimicas das a-amilases

a ~ Estrutura molecular

As o-amilases bacterianas produzidas por microrganis
mos do génerc Baci{flus tém pesc molecular wvariando entre 22.500
e 80.000 dependendo da linhagem produtora (Quadrc 1). Uma linha

gem microbiana pode produzir mais de uma a~amilase com pesos mo
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leculares difereﬁtes mas com a mesma agao catalitica (24). HAYA
SHI et afii (24) trabalhando com Bacillus sp. H — 167 obtiveram
tr8s o—amilases com pesog moleculares e pontos isoelétricos di-
ferentes mas com acoes cataliticas, valores Otimos de pH, tempe

raturas Otimas e estabilidades térmicas iguais (18).

Todas as oc-amilases bacterianas possuem calcio liga=-
do & molécula e a forga de liga¢do entre ¢ Ion e a proteina de-
pende da origem da enzima (61). Algumas o—amilases de Baclffus
subtilis (61} e de Bacillus stearnothemmophilus (34, 43) contén

pelo menos 1 atomo grama de calcioc por mol de enzima,

Algumas c-amilases de Bacillus subiifdis além de ¢al=-
cio também contdm zinco, que, provavelmente, efetua a ligagao
entre duas moléculas da enzima para formar um dimero (61). Ao
contrarico do cdlcio gue & comum a todas as a-amilases, MOSELY
et alii {38) observaram gue a enzima produzida -por  Baclflfus

subtifis B 3411 nac contdm zinco na molécula.

JUNGLE et afii (28) nao detectaram grupos sulfidrila
nem ligacdes dissulfificas nas moléculas de s-amilase produzida
por Baciflus subfilis. Posteriormente, TODA eif alii (59) verifi
caram gque a a—amilase amiloliquidificante produzida por Bacllfus
subtifis contem residuos de cisteina que podem ser desméscara~

dos por EDTA {sal dissddico do &dcido etilencdiaminotetracético).

b - Acao catalitica

Az t-amilases hidrolisam ligagées glicosgidicas a~1,4
do interior das moldéculas de polimeros de glicose como amido,
glicogénio e seus produtos de degradacao. Os produtos de degra-
dagdo do amido submetido a agac de w«-amilase contém invariavel

mente dextrina com diferentes graus de polimerizagaoc, uma vez
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que a enzima & incapaz de hidrolisar ligacbes glicosidicas o-1,6.
Além das dextrinas outros acglicares como glicose, maltose, mal-
totriose, maltotetraose e oligossacarideos maiores sao formados
no processo hidrolitico. O produto de hidrdlise do amido varia
nio apenas com a duragdo do processo hidrolitico mas também com

a origem da enzima (2, 8, 24, 36, 53, 7).

As o-~amilases de Bacillfus subifilfis podem ser dividi-
das em sacarificantes e liguidificantes segundo o seu modo de
acdo scbre a molécula de amido. As s-amilases sacarificantes pro-
duzem aglcar redutor numa gquantidade duas vezes superior a guan-
tidade produzida pelas ligquidificantes (34, 60). Além disso ne-~
nhum produto de hidrodlise das o-amilases sacarificantes & ataca
do pelas s—amilases liguidificantes {(60) . De acordo com experi-
mentos realizados por OKADA ef afii (45) as e-amllases liguidi-
ficantes nao atuam sobre oligossacérﬁdeos cor um nimero de uni-
dades de glicose inferior a seis. Outras caracteristicas do mo-—
do de acao das c—amilases contribuem para a sua divisac em duas
classes. MANNING ef aldi {34) e MEDDA ef alil (36) se baselam na
reducido da viscosidade para a classificacgac da enzima. Segundo
esses pesguisadores as o-amilases liguidificantes reduzem a vig
cosidade do amido muito mais rapidamente do que as sacarifican-
res. As a—amilases liguidificantes nao agem sobre as ciclo-dex-
trinas enguanto as sacarificantes agenm sobre a B dextrina cicli
ca abrindo o anel e liberando sete unidades de glicese (38). A
velocidade de perda da capacidade do amido complexar © 16do & um
outro pardmetrs gue tem sido empregado por alguns pesquisadores
para incluir a enzima no grupo das e~amilases sacarificantes ou
ligquidificantes. Nesse sentide as s-amilases liguidificantes fa
zem tamb&m com gue o amido perca a coloragac sob adicdo de iddo

muito mais rapidamente do gue as sacarificantes {34, 363}.
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Além dos parametros citados as enzimas amiloliquidi-
ficantes nao éosauem residuos de cisteina ou cistina na molécu-
la (59) e dac reagdc cruzada com o antissoro de g-amilase de
Baciflus amylofiquedaciens mas nac com o antissoro de c-amilase

sacarificante.

As a-amilases sacarificantes sac tipicamente produzi
das por Baciflus subtilis var. amylosacchariticus e as o-~amila-

ses liguidificantes por Baciflus amyloliquegaciens (47).

o - Estabilidade e ativacgao

A concentracdo do substrato (8, 23, 46), a concentra
cdo da enzima (8), a concentragao de Ca+2, de wureia ou  EDTA
{29, 43) no meio de reagdo sdc fatores que afetam a estabilida-

de térmica das c—amilases e o perfil da curva de estabilidade

em diferentes valores de pH (29}.

O cilcio & essencial para a agao catalitica das o
~amilases bacterianas (61) e na sua presenga, a enzima & mais
resistente a valores extremos de pH e temperatura, ao tratamen—

to com uréia ou A agdo de algumas proteases (43, 56).

O EDTA adicionado a solugac de c—amilase tem a capa-
cidade de complexar os.ions Ca+2 da molécula tornando a enzima
menos resistente ao tratamento tdrmico (43). OGASAHARA et alil
(43) observaram que-a z=-amilase termotolerante produzida por
Bacillus stearcthermophilus tornava-se completamente inativa apds
dezoito minutos de aguecimento a 60°C na presenca de 0,000M de
EDTA, apo passo gue na auséncia do guelante a enzima mantinha 100%
da sua atividade apds 3 horas de incubagac aguela mesma tempera

tura.

ToDA et afil (59) observaram gue as o-amilases ligqui
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dificantes de Bacillfus sao mais sensiveis ao tratamento com ©
EDTA a 50°C e pE 8,0 do gue as w-amilases sacarificantes. En-
guanto a enzima liguidificante perde totalmente a sua atividade
apbs 30 minutos de aguecimento, a sacarificante mantém cerca de
10% da sua atividade inicial apds 2 horas de tratamento naé mes

mas condigoes.

As a-amilases de Baciflfus apresentam termossensibili
dade bastante variavel. A enzima purificada produzida por Baci£Lus
tichenifoamis mantdm 100% da sua atividade original guando man-
tida por 15 minutos a temperaturas inferiores a 60% (53), en-
quanto a bruta produzida por Baelllus stearothermophifus retém
50% da sua atividade catalitica apds 2 horas de incubagaoc  a
95°¢, ou 100% na presenca de amido apds 3 horas de incubagao na

quela mesma temperatura (23).

MEDDA et alii (36) compararam as estabilidades térmi
cas de o-amilages alcalinas termoestaveis purificadas produzi-
das por Bacillus Licheniformis e por Baciflus coagulans. Esses
pesquisadores notaram gue a enzima de Baciflus RLicheniformis ti
nha 80% da sua atividade enzimdtica inicial destruida quando sub
metida por 1 hora a 90°C e pH 7,0. A enzima produzida por Bacitlus
congulans mantinha apenas 152 da sua atividade inicial “guando

submetida por 1 hora a 80°c e pH 7,0.

A u—amilase de Bacillus subfifis (Ref. JFK) mantém
808 da sua atividade inicial apds 6 dias de incubacao a 37°%.
Mas a poténcia da enzima foli reduzida a cerca de 60% da origi-

nal apés 1 dia de incubagaoc a 60°C (29).

OGASAHARA ef alii (43) compararam as resisténcias t&r—
micas das c—amilases produzidas por Baciffus subdtilis e por

Eacillus steanrothenmophifus. Esses pesguisadores obgervaram que



a enzima de Baciflus subtifis perde 60% da sua atividade ini-
cial apds ser submetida por 30 minutos a GOOC, enguanto a outra

se mantém totalmente ativa guando submetida ac mesmo tratamento.

A temperatura e o pH Otimos de atividade das c-amila
ses bacterianas tamb@m variam com a linhagem que produzem a én-
zima. Embora as bactérias alcalofilicas e acidofilicas sempre
produzam a—amilases alcalinas e acidas, respectivanente, nem semn
pre microrganismos termdfilos produzem c-amilases com elevada
resisténcia térmica, muito embora haja uma tendéncia para esse

comportamento {27).

As c-amilases produzidas por linhagens selvagens do
género Bacillus podem ter atividade enzimitica maxima a valores
de pH t3o baixos como 3,5 (8) e tao elevados gquanto 10,6 (24,

26} .

A temperatura Otima das e-amilases de Bacilflus va-
riam numa faixa relativamente estreita compreendida entre 50°¢
e 90, © ouadro I mostra dados de temperatura e pH Stimos de
algumas o-anilases produzidas por bactérias do génerco Bacilfus

apresentados por varios autores.

Varios pesquisadores tém estudado o efeito de ions
metdlicos e reagentes scobre a atividade de c-amilases bacteria-
nas. HORIKOSHI (26) trabalhando com Bacillus subtifis No. 2~40,2,
verificou que a s-amilase produzida pela linhagem era completa-
mente inibida guande incubada com lauril sulfato de s0dio ou

uréia a pH 10 por 30 minutos a 30%¢,

HAYASHI eof alil (24) dbservaram que os Ions Hg+2 e Zn+2 ini-
biam completamente as trés c-amilases produzidas por Bacillus sp H-L167
(HI~-1, HI-2 e HII} apds 20 minutos de aguecimento a 40°C a pH 9.0. Es-

+2

ses pesquisadores dbservaram tarbém que os ions Na+, Ca " e Mgﬁz estimu-

lavam .as s—amilases produzidas pelo microrganismo.
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3, MATERIAIS E METODOS

3.1. Mdecrorganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho fol Bacilfus
subtifis ATCC 601B da. Colecdo de Culturas da Secao de Fermenta
¢oes Industriais do Instituto de Tecnologia de Alimentos. Todos
as experimentos foram realizados com culturas com 72 horas de
incubagac a 30°C em tubo inclinado de dgar nutriente. Aslcultu~
ras~estogque foram mantidas por replgues trimestrais em tubo in-
clinado de &gar nutriente imersas em Oleo mineral e conservadas

sob refrigeragao.

3.7. Semente ou pré-feamentacac

As sementes foram obtidas a partir da inoculagao do

microrganismo nos mesmos meios de cultura a serem empregados pa
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ra as fermentagoes. Cem mililitros dos meics de cultura coloca-
dog em erlenmeyers de 500ml foram inoculados com uma alg¢ada de
microrganismo. A incubagao para obtencac das sementes foi feita

a 200 rpm e a 37°C durante 18 horas.

3.3. Producao da enzima

0 meic de cultura basico empregado para a produgao

da enzima tinha a seguinte composigao para 1000ml de agua des-

tilada:
(NH4}2 804 ................... 2,5g
My SO4 . 7H20 ......... e 0,5g
ROl i civinna fie e e Chaaasann 0,5q
K2HP04........... e ame s vees 1,049
CaCl 418mg

3.3.a. Efedito da cencentragao e da fonte de carnbono scbre a pro

ducae de a-amifase

Para esse estudo foi empregado o meio de cultura ba-
sico acrescido de peptona da marca Difco 10,0g/l, extrato de
levedura da marca Difco 5,09/l e da fonte de carbono em diver
sas concentracoes. O pH do meic de cultura fol ajustade a 7,0
com KOH 5M ou HCl 5N antes da esterilizacdo a 121°9C por 15 mi-

nutos.

A enzima foil produzida em erlenmeyers de 1000ml con-
tendo 400ml do meio de cultura semeadas com um volume de indculo
suficiente para que a absorbancia inicial do caldo de cultura

fosse igual a 0,1. A incubacaoc foi feita em agitador rotatorio
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a 200 rpm e 37°¢. As amostras foram coletadas de um wmesmo er-
lenmeyer durante 72 horas de fermentagéb. A cada intervalo de
tempo foram feitas medidas do pH e da concentracgdc c¢elular do
caldo coletado. A determinacao da atividade dextrinizante foi
feita no schrenadante do caldo de cultura - centrifugado a
13.000 x g a 5% em centrifuga Damom modelo IEC B-20A por 10 mi

nutos.

3.3.a.1. Efeitc da concentracao inicial de glicose sobre a pro-

ducag de a-amifase

0s experimentos foram conduzidos em meio de cultura
contendo glicose da marca Reagen nas concentracoes de 0,05g/1;
0,10g/1; 0,20g/1; 0,50g/1; 0,75g/1; 1,09/1; 10,0g/1; 20,09/%;

30,0q/1; 40,09/1 e 50,0g/1.

3.3.a.7. Ffeifo da concentragldo inicial de amide sobre a produ-

cao de v-amifase

Os experimentos foram conduzidos em meio de cultura
contendo amido solfivel da marca Ecibra nas concentragoes — de
0,50g/1; 1,0q9/1; 1,59/1; 5,09/1; 10,0g/1l: 20,0g/1 e

30,0qg/1.

3.%3.a.3. Efeito da concentragdo de dextraina scobre a preducac de

c-amilase

Os experimentos foram conduzidos em meio de cultura
contendo dextrina da marca Merck nas concentracgoes de 1,0g/1;

1.59/1; 2,0g/l: 4,0g/1; 10,0g9/1; 20,09/l e 38,0g/1.



24

3.3.a.4. Efedito da concentracac indcial de Lactose sobre a pro-

dugao de a-amifase

Os experimentos foram conduzidos em melo de cultura
contendo lactose da marca Carlo Erba nas concentragoes de 5,00/L

10,0g/1; 20,0g/1 e 30,0g/1.

3.3.b. Efelifo da concentracac Anicial de peptona sobre a produ-

cao de o-amifase

Esgse estudo foi feito em meio de cultura basico con-
tendo peptona da marca Difco a 2,5g/l; 5,0qg/1; 10,0g/1 e 12,59/,
extrato de levedura da marca Difco a 5,0g/1 e dextrina da marca
Merck a 4,0g/1. Também foram feitos experimentos com o meic de
cuituia contendo as mesmas guantidades de dextrina e extrato de

levedura mas isento de peptona.

O pH do meio de cultura foi ajustado a 7,0 com KOH

54 ou HCL 5N antes da esterilizacdo a 121°C por 15 minutos.

A produgao da enzima e o tratamento das amostras co-

letadas foram conduzidos como descrito no item 3.3.a.

3.3.0. Efeifo da concentragao inicial de extrato de Levedura 80

bre a producao de a~amifase

Os experimentos foram conduzidos em meio de cultura
basico contendo peptona da marca Difco a 10,0g/1, dextrina da
marca Merck a 4,09/l e extrato de levedura da marca Difco nas
concentracoes de 2,5g/1; 5,0g/1; 10,0g/l. Foram feitos também
experimentos com o meio de cultura contendo as mesmas concentra

coes de dextrina e de peptona mas isento de extrato de levedu-



25

ra. O pH do meio de cultura foi ajustade a 7,0 com KOH B5M

ou HC1 5N,

A producao da enzima e o tratamento das amostras co-

letadas foram feitos nas mesmas condigoes descritas no item 3.3.a.

3.3.d. Efelto da femperaiura de Lncubagao sobre a preducac de

a-amifase

Para esse estude os experimentos foram conduzidos em
meio de cultura basico contendo peptona da marca Difco a 10,0g/1,
extrato de levedura da marca Difco a 5,0g/1l e dextrina da marca
Merck a 4,0g/1l. O pH do meic de cultura foi ajustado a 7,0 com

KOH 5M, antes da esterilizacao a 121°%¢ por 15 minutos.

A inoculagac do meio de cultura e o tratamento das
amostras coletadas foram iguais ao descrito no item 3.3.a. A
fermentacao, porém, foi conduzida em agitador rotatdrio a 200 rpm

a 30%c; 33%,; 37% e 40%c.

3.3.2. Efeito do pH indcdial do medlo de cuftuna sobre a produgao

de w-amilfase

Esse estudo fol feito em meioc de cultura basico con-
tendo peptona da marca Difco a 10g/l, extratoc de levedura da
marca Difco a 5,0g/1l e dextrina da marca Merck a 4,0g/l. © pH
do meio de cultura foi ajustado a 4,0; 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 8,0;
8,5, 9,0 e 10 em XOH SM.ouHCl 3N antes da esterilizacao a 121°¢ por

15 minutos,

A producao da enzima € o tratamento das amostras co-

letadas foram conduzidos como descrito no item 3.3.4.
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3.3.4. Penfil da sinfese de a-amifase

Para obter o perfil da sintese de c-amilase no decoxr
rer do processo fermentativo fol utilizado o meio de cultura bé
sico contendo peptona da marca Difco a 10,0g/l, extrato de leve
dura da marca Difco a 5,0g/1 e glicose da marcé Reagen a 10,0g/1.
0O pH do meio de cultura fol ajustado a 7,0 em KOH 5M antes da

esterilizacio a 121°C por 15 minutos.

OQuatrocentos mililitrqs do meio de cultura foram co-
locados em erlenmeyers de 1000ml e inoculados em 4ml de uma sus
pensdo de células de Bacilflus subfilis ATCC 601B em agua desti-
lada est8ril. Dois conjuntos de trés erlenmeyers foram inocula-
dos com intervalo de 12 horas. A incubacao dos frascos féi fei-
ta a 37°C e a 200 rpm em agitador motatdrioc. 0 processo fermenta
tivo foi acompanhado atraves das medidas de crescimento celular,
consumn de agﬁcar, atividade dextrinizante, atividade sacaxrifi-

cante, concentracac de esporos e do pH do meio de cultura.

3.4, Concentracao celulan

2 concentracdc celular foi medida através de ﬁedidas
de densidade dtica. ¢ caldo de cultura foi centrifugado em cen-
trifuga Damon modelo IEC B~20A durante 10 minutos a 13.000 x g
rpm € a 59¢. Bs células decantadas foram lavadas e ressuspensas
em agua destilada. As medidas das densidades Oticas das suspen-
soes Foram feitas a 660nm em espectrofotdmetro da marca Bauch &
Lomb modelo Spectronic 20, Uma unidade de densidade otica cor-
respondeu a 0,6051g massa seca/litro de caldo, A relagéo entre a

densidade Stica e a concentracao celular foi obtida através de
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medidas de densidade otica e de massa seca do microrganismo de-—

senvolvido no meic de cultura proposto por SHINMYO ef alii (54).

3.5, Concentracac de 28poiosd

A concentragao de esporos no caldo de cultura foli me
dida em cémara de Petroff - Hausser em microscdpic de contraste

de fase da marca Carl Zeiss.

3.6. Concentracac de glicose

A concentragao de glicose no caldo de cultura foi me
dida através da reaglo do aclicar com o acido 3,5 dinitrossalici
lico conforme a metodologia de Miller (37). A intensidade da
cor da solucgdo final foi medida através das leituras de absor-
bincia em espectrofotdmetro da marca Bauch & Lomb moedelo spec-

tronic 20.

3.7, Atividade enzimafica
3.7.a. Afividade dexfaindzanite

A atividade dextrinizante do caldo de cultura foi de
terminada pelo método de SMITH el afil (55) modificado por MEDDA
et alii (36). A 0,5ml de uma solucao de amido sollvel 1% (v/v)
foi adicionado 0,lml de solucdo tampaoc de acido citrico - fos-
fato de sddio 0,1M, pH 6,0 e 0,3ml de Agua destilada. A mistura

. . o - o T e ns -
fol colocada em banho-maria a 50°C até atingir o equilibrio ter
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mice. Adicionou-se entac 0,1iml do scobrenadante do caldo de cul-~
tura, centrifugado a 13.060 x g por 10 minutos a 5°C em centri-
fuga Damon modelo IEC B-20A. Apds, 5 minutos de incubagao a rea
¢3c enzimdtica foi interrompida pela adicac de 0,5ml de uma so~
lugao de HC1l IN. O mesmo procedimento fol seguido para o contro
le, onde, em lugar de 0,1lml da solug&o enzimatica, foi adiciona
do 2 mistura de reacao 0,1lml de agua destilada. A guantidade de
amido hidrolisade foi calculada através da diferenga, entre as
medidas de absorbancia do controle e da amostra, a 620nm, apds
a adicdo de 0,1lml de solugdo de iddo (0,3% I, em solucao de KI
33) e 13,4ml de 3dgua destilada. As medidas de absorbancia foram
efetuadas em espectrofotdmetro Bauch & Lomb modelo Spectronic 20.
Uma unidade de atividade dextrinizante (UD) sera definida como
a potBnecia enzimdtica que hidrolisa lmg de amido em 1 minuto a

50°C e a pH 6,0 na presencga de 5,0mg do substrato.

Abs controle~Abs amostra

x mg amide em solugac = mg de amido hidrolisado
Abs controle (55)

3.7.h. Atividade sacarnificante

A atividade sacarificante do meio de cultura foi de-
terminada segunde uma adaptacao do método propoesto por BERNFELD
(6). Este método se baseia na medida do aumento do poder redu-
tor de uma solucdo de amido ou amilopectina submetida & hidroli
se enzimatica. A lml de solugao de anido 1% (preparada em solu-
cdo tampdo de acido citrico-fosfato de sddio 0,1M, a pH 6,0) a
50°C, foi adicionado lml do sobrenadante do caldo de cultura cen
trifugado. A centrifugacac do caldo de cultura foi efetuada a
13.000 xg por 10 minutos e a 59¢ em gentrifuga Danon medelo

o

IER R-204. A mistura de substrateo & enzima fol mantida a 507C
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por 3 minutos. A hidrdlise enzimatica foi interrompida pela adi
cdo de 2ml de reagente do acido 3,5 dinitrossalicilico. A mistu
ra de reacgao foi aquecida em Agua em ebuligdo, por 5 minutos, e
entio resfriada em banho de gelo. A medida de absorbancia da so
lug3o resultante foi efetuada a 550nm em espectrofotdmetro Bauch
& Lomb modelo spectronic 20, apds a adigdo de 20ml de &gua des-
tilada. A guantidade de aglcar redutor em solugao foi obtida de
uma curva de calibracao com maltose. Uma unidade de atividade
sacarificante serd definida como a poténcia enzimdtica que cau-
sa a liberacao de lmg de maltose em 3 minutos, a 50°C e a PH

6,0.

3.&. Propriedades da o-amifase bruta

Para o estudo de algumas propriedades da a—amilase
produzida por Baci{lfus subtilis ATCC 601B usou-se a enzima pro-
duzida em meio de cultura basico contendo peptona da marca bifco
a ngngl, extrato de levedura da marca Difco a 5,0g/1 e dextri
na da marca Merck a 4,0g/1l. O pH do meio de cultura fol ajusta-
do a 7,0 antes da esterilizacado com solugao de KOH 5M. OQuatro-
centos mililitros do meico de cultura foram colocadeos em erlenmeyer
de 1000ml e inoculados com 20ml da pré-fermentacac. O caldo de
cultura foi fermentado durante 72 horas em agitador rotatdrio a
200 rpm e 37%¢, Apbs as 72 horas de incubacao, o caldo de cultu
ra foi centrifugade em centrifuga Damon modelo IEC Bmzoﬁ a
13.000 % g por 10 minutos e a 5°C. A solucao enzimdtica sobre-
nadante com pH entre 8,4 e 8,8, dialisado ou nac, foi a emprega

da nos experimentos.
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e Diilise - Quando o experimento regueria a solugao
enzimdtica dialisada, o sobrenadante do caldo de cultura centri
fugado foi dialisado durante 64 horas a 5°C contra Agua desti-

lada.

3.8.a. Estabilidade Feamica

& A estabilidade t&rmica da enzima no caldo de cultu
ra foi determinada incubando-se quantidades de 10ml da solugao
enzimitica nioc dialisada em banho de Agua a 37°C, 50°C, 606°C e
80°%. A cada intervalo de tem@o duas amostras de 1l0ml da solu~-
cio foram retiradas do banho e imediatamente imersas em banho
de gelo. Foi determinada entao a atividade dextrinizante rema-
nescente na solugao enzimatica segundo a metodologia descrita no

item 3.7.a.

e Foi estudada a estabilidade térmica a 37°C da solu
cBo enzimdtica dialisada. Da mesma maneira, quantidades de 10ml
da solucao foram incubadas a 379C em banho de dgua. A cada in-
tervalo de tempo duas amostras de l0ml foram retiradas do banho
agquecido e imersas imediatamente em banho de gelo. A atividade
dextrinizante remanescente na solugdo foi determinada também se

gundo a metodologia descrita no item 3.7.a.

e O efeito de calcic, do amido e do EDTA, adiciona-
dos 3 solugdo enzimatica ndo dialisada sobre a estabilidade tér
mica da enzima bruta, fol estudado através da medida da ativida
de dextrinizante remanescente na solugac submetida aos seguin-

tes tratamentos:
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1. Efeito da presenca de amido sobre a estabillidade térmica da

enzima

A amostras de 3ml da solucaoc enzimatica nao dialisa
da foram adicionados 2ml de uma solugac de amide sollivel a 2%
(p/v), preparada em solucao tampac de acido citrico - fosfato
de sddioc 0,1M, pH 6,0. A mistura foi incubada em banho de A&gua
a 50°C. A cada intervalo de tempo duas amostras foram retiradas
do banho quente e imediatamente imersas em banho de gelo. As
atividades dextrinizantes remanescentes na solugac  enzimitica

foram determinadas segqundo a metodologia descrita no . item 3.7.a.

2, Efeito do Ion Ca+2 sobre a estabilidade térmica da g—amilase

A amostras da solucac enzimdtica nao dialisada foi
adicionado CaCl, para perfazer uma concentragac de 1l0mM ou 20mM
do ion Ca+2, aldm da inicialmente adicionada ac meio de cultu-
ra. As misturas foram incubadas em banho de agua a 50°C poy de-
terminados intervalos de tempo apds os gquais foram imediatamen-
te imersas em banho de gelo. A atividade dextrinizante remanes-

cente foli determinada segundo a metodelogia descrita no item 3.7.a

3. Efeito do EDTA sobre a estabilidade térmica da a-amilase

amestras da solugac enzimdtica nao dialisada conten-
do EDTA (sal dissddico do dcido etilenodiaminotetracético) na
concentragic de 10mM foram incubadas em banho de &gua =& 50°¢C.
A cada intervalo de tempo duas amostras da mistura foram retira
das do banheo aguecido e imersas imediatamente em banho de gelo.

A atividade dextrinizante remanescente na solugdo fol determina

da segundo a metodologia descrita no item 3.7.a.
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3.8.b. Efeito da tempenafura soore a atividade da a-amifase

O perfil da variacao da atividade enzimdtica com a
temperatura de reacao foi determinado através das medidas de
atividade dextrinizante a pH 6,0 da solucao enzimitica nao dia~
lisada. A metodologia seguida para a determinacac da atividade
dextrinizante da solucdo foi a descrita no item 3.7.a. A& tempe-

ratura de 30°C, 206%c, 50%, 55%, 0%, 65, 76%c, 80% e 90"c.

3.8.c. Efeito do pH sobre a atividade enzimatica

0 perfil da variacac da atividade enzimadtica com ©
pH de reacio foi. determinado através das medidas de atividade dextrinizan
te da solucdo enzimBtica nao dialisada. A metocdologia empregada
para a determinacido da atividade dextrinizante da solugaoc foi a
descrita no item 3.7.a. a varios valores de pH. 08 wvalores de
pH das migturas de reagac foram ajustados com 0,lml das seguin-

tes solugces tampoes: 1) seolugao tampao de CgHgly - Hﬁb-—ﬁhZHPO4

0,1M para pH 3,0; pH 3,4; pH 4,0; pH 4,4; pH 4,6;_ pH 5,0; pH

5,4; pH 6,0; pH 6,4; pH 6,6; pH 7,0; pH 7,6; 2) solugac tampaoc

de Na,HPO, - NaH,PO, 0,1M para pH 8,0; 3) solugac tampaoc de
Na,B,0, - HC1 0,0lM para pH 9,0 e 4) solugdo  tampac de

e 0 4 pH 3,0: i 4,0: pH
Celglq o H,O C6HSO7 Na, . QHQO 0,1M para pH 3,0; pH pi 5,0
e pH 6,0.

3. 8.d. Candten o ou B amilolitice da enzima

Q cardter o ou B amilolitico da enzima foi determina
do através do estudo da variagao da rotacac dtica causada pelos
produtos da hidrdlise do amido submetido & acaoc enzimatica. o

método emprerado foi uma adaptacgao do método usade por ROBYT e
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alii (7). O mBtodo se baseia no fato de que a adigao de alcali
a uma solucao de ac¢lcares com carbono anom@rico na posigao «cau
sa uma diminuicdo da rotacdo Stica, enquanto que se o carbono

estiver na posicdo 8 ha um aumento da rotag@o otica.

A 20ml de uma solucao de amido solfivel 2% (p/v} (pre
parada em solugdo tampdo de Acido citrico - fosfato de 50410
0,1M pH 6,0) foi adicionado lml da solucao enzimatica dialisa-
da. A solucdo enzimidtica empregada tinha uma atividade dextrini
zante igqual a 37 unidades/ml. A hidrblise do amide fol efetuada
durante 2 horas em banho de agua a SOOC. Para controle, um bran
co da reacdo foi preparado substituindo lml da solucao enzimati
ca por 1lml de Agua destilada. Decorrido o tempo de hidrdlise o
digerido e o branco foram retirados do banho e resfriados a tem
peratura ambiente. O pH do branco e do digerido nao foi altera-
do durante a incubacdo, permanecendo igual a 6,0. As rotagoes
Sticas dessas duas solugbes foram lidas em Polarimetro  Acatec
modeloc PDA 8200 com tubo ae 5cm de comprimento € a 58%nm. O pH
de uma outra amostra digerida foi ajustado a 10,8 com NaCH 50%
& NaOH 3M. Da mesma forma, foi medida a rotagado Otica dessa so-

lucao.
3.8.0. Acdo hidrnolitica da c-amilase sobre ¢ amide

Os produtos de hidrdlise do amido soltivel submetido
& agao da enzima foram identificados por cromatografia descen-
dente em papel. Uma solugac de amido solivel da marca Ecibra a
2% {p/v), preparada em s01ugao tampao de acido citrico - fosfa—l
to de sddioc 0,1M a pH 6,0, foi usada como substrato. A Sml  da
solucdo de amido foram adicionados 2ml  da solugac enzimatica

dialisada com 37 unidades/ml de atividade dextrinizante. A mis-
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tura de reacgaoc foi incubada a 37°C durante 24 e 48 horas. De-
corridos esses tempos, a reacdo hidrolitica foi interrompida pg
la adigho de 0,2ml de HC1 6N. Amostras de 15ul dos digeridos fo
ram aplicadas sobre papel Watman n? 1. A eluicac foi efetuada
durante 40 horas num sistema de solventes compostc de n-buta-
nol-piridina-H,0 (6:4:3 viv) {(36). A revelacdo do cromatograma
foi feita com um sistema de reagentes .Composto de anilina
22,75ml, &dcideo ftalico 4,15qg, n-putanocl 120ml, éter etilico 120ml

e agua destilada 10ml (19).



35

Ii, RESULTADOS £ DISCUSSAQ

4.1, Efedito da concentracio e da fente de canbone sobnre a sinte

s¢ de a-amilase polt Bacillus subtifis ATCC 6018

Para pesguisar Como- a fonte e & concentragac inicial
de carbono afetam a producao de s-amilase, foram acompanhados O
crescimento microbiano € & producdo da enzima NO Processo fer—
mentativo. As fermentacgoes foram conduzidas em meio de cultura
pasico contendo peptona da marca pifco 10,0g/1, extrato de leve
dura da marca Difco 5,0g/1 e uma fonte de carbono em varias con
centragtes segundo OS itens 3.3.a.l., 3.3.3.2., 3.3.8.3. &

2. 3.a.4. Todos os resultados sho médias de 2 experimentos.

4.1.a. Efeito da concentracac de glicose

A linhagem BacdifLus subtilis ATCC 601B ge desenvolve
e produz c-amilase em meios de cultura contendo glicose como fon

te de carbono segundo O apresentado nas Figuras 1 a 1l.
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contendo glicose 0,05g/1, peptona 10,0g/l e extrato de levedura 5,0g/1.
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contendo glicose 0,1g/l, peptona 10,0z/1 e extrato de levedura 5,0g/1.
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Cbservou~se gue o crescimento microbiano se da com
mais de uma fase exponencial, com a primeira mudanga de inclina
¢do das curvas aparecendo entre 4 e 5 horas de fermentagao. En~
contram-se na literatura vdArios trabalhos onde a inclinagao da
curva que descreve a fase exponencial de crescimento de bacté-
rias cultivadas em batelada muda uma ou mais vezes até atingir
a fase estacionfria (57, 65). Este comportamento, geralmente cha
mado de crescimento difuxico ou triduxico, tem sido  explicado
como sendo o resultado do aclimulo ou diminuigac de certos fato-
res gque aceleram o crescimento microbiano. Estes fatores poden
ser metabdlitos, enzimas ou nutrientes gue existem no meio de
cultura ou dentro da célula. TSAD (57) atribuil o crescimento com
miltiplas fases exponenciais em meio de cultura contendo glico-
se e extrato de levedura & presenca de certos aminodcidos, pep-

tideos, vitaminas e acidos organicos neste (ltimo componente.

Das concentracoes iniciais de glicose estudadas ape-
nas a 50,0qg/1 {(Figura 11) ocorre uma reducdo da concentragao da
enzima entre 48 e 72 horas de fermentagao, indicando uma inati-
vacdo enzimdtica. E possivel que essa inativacao se deva ac fa-
to de que nesse meio de cultura sejam favorecidas as sinteses
de proteases ou metabolitos que degradam ou inativam a enzima.
Assim, YOO ef alii (70) observaram, gue a c-amilase de BacLfLus
amyboliquefaciens & inativada pela protease sintetizada parale-
lamente agquela enzima no processe fermentativo. Por sua vez,
ALAM o1 alii (1) verificaram gque a o~-amilase produzida por
Baciflus amyloliguefaciens & inibida por propionato, lactato e
2,3 butanediol igualmente sintetizados durante o processo fer-
mentativo. B, porém, menos provavel gque a inativagao da «—-amila
se sintetizada por Bacil{fus subf{fis ATCC 601B, nas condigoes

do experimento, se deva a uma agac proteclitica. Trabalhos de-
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senvolvidos por STEIN e¢if alfii (56), ALAM e alii (1) e DANCER
et alii (16) atestam gque a oc—amilase bruta em meio de cultura

contendo calcio & resistente 3 protedlise.

A produtividade de a-amilase foi maior nas primeiras
24 horas de fermentagao para as concentragoes iniciais de glico
se compreendidas entre 0,05g/1 e 0,75g/1, conforme os resulta-
dos apresentados no Quadro II. A partir da concentracao inicial
igual a 1,0¢/1 a produgac de enzima & retardada. Observou-se wa
maior produtividade enzimdtica entre 24 e 48 horas de fermenta-
cao em concentragoes iniciais de glicose iguais a 1,0g/1 e 10,0g9/1
e entre 48 e 72 horas para concentragdes iniciais do  aglcar
iguais a 20,0g/1, 30,0g/1 e 40,0g/1. Esses resultados nostrar no
conjunto gque a sintese de o-amilase sofre repressac catabolita
gque se acentua a medida que a concentragao inicial do substrato
no meioc de cultura aumenta. Ademais, analisando - 0s resultados
das Figuras 1 a 11 juntamente com os do Quadro II, observa-se
que a sintese da enzima ocorre tanto pela reducao da concentra-
cao celular no meio de cultura. Do mesmo modo, esses resultades
sugerem que concentragoes iniciais elevadas de glicose no melo
de cultura podem ser responsaveis pelo atraso da sintese enzi-
matica.

VArios pesquisadores desenvolveram trabalhos com o
objetivo de estudar o efeito inibidor da glicose sobre a sinte-
se de o-amilase. YOO ef afii (79) fizeram um estudo da produgao
de s-amilase como funcdo da concentragao celular no meio de cul
tura. Esses pesgulisadores observaram que a concentragoes ini-
ciais de glicose iguais a 1,09/1, 4,0g/1 e 8,09/l a taxa especl
fica de produgao de enzima (% . %%) diminui com aumento da con
centragao inicial de aglear. Sequndo eles, esses resultados in-

dicam uma repressac catabdlita da ' sintese  enzimdtica  por
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QUADRC TI . Efeito da concentracao inicial de glicose no meio de
cultura sobre a produtividade de c-amilase produzida

por Bacilflus subtfifis ATCC 601B.

PRODUTIVIDADE P (ﬁ-ﬂ *

. CORCENTRACAQ DE GLY: 14 P P
CCOSE (g/1) {0~24)h {24-48)h - (48-72)h
0,05 0,50 0,21. 0,09
0,10 0,50 0,12 0,17
4,20 4,51 0,23 0,26
G,50 ¢,54 6,38 0,02
4,75 0,53 0,42 0,03
1 0,53 6,76 0,05
10 0,12 0,44 0,11
20 0,14 0,46 0,74
30 0,12 0,44 0,68
40 0,14 G,43 0,64

59 ' G,03 0,10 ¢

#

i

unidade de atividade dextrioizante

massa celular maxima produzida até 24,48 ou 72 horas de fermentagao

H

Mg



45

Baciflus amyloliquediaciens. ALAM et aldii (1) analisaram os re-
sultados obtidos em fermentagCes com concentragoes iniciais de
glicose compreendidas entre 0,0g/1 e 20,09/l através da produ-
tividade enzimdhtica. Nesse trabalho a produtividade enzimadtica
foi definida como a guantidade de enzima produzida por unidade
de tempo por unidade de massa celular. Da mesma forma, 08 pes~
gquisadores concluiram que concentragoes iniciais crescentes de
glicose causavam uma redug§0 da produtividade enzimidtica para
Bacillus amyloliquedaciens. A inibigao da sintese de o-amilase
por glicose foi observada tamb&m por FUKUMOTO ef alil (20},
CRUENINGER et afii (23), CHANDRA ef afii{ (9) e BSARITO et alil

{51).

A quantidade de enzima produzida em 72 horas de fer-
mentagéo (Emax) aumenta linearmente com o aumento da concentra-
caop celular maxima observada nesse intervalo de tempo para con-
centragdes iniciais de glicose compreendidas entre 0,05g/1 e
1,0g/1 (Figura 12). Para a faixa de concentragaoc de glicose conm
preendida entre 10g/1 = 30,09/l a concentragac da enzima, cuja
sintese & retardada para concentracdes crescentes do  agucar,
relaciona-se inversamente com a concentragdo celular maxima. Po
de~ge observar pela Figura 13 gue, na faixa de concentragac de
glicose compreendida entre 10,0 e 30,0g/l, um aumento da concen
tracdo inicial do aglicar resulta em uma redugao da concentragao
celular maxima mas em um aumento da concentragdc enzimdtica ma-
xima. Ambos os conjuntos de resultados sugerem gue a sintese de
g-amilase por Baciflus subififis ATCC 601B, embora retardada pa-
ra concentracoes inicials crescentes de glicose, uma vez reduzi
da a concentracac do aclicar repressor & desrreprimida, podendo
ser até mesme estimulada guando as concentragoes iniciais de

glicose sdo elevadas. Nesse caso uma possivel explicagac para o
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FIGURA 12. Variacao da concentragao enzimatica maxima em funcao da concentragac ce
tular maxima atingida em meios de cultura com diferentes concentragoes
iniciais de glicose a glicose 0,05¢/1, e glicose 1,0g/1, ¢ glico
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FIGURA 13. Variacao da concentracao enzimatica méxima em fungdo da concentragac ce
lular maxima atingida em diferentes meios de cultura com diferentes con
centragoes iniciais de glicose. # glicose 10,0g/), @ glicose 20,09/1,

a glicose 30,0g/1, o glicose 40,0q/1, wglicose 50g/1.
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ocbservado & que a glicose inibe a sintese enzimadtica, mas duran
te o processce fermentative algum metabolito formado a estimula.
SAITO et afii (51) trabalhando com Baclilflus £Lichendiformis admi-
tiram também a possibilidade de que durante o processo fermen-
tativo fosse formado algum metabdlito estimulador da sintese en
zimdtica.

pPara concentragOes iniciais de glicose iguais a 40g/i
e 50g/1, observa~se um forte efeito negativo da elevada concen-
tracdo do aglicar sobre a sintese da enzima. A essas concentra-
coes iniciais do agficar, uma redugao da concentragao celular ma
xima & acompanhada de uma grande redugdo da concentragao enzima
tica maxima. Se o comportamento da sintese enzimitica a 40,0g/1
e 40,0g/1 fosse © mesmo observado para concentxagﬁes iniciais
iguais a 10,0g/1, 20,0g/1 e 30,0¢g/1, as concentracoes enzimati
cas maximas Aquelas concentragdes iniciais de glicose deveriam
ser da ordem de 38 UD/ml e 25 UD/ml (Unidades de atividade dex-
trinizante por mililitro) e nao de 23 UD/ml e 2 UDXmi, como fol
observade. Provavelmente ao menos em parte, esta inibigac obsex
vada & consequéncia da glicose ainda presente no meio de cultu-
ra apbs 72 horas de fermentacao, haja visto que a 40,0g/1 apds
esse tempo de fermentagac o microrganismo ainda esta em fase de

crascimento.

Virios pesguisadores afirmam que a glicose pode serx
uma hoa fonte de carbono para a producac de n-amilase, desde que
empregada em concentragées iniciais da ordenm de 0,01 a G,05%
(9, 20), acima das guais a sintese da enzima € fortemente inibi
da. Oz resultados obtidos com Bacilflus subtifis ATCC 601B reve-
lam que acima dessa faixa de concentracido inicial do ag¢lcar, co
meca a haver realmente uma inibicdo da sintese enzimatica que

se estende atd a concentracdc inicial de 40g/1 (Quadro II). A
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sintese da enzima, no entanto ocorre mesmo a concentragoes ini-
ciais de glicose dessa ordem samente gue a tempos mais prolongados de fer

wentacan.

4.1.b. Efeite da concentracdc de amido solivel

Com relacdo ao papel dos carboidratos na sintese de
a~amilase, tem sido observada uma tend&ncia de polissacarideos
como amido soliivel, dextrina e glicogénio  proporcionarem una
maior producdo da enzima por Bacilflfus do gue mono ou dissacari
decs como glicose, frutose, lactose, galactose e sacarose (9,
13, 18, 58). Hao se sabe, no entanto, se nesses casos Sac os po
lissacarideos adicionados ao meio de cultura em si, ou se $ao
os seus produtos de degradacdc ou metabdlitos formados durante

a fermentacdo, que estimulam a sintese da enzima.

Neste trabalho foi observado gue Badillus subfiflis
ATCC 601F se desenvolveu e produziu ec-amilase em meio de cultu-
ra contende amido soliivel como fonte de carbono conforme as Fi-

guras 14 a 21.

Como aconteceu enm meio de cultura contendo glicose e
extrato de levedura, o microrganismo cresceu em meio de cultura
contendo amido soliivel e extrato de levedura tamb@m com mais de
uma fase exponencial de crescimento. O fator que determina esse
comportamento pode ser o mesmo que o determina em meio de cultu
ra contendo glicose como fonte de carbone, qual seja, a composi
cao do extrato de levedura, ou ainda o consumo preferencial de

diferentes carboidratos provenientes da hidrdlise do amido.

Para as concentracoes iniciais de amido soluvel com-
preendidas entre 0,5¢9/1 e 2,0g9/1, a maior produtividade enzima~
tica ocorre nas primeiras 24 horas de fermentagao; entre 5,0g/l

e 20,0g/1 se di entre 24 e 48 horas de fermentacdo; a 30,0g/1



49

9
i 8
=
5 m
7
:l_‘“ R t 3
o 3]
e
] R
~ 15 &
s 5
o 21 o
o S
g - 10 o
o . ?
% R
. = 5
= ?Pr‘
1 "5 e
- 3
]
, /
0 —
0’6 T L3 L T i T L3 L Eﬂ
0 2 &4 & 8 14 T 48 72 e

Tenpe de Fermentacao (hj

FIGURA 1h. Variagao do pH (&), da concentragao celular (e-#) e da concentragao

enzimatica (0-0) com o tempo de fermentacao em meio de cultura basico
contendo amido soldvel 0,5g/1, peptona 10,0g/1 e extrato de levedura

5,0g/1.
" g
| - 8
3 B
.—~————.-ﬁ// ) - 7
o -
- S
e
o ) g
:i 15 b
5 2 5
2 &
o Diy
= R I
i o
= al
2
1. L
= ;'
[++)
; =
L)
=y
Gy6 ' . " . - . . 6z
0 2 & % 8 10 26 &8 72 e

Tempo de Fermentagae (h)

EIGURA 15. Variacio do pH (&= ), da concentragac celular fe-%) e da  concentragao
enzimatica (a-o) com o tempo de fermentagao em meio de =cultura basico

contendo amido soltivel 1,0g/1, peptona 10,0g/1 e extrato de levedura
g 0g/t.



50

L 3 9
8
51 3 i
7
3
= o
s
- o
\ 2
— " 15 p
Ay (&
T
N =
5
2 -t
i &
g g
8 10 ©
o
bt o
o [
i [
= 2
‘E ?_31_1
1 1 L5 O
. o
R
N o~
[
1 [~
=
0,6 T T T 3 T 1 T ¥ 3 G -t
Serarn”

Tempo de Fermentagao (h)

FIGURA 16. Variacao do pH (&a) da concentragac celular (-} e da concentragao
enzimatica (0—e) com o tempo de fermentagao em meio de cultura basico
contendo amido soldvel 1,5g/1, peptona 10,0g/1 e extrato de  levedura

5,0g/1.
- 9
” - 3
B
5 7 ¥ A
- 7
3
E )
;4 =
o~ g
— 15 3
e B
it ra
- =
B 2 - P
2 5
» v
th - 10 gt
]
o] 5]
a o
3 3
£ e
B
] -5
7 s
" o]
4 =
g
0,6 - ¥ T T T e A Y t 4] a
0 2 4 6 8" 10 24 48 72 ~

Tempe de Fermentagac (h)

FIGURA 17. Variacio do pH {aa ), da cocnentracao celular {e#)} & da  concentragao
enzimatica {g-o) com o tempo de fermentacao em meio de cultura basico
contendo amido soldvel 2,0g/1, peptona 10,0g/1 e extrato de levedura
5,0g/1.



51

N | 5
- s

7

5 -
F § 6
R “~e

= ) )
- 20 3
- - o
- i)
< 7
o I iy
“w =]
a i
n &
o 10 .
< 5
rT
[l
4o ®
o =
| / g
-1 o)
Z
0,6 XL ) el

1 3 i ¥ i W T ]

2 & [ ) 10 2 48 7z
Tempo de Farmentacao ()

FIGURA 1B, Variacao do pH (&a), da concentracac celular o) e da concentragac
enzimatica (om0} com o tempo de fermentacao em meio de cutiura basico

contendo amido soldvel 5,0g/1, peptona 10,0g/1 e extrato de levedura

5,0q0/1.
B i 9
i 3
= b}
o
7
5
2
]
) o
s j=1
- . 20 B
= o
= o
it i
w
W
g W
A 0
ra]
%2l
5
a o N
s - 0y
= Bt
=t
o
it
e
et
o
Py
Jo F
tF T ' T T et

2 4 G 8 10 24 48 72
Tempo de Fermentacao {h)

EICURA 19. Varijacgao do pH (&= ), da concentragao celular (e~} e da concentragao
enzimatica {o-0) com o tempo de fermentacac em meio de cultura basico
contendo amido solvel 10,0g/1, peptona’ 10,0g/1 e extrato de levedura
5,0q/1.



- g
10 | @
] -
S
!f‘"“"*-«..
m 6
5 -5
e -
2 " E T
m o
a
oy g
f=1] )
head el
3 L 20 B
2] T oo
@ =
5 e
% 2
= =
3
- 10 m
1 - =
- =
T
=
" o
0,8 , ; . ; ./jf*m l et Y
0 2 & 6 8 10 2% 48 72

Tempa de Fermentagdo (h}

F{GURA 20. Variacdo do pH (&= ), da concentracio celular {e—e) e da concentragao
enzimatica (o0 ) com o tempo de fermentagao em meio de cultura basico

contendo amido soldvel 20,0g/1, peptona 10,0g/1 e extrato de tevedura

5,0g/1.

~ 9

- 8
=
L, =

- B

]
" 200 o
o &
— a
* g
[us

Ll
bl =
&0 el
Tt %I
o
- - 10 g
it B
£ ind
o =
= W
=
o]
T
=]
2
] a
0,5 r f + —4 T ¥

-y
4] Z & & 8 10 24 4B 72

Tempo de Fermentacan {h}

FIGURA 21. Variacao do pH (&a), da concentracac celular {(o-e) e da concentracao
enzimatica (oo} com o tempo de fermentagdc em meio de cultura basice
contende amido soiiivel 30,0g/1, peptona 10,0g/) e extrato de levedura
5,09/, '



53

se da entre 48 e 72 horas (Quadro III). Assim, & medida gque se
aumenta a concentracac de amido soliivel no meio de cultura mais
tardiamente a c-amilase & sintetizada pelo microrganismo, num
comportamento semelhante ao observado quando se utilizou glico-
se como substrato. Esses resultados revelam igualmente uma re-
pressac da sintese enzimidtica quando se utiliza amido sollvel
como fonte de carbono. E possivel, porém, que o inibidor real
da sintese de o-amilase nac seja o amido seollivel em si, € gim
algum produto de sua degradacac pela enzima sintetizada consti-
tutivamente. YOO et afil (70} cobservaram, por exemplo, gue  a

maltose causa repressac da sintese de e-amilase por Bactllus

amyloliquegaciens .

0 emprego de amido soliivel como fonte de carbono, pa
rece causar uma menor repressac da sintese de x—-amilase por
Bacillius subiilisATCC 601B do que a glicose. Nas concentracdes
inicials dos carboidratos iguais a l0g/1 e 30g/1 tem-se gue, nas
primeiras 24 horas de fermentagéo, 17,5% e 9,4% do total de en-
zima produzida sdo formados, respectivamente, em meio de cultu-
ra contendo glicose. Em meio de cultura contendo amido aguelas
duas concentracdes iniciais sac formados 33% e 14% respectiva-
mente. Essa diferenga de respostas a mesma concentragao inicial
das duas diferentes fontes de carbono, provavelmente, se deve
ao fato de gue, a esse tempo de fermentacgao, apenas uma parcela.
do amido tenha sido hidrolisado, havendo uma menor concentragao

do inibkidor no meioc de cultura.

Alguma evidéncia de gue a sintese de c-amilase & fun
cao do carboidrato efetivamente utilizado como fonte de carbono
no meic de cultura contendo amido solivel pode ser cobtida do fa
to gque a 0,5g/1, 1,0q/L, 1,59/1 & 2,0¢/1 a lise celular, avalia

da pela reducgdo da concentragao celular, € mais acentuada do
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QUADRO 11I. Efeito da concentraciao inicial de amido solivel no
meio de cultura sobre a produtividade de g-amilase

produzida por Bacilflus subtilis ATCC 601B.

o (a2
PRODUTIVIDADE P .
s . 11

Concentragao de D D p
amido soluvel (0-24)h {24-48)h (48-72)h

g/l

6,5 0,43 0,30 0

li{} 03‘54 0344 0;01

1,5 0.52 0,34 G,03

2,0 G,53 0,40 0,086

5,0 0,41 0,49 0,12

10,0 g,41 - 3,59 0,24

20,0 3,25 0,75 0,30

30,0 0,13 0,25 0,56

% I = Unidade de atividade dextrimizante

wg = massa celular maxima produzida até 24, 48 ou 72 horas de fernentagao
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gque nos demais meios de cultura. Tamb&m, a essas concentragoes
iniciais de amido, a concentracgac enzimatica varia muito pouco
ou permanece constante apds 48 horas de fermentagao. Do mesmo
modo, para as demais concentractes iniciais de amido soluvel,
quanto mencr & a lise celular maior é a variacao da concentra-

cao enzimAtica nas Ultimas 24 horas do processo fermentativo.

A Figura 22 mostra que para concentracoes iniciais de
amido solfivel, na faixa de 2,0qg/1 a 20,0g/l, o total de enzima
produzida em 72 horas de fermentagao aumenta com o aumento da
concentracao celular mi3xima. Esse aumento da concentracao enzi-
maAtica méxima poderia ser reflexo de um estimulo da sintese da

enzima ou simplesmente da maior concentragao celular.

0s resultados apresentados na Figura 22 mostram ain-
da que entre 10,0g/1 e 20,0g/1l embora haja uma razoavel diferen
ca entre as concentragdes celulares maximas nao hd um aumento
miito elevado da concentracao enzimdtica maxima. Esse resultado
sugere gue provavelmente a 20,0g/l nao se tem um maior estimulo
do gue a 10,0g/l. A concentracac inicial de 30,09/l observa-se
uma concentracac enzimidtica menor do gue a obtida a 10,0g/1 mul
to embora a concentracadc celular seja mais elevada. A esperar O
mesmo comportamento da sintese enzimdtica a concentragoeés ini-
ciais iguais a 20,0g/1 e 30,0g/1 obter-se-ia a esta Gltima con-
centracio de amido solfivel uma concentragao enzimdtica  maxima
igual a 22 UD/ml e nado 16 UD/ml como foi observado. Essa repres
sac da sintese de s-amilase provavelmente & consequéncia de ele
vadas concentracdes do carboidrato inibidor ainda presente no

meio de cultura apds 72 horas de fermentagao.
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EIGURA 22. Variacho da concentragao enzimatica maxima com a concentragao  celular
maxima atingida em meios de cultura com diferentes concentragoes de ami
do soluvel. e amido soluvel 0,5¢/1, & amido splavel 1,0g/1, o ami
do soluvel 1,5g/1, a amido soluvel 2,0g/1, ¢ amido scluvel 5,0g/1,

& amido sollvel 10,0g/1, @amido soluvel 20,0g/1, e amido soltuvel
30,0qa/1.



57

4.1.c. Efedto da concentracae de dexindna

Os resultados apresentados nas Figuras 23 a 29 mos-
tram as curvas de crescimento e de produczo de o-amilase por
Baciffus subtifis ATCC 601B em meio de cultura contende dextri-

na come fonte de carbono.

Em meic de cultura contendo extrato de levedura e
dextrina o crescimento microbiano tem o mesmo perfil observado
en meio de cultura contendo glicose e extrato de levedura., Aquil
também o crescimento do microrganismo se da com mails de uma fa-

se exponencial.

Com relagao 3 sintese enzimitica foi observada tam-
bém a sua inibicdc & medida gue se aumenta a concentragao ini-
cial do carboidrato no meio de cultura (Quadro IV). Para concen
tracdes inicials de dextrina compreendidas entre 1,59/1 e 4,09/1
a produtividade enzimi3tica & maior nas primeiras 24 horas de
fermentacio. Para a concentragao inicial de dextrina: igual a
10,0g/1 a maior produtividade ocorre entre 24 e 48 horas de in-
cubagao, para a 20,0g/1 e 30,0g/1 ocorrer principalmente entre

48 e 72 horas.

Alguma evidéncia de gue existe uma correlagao‘ entre
a velocidade de sintese de t-amilase e a metabolizagao do car-
boidrato de baixo peso molecular efetivamente utilizado como fon
te de carbono, pode ser obtida do fato gue quanto mais cedo ocor
re a lise celular, avaliada pela redugao da concentragao celu-
lar, mais cedo se observa também a sintese enzimatica. O efeito
da concentracio inicial de dextrina sobre a velocidade de sinte
se de a-amilase por Baciffus subiiflis ATCC 601B & portanto seme
ihante ao efeito da concentragao inicial de glicose e de amido

soliivel. Provavelmente, como j& foi discutido para o amido soll
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QUADRO IV. Efeito da concentracao inicial de dextrina no
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meio

de cultura sobre a produtividade de s-amilase produ-

zida por Bacl{flfus subitilfis ATCC 601B.

" UD )*
PRODUTIVIDADE P
(mg.h
Concentracao de P P P
dextrina g/l (0—~2431h (24~48}h {48~72)h
1,0 0,40 0,45 0,0
1,5 0,64 4,26 0,05
2,0 0,66 6,33 0,085
4,0 0,63 3,63 0,13
ig,0 4,18 4,88 0,71
20,0 0,09 0,84 1,14
36,0 0,10 0,69 ¢,85

* D

1

13

mg

Unidade de atividade dextrinizante

Massa celular sua maxima produzida até 24, &8 ou 72 horas de fermentagao
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vel, os inibidores da sintese enzimitica, em meio de cultura con
tendo dextrina como fonte de carbono, sao carboidratos de baixo
peso molecular, como maltose por exemplo, resultantes da acao

da s~amilase sobre o polissacarideo.

Apesar de elevadas concentragoes de dextrina causa-
rem um atrase da sintese enzimatica, o total de enzima produzi-
da aumenta com o aumento da concentracao inicial de dextrina na
faixa de 1,0g/1 a 10,0g/1 (Figuras 23 a 27). Esse aumento da
concentragao enzimatica maxima com o aumento da concentragado ini
cial do carboidrato poderia ser consequéncia de uma maior densi
dade celular ou de um estimulo da sua sintese pelo microrganis-
mo. A Figura 30 revela gue, muito embora a 2,0g/l se cbtenha uma
menor densidade celular do gue a 1,0g/1 de dextrina, as concen-
tracoes enzimidticas mdximas sao praticamente iguais. Esse resul
tado sugere gue hd um estimuloc da sintese enzimdtica a 2,0g/l
em comparagac a concentragac inicial de 1,0g/l. A Figura 30 per
mite também supor, pelas mesmas razSes, que 3s cxnaymrmﬁbé ini
ciais de dextrina iguals a 20g/1 e 30g/l se tem um maior estimu

lo da sintese enzimdtica do que a 2,0g/1.

Muito embora a dextrina tenha sido apontada como in-
dutora da sintese de a-amilase por Bacdillus Licheniformis {9,
51} os resultados da produtividade enzimadtica observados guan-
do se usa esse carboidrato como fonte de carbono (Quadro IV} su
gerem gue ndo & ele propriamente o indutor da sintese da enzima
por Bacillfus subtilis ATCC 601B. Provavelmente o indutor real
da a-amilase sao oligossacarideos como maltotriose, maltotetrao
se e maltoligossacarideos maiores produzidos durante a fermenta
gao. Alguns autores afirmam por exemplo gue a maltotetraose a8
um indutor efetive da  sintese de  o-amilase por Bacillfus

stearoihenmophifus {62) e Bacilflus Lichenliormis (51).
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4.1.d, Efeito da concentracao da Lactose

Baci{llus subtifis ATCC 601R cresce e produz c-amila-
se em meic de cultura contendo lactose como fonte de carbono con
forme o apresentado nas Figuras 31 a 34. Pode-se cobservar nes-
sas Figuras gue a concentragao da enzima aumenta nas 72 horas
de fermentagcdo. Durante esse tempo observa-se também um aumento
da concentracac celular para ag concentragoes iniciais do car-
boidrato iguais a 20,0 e 30,0g!l, sugerindo que o ac¢licar nao foi
totalmente consumido pelo microrganismo. Para a concentragac ini
cial de lactose igual a 5,0q/1 observa-se a lise celular  apds
48 horas de fermentacao enguanto que, para a concentragéo ini-
cial de lactose igual a 10,0g/1 observa-se uma constancia da

concentragac celular (Figura 32).

0 Quadro V mostra que a maior produtividade enzimati
ca ocorre entre 48 e 72 horas de fermentacao para as concentra-
coes iniciais de lactose iguais a 5,0g/1, 10,09/l e 30,09/1. Es
seg resultados sugerem, como para o amido solfivel, dextrina e
glicose, que a lactose tamb&m inibe a sintese de o-amilase por

Baclflfus subtifis ATCC 601B.

A Figura 35 mostra que a concentragac enzimdtica ma-

xima {Em X) aumentou com ¢ aumento da concentragao celular maxi

a
ma (Xmax)“ Esse aumento da concentracac enzimatica tante  pode
ser consequéncia de uma malor concentragao celular como de unm

estimulo da sua sintese.

A concentracdc inicial de lactose igqual a 30,0g9/1,
observa-se gue muito embora se tenha no meio de <¢ultura uma
maior concentracdo celular, tem-se uma mencor concentragao enzi-
mitica do gue nos demais caldos. Essa inibicao da sintese de
w—amilase provavelmente € causada pela prépria lactose remanescente no

caldo de culturas
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FIGURA 31. Variacdo do pH (&& ), da concentragac celular {e-# ) e da  concentragao
enzimatica {o-o) com o tempo de fermentacac em meio de cultura basico

contendo lactose 5,0g/1, peptona 10,09/} e extrato de levedura 5,0g9/1.
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" QUADRO V. Efeito da concentracdo inicial de lactose no meio de
cultura sobre a produtividade de o~amilase produzida

por Bacilflus Aubtilis ATCC 601B.

| ( UD5 *
PRODUTIVIDADE P
me.h

Concentragao P P e
inicial de lac (0-24}h (24-48}h (48~-72)h
togse g/l

5,0 6,17 0,19 0,59

10,0 0,18 0,18 0:?0

26,0 0,25 c,54 0,34

3{'}’0 . 0,14 0:14 0:24

% TD = Unidade de atividade daxtrimizante

my = Concentragac celular aaxima obtida a 24, 48 ou 72 horas de fermentagdo
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de lactose. & lactose 5,0g/1, @ lactose 10,0q/1, o lactose 20,00/1,

o lactose 30,0g/t.
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Os resultados obtidos do efeito da concentragaoc de
lactose sobre a producac de e-amilase por Baai££u$ subtilis ATCC
601B sugerem gue essa linhagem & menos sensivel ao efeito re=
pressor da lactose sobre a sintese da enzima do que a linhagem
de Baciflus Lichendidormis estudada por CHANDRA e¢f allili {9). Es=-
ses pesquisadores observaram uma diminuicac da sintese da enzi-
ma com o aumento da concentragao inicial do aglicar na faixa de

1,0 a 5,0g/1.

A Figura 36 compara os resultados obtidos para as con
centracgoes de c—amilase maximas {Emax} nos meios de cultura com
diversas concentracoes iniciais das guatro diferentes fontes de
carbono estudadas. As concentragoes iniciais mais adequadas pa-
ra a producao da enzima em meios de cultura contendo glicose,
amido soliivel, dextrina e lactose sao respectivamente 0,1g/1l ou
30,0g/1, 20,0g9/1, 10,0g/1 e 10,0g/1l. Pode-se observar pela Figu
ra 36 que as mesmas concentracdes enzimiticas médximas sac cbti-
das usando-se dextrina a concentragéo inicial de 10,0g/1 ou gli

cose & 30,0q/1.

Os resultados apresentados na Figura 37 sugerem Jque
a alta concentracdo enzimitica obtida guando a concentragao ini
cial de glicose & igual a 30,0g/1 deve~se a alta conceﬁtragéo
celular atingida nesse meio de cultura. A relagao E o/ Fpax (48
finida por ROYCHOUDHURY (49) como atividade enzimatica especifi
ca global) nesse caldo de cultura €& inferior a obtida no caldo
de cultura contendo 10,0g/l de dextrina. Além disso, a produti-
vidade global da enzima (definida por ALAM et alii (1) como a
guantidade de enzima produzida por umidade de massa e por unida
de de tempo) no caldo contendo glicose & inferior & observada

guando se usa a dextrina como fonte de carbone (Figura 38). Am-

bos os resultados sugerem que hd um menor estimulo da sintese



70

EH

B {UD/m1)

Maxima

Concentracao Enzimatica

Concentracac Inicial de Carboidrato {(gf1}

FIGURA 36. Variacao da concentragao enzimatica maxima em fungac da concentragao
inicial dos diferentes carboidratos empregados no meio de cultura ba-
sico contendo peptona 10g/1 e extrato de levedura 5,0g/1. c~o amido,

m-® dextrina, eo-e glicose, A D lactose.
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FIGURA 37. Variacdo da atividade enzimatica especifica global em fungao da concen-
tracao inicial dos diferentes carboidratos empregados no meio de cultu-
ra b3sico contendo peptona 10g/1 e extrato de levedura 5,0g/t.

o glicose, 878 lactose, o9 amido solavel, O—C dextrina.



12

(,6n
—
o
&0
=
=
o]
—
e
) -
)
o
AL
0
i
o
0
=
] 053 -
ks
-
el
et
=)
o
[
I
)

4 T ¥ T ¥ T

20 40

Concentracao Inicial de Carboidrato (g/1}

FIGURA 38. Variacdo da produtividade global em fungao da concentragao inicial dos
diferentes carboidratos empregados no meios de cultura basico contendo
peptona 10g/1 e extrato de levedura 5,0g/1. e-e glicose, O—Udextrina,

oo amido seldvel, £DB jactose.
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tura e © tempo necessarie para ocorrer a concentragao enzimatica maxima.
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de o-amilase por Bacdiflus subZilis ATCC 601B gquando se usa gli-
cose a concentracao inicial de 30,0g/1, do que quando. 58 usa

dextrina a 10,0g/1.

Come a glicose, a lactose, o amido scoliivel e a dex-
trina sao inibidores da sintese da enzima, pois concentragﬁes
crescentes dos acglicares levam a um atraso no seu aparecimento
{Quadros II, III, IV e V), o estimulo da atividade especifica
global (Emaxixmax} podera ser devido a metabdlitos ou produtos
de degradacaoc dos polimerocs, produzidos e acumulados durante o
processo fermentativo. TSUCHIYA ef alll (58) j& atribuiram o es
timulo da sintese de s~amilase por Baocillfus subtifis KYA 741 em

meio de cultura contendo amido soliivel come fonte de carbono, a

seus produtcos de degradagao e nac a ele proprio.

Embora a concentragac enzimatica méxima obtida a
10,0g/1 das diferentes fontes de carbono apareca na ordem dex-
trina > glicose > amido sollvel > lactose, a concentragoes ini-
ciais iguais a 20g/l a ordem & amido soluvel > glicose > dex-
trina > lactose, isso porgue a essas concentragoes iniciais dos
carboidratos a concentracao celular maxima em caldo com dextri-
na & muito inferior & observada nos demais carboidratos. Tanto
& assim que a produtividade globai {Figura 38} e =a ativiﬂade en
zimatica especifica global (Pigura 37) continuam sendo maiores
para ¢ meio de cultura com dextrina do gue para os meiocs de cul

tura com os demals aglcares.

A Figura 36 mostra gue a lactose foi a fonte de car-
bono menos indicada para a produgac de o~amilase por Baciflus
subtifis ATCC 601B em qualqguer uma das concentracgoes estudadas,
embora a& concentragao inicial igual a 10,09/l ela proporcione

uma maior produtividade global do gue a glicose na mesma concen
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tragao (Figura 38). Esses resultados revelam uma diferenga en-
tre essa linhagem e a de Bacilfus amylolfiguefaciens estudada por
FUKUMOTO et alili {(20), para a qual a lactose foi a melhor fonte
Jde carbono para a producao de c-amilase guando usada & concen-

tracdc inicial igual a 5,0g/1.

A Figura 37 mostra gue em meic de cultura contendo
dextrina obtem-se o maior estimulo da sintese de a-amilase enm
quaisquer concentragoes iniciais estudadas. Para 0s demais car-
noidratos o comportamento depende da concentracac inicial utili
-ada. Para as concentracoes iniciais mais elevadas dos carboi-
iratos, a reducdo da produtividade pode, de gualquer modo, ser
~onseqii®ncia da agdo inibidora da sintese énzimética pelo agt-

~ar inicialmente adicionadeo, e, ainda presente no caldo de cul-~

Lura.

L2, Penfil da sintese de o-amilase por Bacillugs subtifis ATCC

5018

Algumas linhagens de Baciflus produzem a—amilase deg
A2 .. infecio do seu crescimento, enguanto outras produzem a enzi
s oanmnas apbs a fase exponencial. Assim, a gsintese de o-amila
€ tep Baedllflus stearotheamophifus (62) fol observada ja duran
2 9 fage logaritmica de crescimento enguanto que a de Baclllus
subitivis (13, SB), Bacillus amifoliquefaciens {12) e Bacillus
Fidbey i fonmis (51) foi observada apenas apds a fase exponencial.
#9% we notar, porém, que ha muita controvérsia sobre a fase
4+ “itncimento microbiano em que a o-amilase de Baclllus subtilfis
¢ #ibtitigada. A a-amilase de Bacilflus subfifis Marburg, por

st IRIE . . . . . . .
: g'”a fni sintetizada durante o crescimento microbiano COom
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um grande aumento da velocidade de sintese apds a fase exponen-
cial (53}. A enzima, no entanto, foi sintetizada por: Baclflus
subtifis W23, a uma velocidade constante apenag durante o cres—
cimento exponencial, com uma produgac nula na fase pos logarit-
mica de cregcimente (64). Varios fatores podem contribuir para
as diferencas observadas nesses resultados, como a metodeologia
empregada para quantificar a enzima, as caracteristicas pripries

do microrganismo e a composicao do melo de cultura.

PRIEST (47) atribui 3 composigao do meic de cultura
o fato de alguns pesquisadores terem observado que a sintese de
n~amilase por Baciflfus subtilfis & linear durante todo o ciclo
de crescimento. Segunde ele, um meio de cultura de composigao
pobre pode reduzir ¢ crescimento microbliano e conseguentemente
as diferencas de velocidade de sintese da enzima nas diversas
fases do crescimento. LAMPEN (33) sugere por sua vez gue as li-
nhagens japonesas de Bac{lfus subtfilis sac particularmente sen-
siveis 4 repressdo por metabdlitos, de modo gue a enzima € sin-

tetizada apenas gquando a fonte de carbono € consumida.

0s resultados obtidos ne experimento delineade no
item 3.3.f. s30 mostrados na Figura 39. A produgao de c—amilase
por Bacillfus subzifis ATCC 601B tem inicio na fase exponencial
de crescimento, conforme revela a atividade sacarificante, com
um grande aumento da velocidade de sintese na fase estacionaria.
Como a producac da enzima na fase exponencial de crescimento &
lenta e sua concentracdc muitc baixa, ela nao & detectada pelo
método menos sensivel empregado para a medida da atividade dex-—

trinizante.

A maior velocidade de sintese enzimatica ocorre ao

mesmo tempo em gue ocorre a esporulacac do  Baedlllus sublifis
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ATCC 601B, num comportamento semelhante ao cimerka}cmnﬁaaiiiué
subtifis Marburg linhagem 168 (16). Tal fato poderia sugerir que
a esporulagac e a sintese de n-amilase fossem fendmenos interde
pendentes, de modo gue a esporulagac fosse imprescindivel para
a sintese da enzima ou vice-versa. DANCER et afifl (186) e SHAEFFER
(52}, porém, observaram a producac de e-amilase por Bacillus
subtilis mesmo em condicdes onde nde ocorria a esporulagac. Con
cluiram entdo gue, embora se déem ac mesmo tempo, a esporulacao
e a sintese de oc—amilase sac fendOmenos independentes gue se ma-
nifestam como consequéncia de mudangas nas funcoes vegetativas
da célula decorrentes de alteragdes no meio de cultura ao final

da fase exponencial,

4.3, Efeito da concentragdao pepiona sobre a sintese de o-amilase

As Figuras 40 a 44 mostram as curvas de crescimento,
de pH & de sintese de c-amilase por Baciffus subfifis ATCC 601B.
verifica-se na Figura 41 que na auséncia de peptona hd uma ina-
rivagio enzimitica entre 48 e 72 horas de fermentagao. Esse re-
sultado sugere que a peptona, ou algum produtc do wmetabolismo
microbiano produzido somente na sua presenga, contribui para a
estabilizagao da enzima no caldo de cultura. Para os demais
meios de cultura a concentragao de a—amilase no caldo de cultu-

ra aumenta durante as 72 horas de fermentagao.

pela Figura 45 tem~se gue a melhor concentragao ini-
cial de peptona para a produgac de ws~amilase por Bacillus subtifdis
ATCC 601B no meio de cultura considerade & 10,0g/1, pois comela
se obtem a maior concentragao enzimatica ao final de 72 horas de

fermentagac. Acima dessa concentragac ha um decréscimoc na pro-
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concentragao

enzimatica O-0) com o tempo de fermentagac em meio de cultura basico

contendo peptona 12,5g/1, dextrina ,0g/1 e extrato de levedura 5,0g/1.
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FIGURA 45. Variacao da concentragdoenzimatica maxima em fungao

inicial de peptona no meio de cultura.
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ducac da enzima. BAJPAI ef aldii (5) estudando o efeito da con-
centragao de peptona sobre a sintese de e—amilase por Baciflus
Lichenifonmis TCRDC-B13 observaram, igualmente, gque a producdo
da enzima aumenta para as concentragces de peptona compreendi-
das entre 2,5 e 10,0g/l. A produgac de s~amilase pela linhagem

diminui para concentragoes de peptona superiores a 10,0g/1.

A Figura 46 mostra gue a concentracaco enzimitica ma-

xima {Em } aumenta com o aumento da concentragao celular mixi-

ax

ma {X ’.
max

Pela Figura 47 observa-se gue em meic de cultura

isento de peptona obtém-se uma produtividade superior & observa

da nos demais meios, provavelmente como consegquéneia finica do

menor tempo de fermentacac. Essa observagac & corroborada pelos

resultades da Figura 48 gue mostra gue a relagao E JX na

max’ “max’
faixa de 0 a 10g/1l independe da concentracao inicial de peptona
no meio de cultura, de modo gue a maior produtividade cbservada
em meio isento de peptona se deve ac menor tempo de fermentacao
necessario para obter a atividade enzimatica mixima. Os resulta
dos sugerem gue a peptona nao afeta a sintese de amaﬁilase mas
apenas o crescimento celular. Afetando o crescimento celular, no

entanto, esse componente do meio de cultura afeta a quéntidade

total de enzima produzida.

4,4, Efedito da concentracac inlelal de exitrato de Levedura so-

bre a sintese de w-amifase

O extrato de levedura & usado nos meios de cultura
como uma fonte alternativa de vitaminas, amincdcidos, minerais

e outros fatores gue proporcionam um bom desenvolvimento de mi-
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FIGURA 47, Variacao da produtividade global em funcao da concentracao inicial  de

peptona no meio de cultura.

#* Considerando a COBCPﬂtYuQiO enzimatica maxims, & cancentragao celular maxima atingida no seio de cul
tura ¢ o LEmpO necessario para ocorrar a concentracac enzimatica maxima.
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crorganismos (1). Por conter nutrientes que afetam a produgac
de s-amilase por microrganismos do género Bacillus, considerou-
~-ge importante estudar o efeito do extrato de levedura sobre a

produgido de w-amilase por Baciflus subti{lis ATCC 601B.

As Figuras 49 a 52 mostram as curvas de crescimento,
de variagho de pH do caldo e de produgac de o-amilase por
Baciflus subtilis ATCC 601B em meios de cultura contendo extra-
to de levedura em diversas concentracdes conforme experimentos
delineados no item 3.3.¢. Essas Figuras mostram gque em meio de
cultura sem extrato de levedura a lise celular, avaliada pela
reducdo da concentragac celular, ocorre a um menor tempo de fer
mentacio. Pode-se observar também que a concentragao celular apls
10 horas de fermentacdo & maior nesse meio de cultura do que

nos demais.

apesar de se observar um bom desenvolvimento micro-
piano em meio de cultura isento de extrato de levedura (Figura
49), a producdo de enzima no caldo apds 72 horas de fermentacao
& inferior a cbservada nos caldes ac qual se adicionou O CompoO—
nente (Figura 53}, sugerindo uma certa importancia do extrato

de levedura na sintese de o-—amilase pelo microrganismo.

A PFigura 54 mostra gue para concentragoes iniciais
de extrato de levedura iguais a 2,5g/1, 5,0g/1 e 10,0qg/1 ha um
aumento da concentracdo enzimdtica mdxima com o aumento da con~
centragao celuiar mixima. HA no entanto uma concentragdo enzima
+ica maxima bastante baixa no meio de cultura isento de extrato
de levedura apesar de se observar uma elevada concentragao celu
1ar. Esses resultados sugerem um forte efeito do extrato de le-~
vedura sobre a sintese de ws-amilase por Baciflus subtlifis ATCC

601B.
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FIGURA 54. Variacdo da concentragap enzimatica maxima em fungao da concentragao ce
fular maxima atingida em meios de cultura com diferentes concentragoes
iniciais de extrato de lavedura. & extrato de levedura 0,0¢/1, 0
extrate de levedura 2,5g/), e extrato de levedura 5,0g/1, & extrato

de levedura 10,0¢/1.
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A Figura 55 mostra que ha um estimulo da sintese de
s-amilase pelo extrato de levedura de meodo que a medida que se
aumenta a concentracac inicial do componente no meio de cultura

SX . Obgserva-se no entanto um limite da

aumenta a relacao E
um a ¢ m ax

ax
ordem de 5,0q/1 para a concentracgac inicial do extrato de leve-
dura; acima do gual um aumento da gquantidade inicial do compo-

nente adicionada diminui a produgac da enzima.

A Figura 56 mostra gue, num comportamento semelhante
/X

ca global aumenta com a adigao de extrato de levedura até um 1i

ao observado para a relacao E a produtividade enzimati

max’ “max’

mite de 5,0g/l. Observa-se também uma redugao da produtividade
global & concentragac inicial de extrato de levedura igual a

10, 0qg/1.

0 efeito positivo do extrato de levedura sobre a sin
tese de o-amilase por Bacillus subtilfdlis ATCC 601B, contrasta com
o efeito do componente sobre a producac da enzima por BaclLLus
amylobiquetaciens . ALAM e alil (1), num estudo semelhante so-
bre o efeito do extrato de levedura sobre a sintese de o-amila-
se por Bacilflfus amyloliquefaciens, observaram gue a sua adicao
éo meio de cultura, onde a fonte de carbono era glicose, em con
centragoes inicials superiores a 2,0g/1 diminuia a produiividaw
de glcbal da enzima. Esses pesquisadores observaram que a con-
centracac inicial de extrato de levedura igual a 5,0qg/1 por exem

plo ndo havia produgac de o~amilase.

As diferencas entre os resultados obtidos para 0
efeito do extrato de levedura sobre a sintese de w-amilase por
Baoillfus subtifis ATCC 601B e pelo Bacilfus amyboliquefacdiens
podem ser devidas, além das diferengas genéticas entre as linha

gens, a composicao dos meios de cultura empregados 1nos  experi-
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mentos. Sequndo os resultados obtidos por Baciflus subZilis ATCC
601B, a glicose retarda a sintese de g-amilase enguanto favore-
ce o crescimento microbianc. Assim, se o tempo considerado para
o cilculo da produtividade enzimatica global (nao mencionado pe
los autores) por Bacibflus amyfoliquefaciens nao fol suficiente-~
mente elevado, pode-se ter observado uma alta biomassa e uma

baixa concentracdo enzimatica, resultande em um baixo valor de

/X .

X .
max’ max

4.5, Eeito da fempeaatura de incubagdo sobre a sintese de o-aml

fase

as Figuras 57 a 60 nostram as curvas de crescimento,
de variaclo de pH e da concentragao de c-amilase em meio de
cultura inoculado com Bacd{flus subifilis ATCC 601B incubado a

20%c, 339, 37°%c = 40%c.

0 microrganismo se desenvolve bem em gualquer das 4
temperaturas experimentadas. Nos casos onde a incubagao foi fei
ta a 30°C e 339C a concentracao maxima de enzima € obtida apos
48 horas de fermentacac. As temperaturas mais elevadas de incu-
bacdo a concentragdo enzimitica aumenta até 72 horas de fermen-

tagao.

A Figura 61 mostra gue a concentragao enzimatica ma-
xima aumenta com ¢ aumento da temperatura de incubagac na faixa
de 30° a 37°¢c, havendo uma redugdo a 40°C. 0s resultados dessa
Figura sugerem gue 37°C, dentre as temperaturas estudadas, & a
temperatura de incubacdio mais apropriada para a produgac de

s-amilase por Baciflus subfiiis ATCC 601B.

Observa-se pela Figura 62 gue a relagao entre a con-
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centracac enzimatica maxima (Emax) e a concentragac celular mé-

wima (Xm X) aumenta com o aumento da temperatura de incubagao

be

-~

na faixa de 30°C a 37%. A 40°C houve uma menor produgdo de en-
zima por upnidade de massa celular do que nas demais temperatu-
ras testadas. Esses resultados revelam gue 37% 3 a temperatura
de incubacdo mais apropriada para a gsintese de a-amilase poY

Bacilius subtifis ATCC 601B.

A Figura 63 mostra a variacdo da produtividade glo-
bal de s-amilase nas diferentes temperaturas de incubagao. O
comportamento da variacao da produtividade global & semelhante
ac obgervado para a relagao Emax/xmax (Figura 62). Nessa, no ei
tanto, observa-se uma menor diferenga entre os resultados obti-
dos a 33°C e a 37°C como consequéncia dos diferentes tempos de
incubacio necessarios para se obter a concentracao  enzimatica
maxima.

As temperaturas de incubacdo do BacdllLlus subtilis
ATCC 601B mais apropriadas para a producdo de a-amilase 530,
portanto, aguelas proprias para a jncubacio de microrganismos me
adfilos. Normalmente as temperaturas empregadas para a produgao
da enzima por outras linhagens de Bacillus subtilis variam en-

tre 30°% e 379 (4, 24, 30, 35, 44, 58, 66, 68) .

4.6, Efeito do pH indcial do meio de cultura scbre a preducdo

de a-amifase

A linhagem Bacillus subtillis ATCC £01B nao se desen-—
volveu em meios de cultura cujos valores de pH iniciais foram

ajustados a 4,0, 5,0 & 1G,0.
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FIGURA 63.variagao da produtividade global em funcao da temperatura de incubagao.

% fonsiderando a concentracas enzimitica maxima, a concentragde telular waxima atingida oo melo de cul
tura & o tempo pecessdrio para ocorrer a concentragad enzimatica maxima.
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0 crescimento microbiano, a variagaoc do pH e a produ
cao de a-amilase nos caldos de cultura cujos valores iniciais de
pH foram ajustados a 6,0; 6,5; 7,0; 8,0; 8,5 e 9,0 Sap apresen=—
tados nas Figuras 64 a 69. Observa-se em todos os Caseos um bom
crescimento microbiano com aumento da concentragac enzimadtica

durante as 72 horas de fermentagao.

& Figura 70 mostra a variagdo da concentracgdo enzimi
tica com o pH inicial do meio de cultura. A produgac de enzima
aumenta com o aumento do pH inicial na faixa de 5,0 a 7,0 onde
atinge o seu valor mdximo. Observa-se também uma redugac da guan
tidade de enzima produzida a valores de pH iniciais superiores

a 7,0,

As Piguras 71 e 72 mostram as variacgoes da relagao
entre a concentracdo enzimdtica mdxima e a concentragao maxima
(E /X } e da produtividade global, respectivamente, com OS

max’ “max
valores de pH inicial do meio de cultura. As duas curvas apre-
sentam o mesmo comportamento Com um maxime ac valor de pH ini-
cial igual a 7,0. O fato de se obter um valor maximo paxa a re-
o X a pH inicial igual a 7,0 sugere gue a esse -
lacao Emax/ nax & PH 1 i g , g g s va

ior de pH inicial a sintese de o-amilase por Bacillfus subtilis

ATCC 601B & favorecida em relacgdoc aos demais.

0s resultados obtidos para o efeito do pH inicial do
meio de cultura sobre a sintese de s-amilase por Baciflus subtilis
ATCC BOIB mostram o comportamento normal dos Bacilflus subtiliis.
Normalmente as linhagens desse género saco incubadas em melios de

cultura com pH inicial da ordem de 7,0 (4, 24, 44).
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FIGURA 65. Variacao do pH (£&), da concentracac celular (o) e da concentracao
enzimatica {o-o) com o tempo de fermentacap em meio de cultura bésico
contendo dextrina 4,0g/1, peptona 10,0g/1 e extrato de levedura 5,0g/1

com pH ajustado a 6,5 antes da esterilizagao.
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CIGURA 67. Variacao do pH (&A), da concentracac celular (e®) e da concentragao
enzimatica (e~s) com o tempo de fermentacac em meio de cultura basico
contendo dextrina h,0g/1, peptona 16,0g/1 e extrato de levedurs 5,00/1

com pH ajustado a 8,0 antes da esterilizagac.
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FIGURA 72. Variacdo da produtividade global em funcdo do pH inicial do mejo de cul

tura.

% Considerandc 4 SONCENLTacac enzimdtvica mAxima, a concentragac celular mazima atingida no meio de cul-
tura € 0 tempy necessario para ocorrer a concentragao enzimatica maxima.
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4.7, Estabifidade fermica da a-amifase baufa

A e-amilase na solugdo enzim@tica nao dialisada man-
tém 100% da sua atividade inicial apds 25 horas de aquecimento
a 37°C (Figura 73). A estabilidade da enzima na solugao diali-
sada, submetida ao mesmo tratamento térmico, & bastante infe-
rior 3 sua estabilidade na solucdo ndo dialisada. H& na solugao
enzimatica dialisada submetida ao mesmo tratamento térmico uma
perda de atividade inicial da ordem de 35% {Figura 73). Um dos
fatores gue, oprovavelmente, contribuem para a maior egtabilida-
de da a~amilase na solucdo ndo dialisada & a presenga de Ions
Ca+2 e Mg+2, inicialmente adicionamos ao meio de cultura e ex-

traidos no processo de diadlise.

A a-amilase na soluclo enzimdtica nao dialisada man-
+Bm cerca de 84% da sua atividade inicial guando  aguecida a
60°¢C por 30 minutos (Figura 74) ou 96% qgquando aguecida por 30
minutos a 50°C (Figura 73) . A enzima na solucao enzimédtica nao
dialisada & mais resistente 3 destruigao térmica do que a a~ami
1ase cristalizada de Baclllus subtifis estudada por OGASAHARA
ef alii (50). Esses pesguisadores observaram que a o-amilase
cristalizada, em solucdo a pH 7,%, perde 50% da atividade ini-
cial guando aquecida por 30 minuﬁos a 60°C ou 25% gquando agueci
da por 30 minutos a 50°C. F possivel, porém, gque a maior establ
lidade da o-amilase na solugaoc nao dialisada se deva somente 2
presenca de lons Ca+2 adicionados inicialmente aomeio de cultu-

ra e nic adicionados a solugao da enzima cristalizada.

A Figura 74 mostra gue um aumento na temperatura de
agquecinento de 50°¢ para 60°¢C implica numa redugao bastante acen
tuada na estabilidade da c-amilase. A enzima em solugao nao dia

lisada aguecida durante 40 minutos a 50°C perde cerca de 5% da
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FIGURA 73. Estabilidade térmica da a-amilase. HE?OC, &—QB?OC caldo dialisado,
s 50°C, @—a 50°C com 1OmMCa+2, -0 50°C com 20mMCa’, 00 50°C  com

1,3% de amido.
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FIGURA T4. Estabilidade térmica da o-amilases e—e 60°C, K& 50°c, o 50°¢C
EDTA, 00 80°C
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sua atividade inicial, enguantc que guando aguecida a 60°¢ per-
de 40% no mesmo intervalo de tempo. Um efeito semelhante da va-
riagac desses 10°C sobre a estabilidade de p-amilase produzida
por Bacillus subtilis foi observada por TODA ef aflil (59). Esses
pesquisadores observaram uma perda de 10% e 70% da atividade da

enzima tratada com EDTA a 50°C e 60°C respectivamente.

A a~amilase na solucdao enzimdtica nao dialisada per-
de 100% da sua atividade guando aguecida durante 10 nminutos a

80°C (Figura 74).

A estabilidade térmica da a-amilase produzida por
Bacillfus subtilis ATCC 601B na solugdo enzimdtica nac dialisada
& maior na presenca de amido do que na sua auséncia. Apds 5 ho-
ras de aquecimento a 50°C a atividade enzimatica remanescente &
de 73% na presenca do carboidrato e de 69% na sua auséncia (Fi-
gura 73). As curvas da Figura 74 mostram gue na presencga de ami
do ocorre uma estabilizacao da enzima apbs 1 hora de aquecimen~
to. Assim, embora no inicio do tratamento térmico a atividade
enzimdtica remanescente na solugao sem amido seja maior do gue
com ele, com o decorrer do tempo de aguecimento a situagac se
inverte com uma maior atividade remanescente na solugao conten-
do o polissacarideo. E possivel gque esse também seja © Cbmportg
mento da solugac enzimitica em outras temperaturas, o que possi
bilitaria, o seu emprego na hidrdSlise de material amilédceo em

processos a temperaturas elevadas.,

a adicdo de cdlcio & solug@o enzimdtica nao dialisa-
da aumenta a resisténcia térmica da a~amilase conforme mostram
os resultados da Figura 73. Apds 24 horas de aguecimento a 50%
a enzima mantém apenas 25% da sua atividade inicial na solugao

nide dialisada. A adigao de 10mM ou 20mM de cat? elevara essa por
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centagem para 654% e 100% respectivamente. KENNEDY et allil  (29)
també&m estudaram o efeito do Ion Ca+2 sobre a estabilidade tér-
mica de uma enzima bruta de Baciflus sibiilis {(Ref. JFK}) e ob-
servaram igualmente que o fon em solugdo estabiliza acentuada-
mente a enzima. Nesse casc foi observado gue enguanto o agueci-
mento por 24 horas a 60°C na presenga, de 10mM Ca+2 causava uma
radugao da ordem de 5% na atividade enzimatica, o mesmo trata-
mento na aﬁséncia do lon causava uma redugao de 30% no mesmo in

tervalo de tempo e na mesma temperatura.

; - . +
Resultados que comprovam a importancia do fon Ca 2

na estabilidade térmica da w—amilase foram obtidos gquando se adi
cionou 10mM de EDTA 3 solucdo enzimdtica nac dialisada. Pode-se
observar na Figura 74 gue a adigao dessa quantidade do guelante
3 solucido enzimdtica fez com que O comportamento da enzima ague
cida a 50°C se assemelhasse ao observado a g0%c. Na auséncia de
EDTA a enzima mantém, por exemplo, 8%% da sua atividade inicial
apds 1 hora de aquecimento a 509. Na presenga do guelante a
enzima mantém apenas 9% da atividade inicial apds 20 minutos de

aguecimento & mesma temperatura.

A a-amilase produzida por Bacillus subtilis AXX 601B
se mostrou menos sensivel aoc tratamento térmico com EDTA do gue
s n~amilase cristalina de Bacllffus subitilfis estudada por OGASA—
HARA et alii (50). Essa enzima foi completamente inativada quan
do sua solucao a pH 6,5 fol aguecida a 50°C durante 15 minutos
na presencga de 10mM do quelante. A enzima bruta de Baclflus
subtilis ATCC 601B mantém, scb as mesmas condigoes, cerca de 12%
da sua atividade inicial. Provavelmente, ac menocs em parte, a
menor sensibilidade dessa enzima ao tratamento com EDTA se deve
tamb&m acs lons cat? livres na solucBo enzimdtica naoc dialisa-

da. Possivelmente neste caso, parte do guelante se combinaria
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com esses lons resultando numa menor gquantidade disponlvel para

complexar os ions da molécula enzimatica.

4.§. Efedito da femperatura sobre a atividade da a-amilase bruta

A g-amilase em sclugdo nac dialisada mostrou uma ati
vidade crescente entre 10°%C e 50°C, onde atinge o seu valor ma-
ximo. Entre 50°C e 80°C ccorre uma reducho da atividade enzima—
£ica numa taxa de 25% para cada acréscimo de 10%¢ na temperatu-
ya de hidrdlise (Figura 75%) ., A temperatura Stima ao redor de
50°%¢ & inferior a temperatura Gtima de outras a—~amilases de
Baeiﬁﬁqé subtilfis brutas {29, 38) ou purificadas (2, 64). Para
sstas enzimas a temperatura Stima de atividade amilolitica esta

na faixa de £0-70°C a pH 5,8-6,0.

4.9, Efeito do pH sobare a atividade da a-amifase bruta

A Figura 76 mostra O perfil da.atividade da a—amila-—
se em solucdo ndo dialisada com O pH do meio de hidrdlise.  Em
solucio tampdo de acido citrico - fosfato de sbdio © pH &timo
da enzima & 6,4. us uma redugao da atividade da ordem de 15% a
valores de pH iguals a 5,0 ou 7,0. Essa faixa de pH compreendi-
da entre 5,0 e 7,0 coincide na literatura {2} . WELKER 2% alid

{64) obtiveram para 4 a—amilase de Bacilflus subtifis purificada
pH &timo igual a 6,3, por exemplo.
KENNEDY et alii (29} trapalhando com a-amilase bruta

de Bacillus subifilis obtiveram valores Htimos de pH iguails a

5,8 ¢ 5,0 em tampao acetato e Trigs-acido—~acético respectivamens
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FIGURA 75. Efeito da temperatura sobre a atividade da a-amilase.

% prividade enzimdtica mAxima foi considerada como 100%.
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FIGURA 76, Efeito do pH sobre a atividade da a~-amilase. g-mtampao citrato de 50
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tampBefosfato, g—a tampao borato de sodio = HCL.

% A arividade enzimatica maxima foi conslderada como 100%.
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te. A atividade da w-amilase bruta de Baciflus subtifis AICC 601B
tambdm varia nao apenas com o valor do pH mas também com a com-
posicao da solugdo tampac empregada. A Figura 76 mostra como  a
composigao da solucdo tampao afeta a atividade da a-amilase pro
duzida por Baciflus subtifis ATCC 601B na faixa de pH entre 3,0
e 6,0. Pode-se cobservar pela Figura qgue a pH 6,0 em solugao tam
pdo de acide citrico ~ fosfato de s6dioc obtém~se 96% da ativida
de enzimitica maxima e em tampao de Acido citrico - citrato de

a5dic obtém-se 86% da atividade.

4.10. Candten o ou 8 amilolitice da enzima

A Figura 77 mostra a rotagdo Stica da mistura de di-
gestao do amido pela amilase produzida por Bacillus subtillis ATCC
601B. A rotacdo otica do digerido que a pH 6,0 & igual a *1,38°
passa a sey *1,34% a pH 10,8. Segundo ROBYT 24 alii (48)e BOYER
et alii (7), a redugaoc da rotagao Otica do digerido sob ‘adigao
de alcali indica a presenca de aglcares com carbono anomérico na
posigdo a, revelando assim que a enzima hidrolitica € uma c—ami

lase.

4.11. Acio hidrolitica da a-amilase sobre amido

0s produtos da hidrdlise do amido pela a~amilase de
Bacillfus subtifis ATCC 601B sao mostrados na Figura 78. Nao ze
nota diferenca entre os acglicares obtidos com 24 ou 48 horas de
nidrolise, provavelmente porgue apbs 24 horas a hidrdlise do

substrato estava completa. Considera-se pouco possivel ter havi
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FIGURA 78. Analise cromatografica dos produtos de hidrolise do amido pela

a-amilase de Bacillus subtilis ATCC 601B.

1 - Mistura de padroes: G, (glicose) G, (maltose), G3 (maltotriose),
G

Gh(ma]totetraose), G5 (maltopentaose), 6 (maltohexaose), G7 (malto-

heptaose) .

2 e 3 - Produtos da hidrolise de amido resultantes da acao da enzima

por 24 e 48 horas repsectivamente.
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do uma inativacio da enzima porque além de ser naturalmente bas
tante estdvel a 37°C, a presenca do substrato garante-lhe uma
maior resisténcia ao tratamento térmico (ver item 4.6.). Os ag
cares preponderantemente formados sao a maltose e a maltotrio-
se. Em menores proporgoes aparecem também a maltopentacse, mal-

tohexaose e maltcheptacse.
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CONCLUSOES

A linhagem Bac{ffus subtilfis ATCC 601B produz g~amilase  em
meio de cultura contendo glicose como Unica fonte de carbono

sendo portanto uma enzima constitutiva.

A sintese da enzima sofre repressac catabdlita em meio de
cultura contendo glicose, amido soliivel, dextrina e lactose.
A repressac catabdlita & tanto mais acentuada guantc maior 2

a concentracao inicial de glicose, dextrina e amido solivel.

As concentragoes inicials mais adeguadas de glicose, amido s©
1fivel, dextrina e lactose para a producac de og-amilase sao

respectivamente, 0,1 ou 30g/1, 20g/1, 10g/1l e 16,0g/1.

0 efeito da fonte de carbono sobre a atividade enzimdtica es

pecifica global (Emax/xmax) de?ende da concentracao inicial
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do carboidrato. Porém, para as concentragﬁes iniciais de car
boidratos compreendidos entre 1,0g/1 e 20,0g/1 a atividade
enzimatica especifica global & maior para a dextrina, segui-

da de amideo sollvel, lactose e por Gltimo a glicose.

Os resultados sugerem gue a sintese da enzima € estimalada por
carboidratos provenientes da hidrdlise de amido solivel e
dextrina e/ou por metabdlitos formados durante a fermentacgao
em meios de cultuia contendo inicialmente dextrina, amido so

lavel e glicose.

Tanto a glicose guanto a dextrina sao boas fontes de carbono
para a produgao de s-—amilase quando empregadas em concentra-
gbes iniciais iguals a 0,1g/1 e 10,0g/1 respectivamente. A
primeira por proporcionar uma elevada congentragao celular e
a sequnda por produzir metabdlitos ou produtos de hidrdlise

gue estimulam a sintese enzimatica.

A lactose se mostrou a fonte de carbono menos adeguada para
a produgao de a-amilase gquando empregada em conéentraqées ini
ciais compreendidas entre 5g/1 e 30g/1l. 0 efeito da lactose
se deve principalmente ac baixo desenvolvimento do microrga-

nismo no meio de cultura.

A produgao de w-amilase em melo de cultura contendo glicose
come fonte de carbono se da mesme durante a fase logaritmica
de crescimento. A maior produgée da enzima foi, no entanto,
observada durante a fase estacionaria e de lise celular, coin
cidindo com a fase em gue ocorre a esporulacao do microrga-

nismo.
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pentre as concentracoes iniciais de peptona estudadas a mais
adequada para a produgac de a-amilase foi 10,0g/1. A adigdo
de peptona ao meic de cultura em concentracoes variando en-
0,0q/1 e 12,5g/1 afeta o crescimento celular e nao a sinte-

se enzimdtica propriamente dita.

A concentragao de extrato de levedura mais adequada para a
producdo de o-amilase foi 5,0g/l. O efeito do extrato de le
vedura se manifesta diretamente sobre a gintese da enzima e

nac apenas sobre o desenvolvimento do microrganismo.

A temperatura de incubagdo e o pH inicial do meio de cultu-
ra mais adequados para a sintese de a-amilase foram 317% e

7,0 respectivamente,

A enzima bruta em solucdo ndo dialisada mantém 100% da sua
atividade inicial apds 25 horas de incubacaoc a 37°%¢, perden
do totalmente a sua atividade apds uma incubagao por 10 mi-

nutos a BOOC.

amido soliivel e calcio estabilizam a enzima enguanto. gue a
adicao de apenas 1l0mM de EDTA & guficiente para desestabi-

liza~la completamente.

O pH e a temperatura Bdtimos da enzima estac ao redor de 6,4
e 50”C respectivamente em solugdo tampao Acido citrice -fos

fato de sodio.
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15. A an3lise cromatografica revela gue nao hd formagdo de gli-
cose guando o amide sollvel & submetido & acao da enzima a
37°C e a pH 6,0. © amido soliivel gquando hidrolisado pela
enzima produz maltose, maltotriose, maltopentaocse, maltohe-

xaose e maltoheptaocse,.
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