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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo caracterizar bioquimicamente uma enzima
amilasicaextracelular de um fungo de solo mesofilo (Aspergillus).
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1. Introducao

As enzimas amiloliticas, hoje, tém um importante papel industrial.
Elas sdo usadas na producao de xarope de glucose, pelahidrélise do amido
daglucose, o qual geramente é usado na producéo do etanol.

Enzimas amiloliticas de fungos termdfilos e termotol erantes tém sido
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procuradas, pois ha passos nos processos industriais que necessitam de
enzimas resi stentes a temperaturas mais el evadas.

O fungo filamentoso Aspergilus fumigatus € um fungo termotol erante.
Ele produz duas enzimas amiloliticas que foram pouco pesquisadas até o
presente momento. Uma cepa foi isolada pela Dra. Rosane Peralta e uma
caracterizacdo inicia de suas enzimas extracelulares realizada (PERALTA
e DOMINGUES, 1993; PLANCHOT e COLONNA, 1995; HIZUKURI et
al., 1988).

2. Materiais e métodos
2.1. Microorganismo

O fungo Aspergillus fumigatus usado foi isolado durante um progra-
ma de sele¢do de microorganismo do solo produtor de amilase (PERALTA
e DOMINGUES, 1993) e armazenado em meio agar-batataa 4° C.

2.1.1. Condigdes de crescimento

Produc&o de enzimacruaem culturaliquida. A suspensdo de esporos
foi usada como in6culo erlenmeyer para 250 ml de meio de culturaVoguel
(MONTENECOURT eEVELEIGH, 1977) efarelo de aveia 2% dissolvido
no meio. O organismo foi cultivado a 30° C sem agitacdo. Depois de 6 dias,
omicdiofoi filtrado sobre papel filtro e estocado a- 15° C parauso posterior.
Purificagdo de glucoamilase extracelular. O filtrado cru (100 ml) foi preci-
pitado com sulfato de aménio, a 75% de saturagéo e a 4° C. Colocou-se 0
precipitado (do filtrado cru da cultura citada acimae precipitado com sulfa-
to de ambnio) para centrifugar (11000 g, 30 minutos, - 40° C), dissolvido
em tampdo KH_PO* NaOH, 50 mM, pH 6, e o centrifugado insol(vel foi
removido (ressuspendido) e dialisado em membrana de celulose porosa.
Passou-se 0 sobrenadante (volume 15 ml) por umacolunade DEAE —celu-
lose (50 ml), equilibrado com 100 ml de tamp&o acetato, depois eluido com
um gradiente de 0 mM a 300 mM de cloreto de sédio. Fragtes de 10mL
foram coletadas.

2.1.2. Testes enzimaticos
A atividade de digestdo de amido das enzimas do filtrado de cultura
foi testada de dois diferentes modos:
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2.1.2.1 Teste daglucoamilase: mede aliberago de glicose do amido
pelo teste de glicose-oxidase-peroxidase (BERGMEY ER e BERNT, 1974)
utilizando-se uma suspenséo amido a0,5% em tampéo KH,PO*- NaOH; 50
mM, pH6, 36° C, por 10 minutos.

2.1.2.2 Teste de o-amilase: A atividade dextrinizante do filtrado em
culturafoi determinada pelo teste iodométrico, como descrito em Wilson e
Ingledew (1982).

Em ambos os casos, amostra de enzimas sdo diluidas apropriada-
mente para manter a linearidade sobre o intervalo do teste.

2.1.3. Cromatografia dos produtos de hidrdlise

A acdo de enzima sobre amido solUvel era monitorada em papel
cromatogréfico em tempos de incubacdo fixos. A glucoamilase homogénea
(um ml contendo 0,669 U enziméticas) eraincubada com um ml de amido
soltvel (0,5%) em KH? PO, - NaOH, tamp&o 50mM pH 6. Depois de 10
minutos e de duas horas, areagéo era parada, fervendo-se e estocando-se a
-4° C, para uso posterior. Amostras (5 ml) foram colocadas sobre papel
Whatmam n. 1 e a cromatografia descendente realizou-se em temperatura
ambiente com um sistema de solvente, butanol, piridina e agua (6-4-3)
(GAILLARDY, 1953). A cromatografia foi revelada com nitrato de prata
(MAYER e LARNER, 1959).

2.1.4. Determinagéo do contelido de proteinas
Estimado pelo método descrito por Lowry et al. (1951) usando
albumina sérica bovina como padréo.

2.1.5. Efeito de sais e outros reagentes

O efeito dos saisde vérios cations, como Mg*?, Ca?, Fe'®, Co*2, Mn*?,
Zn*?, Cu*?, NH,*, Na, K*, Pb*? e Hg*? (cada um com 10 mM e Mg com 10,
20, 50, 100 mM), e reagentes como EDTA (10mM), na atividade de
glucoamilase, fora examinados.

Estudou-se a especificidade de substrato da enzima, a amilase
purificada (item 2.1.1), em testes de atividade padrdo como o descrito aci-
ma (item 2.1.2.1), com uma variedade de dissacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos incubados a 36° C por 10 minutos.
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2.2. Efeitos da temperatura

A temperatura 6tima de atividade enzimatica foi determinada com
amido solUvel para astemperaturas nafaixade 25 a81° C, sendo as outras
condic¢des padroes (% de amido, pH, tempo, e tamp&o).

2.3. pH o6timo

O pH 6timo foi determinado usando como substrato o amido sol vel
em tampdo glutamato 0,05 m (pH1,A2,5), tampdo aanina 0,05 m (pH 3 a
4), tampéo acetato 0,05 m (pH 4 a 5,2), tampé&o citrato 0,05 m (pH 5 a 6)
tampéo fosfato (pH 6,0 a7,0), glicina0,05m (pH 7,8 a8,7) etamp&o borato
0,05m (pH 8,9 a9,5).

2.4. Teste do glicogénio

O percentual restante de glicogénio depois de suahidrélise enzimética
foi determinado com uma solugéo de iodo-iodeto mais CaCl, saturado e
determinado col orimetricamente a 460 nm.

2.4.1. Capacidade de hidrdlise do amido cru

Para testar a capacidade de glucoamilase sobre o amido cru, que é
insolivel em &gua, foi feita a hidrélise enzimatica do amido usando um
erlenmeyer contendo 5 ml de amido cru (ele é preparado colocando-se o
amido diretamente em aguadei onizada, natemperaturaambiente) e 5 ml de
amido gelatinizado (ele é preparado colocando-se o amido em &gua
deionizada, e fervendo-se para a solubilizag&o, tornando-se uma solucéo
opalescente), todos a 1%, sendo que nos dois casos era colocado 5 ml de
enzimadiluida. A temperatura ambiente erade 27,5 °C, sob agitacdo de 80
r.p.m. depoisdostemposde0, 10, 30, e 60 minutos, foi retiradaumaaliquota
de 2 ml de cadavez.

Foi feito um segundo experimento com o amido cru, sendo gque 30
ml de uma mistura de substrato mais complexo amilolitico (glucoamilase
mais a oi-amilase) foi colocado em um erlenmeyer de 250 ml (um era o
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controle e o outro continha 50 U enzimaticas), o frasco e o amido foram
esterilizados e amanipul agdo feitaem ambiente estéril, o testerealizou-sea
37°C. Foram colhidas aliguotas de 3 ml nos tempos 0, 12, 24 e 36 horas.

3. Resultados
3.1. Producéo e separacao da glucoamilase

Foi conseguida a separacdo das enzimas o-amilase e glucoamilase
depois de vérios processos de purificagdo (sulfato de ambnia, DEAE-celu-
lose e didlise). A Tabela 1 apresenta 0 sobrenadante da cultura que foi pre-
cipitado com sulfato de aménio, em seguida passado por uma coluna de
DEAE-celulose, separando as enzimas amiloliticas em duas fragdes. A pri-
meira a sair foi a glucoamilase e a segunda a sair foi a o-amilase. Fez-se
uma cromatografia dos produtos da hidrolise das duas fragBes enzimaticas
isoladas. No cromatograma, o substrato foi 0 amido e os produtosde hidrélise
detectadosforam, nafracdo 1, aglicose e, nafragéo 2, aglicose eamaltose.

Foi estabel ecido um padréo de hidrélise por um longo tempo. Cons-
tatando-se que depois de 4 horas a glucoamilase provoca hidrdlise comple-
ta do glicogénio e do amido. Depois de 10 horas, restaram somente 15%,
conforme demonstrao Gréfico 1 e o Gréfico 2.

Tabela 1 — Resumo da purificagdo da glucoamilase no filtrado de cultura de
Aspergillus fumigatus

PASSOSDE V(ml) |ATIVIDADE (U/ml) | PROTEINA TOTAL
PURIFICACAO (mg/ml)
Filtrado inicial Cultura 400 18,75 1,0175

Precipitagdo com
Sulfato aménio 75% do

filtrado inicial de o 330,5882 51764
cultura.
Eluido do DEAE 56 33,4821 0,2232
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Gréfico 1 — Padrao de hidrélise do amido por um longo tempo, até a sua
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Grafico 2 —Padrdo de hidrdlise do glicogénio por umlongo tempo, até asuahidroélise
completa
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3.2. Caracteristicas fisico-quimicas

A temperatura 6tima foi determinada em 65° C (Gréfico 3) e o pH
6timo foi determinado como pH 5,0 (Gréfico 4). Como efeito dos ions
inibidores sobre a enzima, foi constatada sua inibicdo por varios metais
pesados, principalmente o Hg*, Pb*2, Fe'?, mas o quelante EDTA ndo a
inibe, e a presenca de célcio a estimula timidamente (ver Tabela 3).

A especificidade do substrato foi testada para 7 di, oligo e
polissacarideos, sendo que somente o amido, a amilose e a amilopectina
sofreram grande hidrolise enzimética (Tabela 2). A rafinose e lactose sofre-
ram uma pequena hidrélise enzimética, celobiose e PMP oi-glicosideo ndo
asofreram.

Depois de 60 minutos, a atividade hidrolitica da glucoamilase sobre
0 amido gelatinizado continuava atissima (43,35 U/ml), enquanto a ativi-
dade de enzima sobre 0 amido cru (1,58 U/ml) representava somente 3% da
atividade enzimética sobre 0 amido gelatinizado.

O segundo teste de hidrdlise de amido cru, desta vez sob um longo
periodo de incubacdo e usando o complexo amilolitico (glucoamilase e -
amilase), mostrou que ndo ocorreu hidrélise. No tempo 0, a atividade
enziméticafoi: controle (0,12 U/ml) e amostra (0,84 U/ml); e depois de 36
horas era: controle (0,12 U/ml) e amostra (0,84 U/ml).

Gréfico 3— Efeito datemperaturasobre aglucoamilase extracel ular de A. Fumigatus
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Gréfico 4 — Efeitos do pH sobre a atividade da glucoamilase extracelular de A.
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Tabela 2 — Especificidade de substrato da glucoamilase no filtrado de cultura de
Aspergillus fumigatus. A especificidade de substrato é expressacomo
porcentagem de hidrélise de cada substrato para aguela obtida com

amido.
SUBSTRATO PADRAO RELATIVO DE
HIDROLISE (%)

Amido 100
Amilose 93

Amilopectina 85

L actose 4,47
Rafinose 2.8
Celobiose n.d.
PNP o glicosideo n.d.

Obs: n.d., significan&o detectado.
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Tabela3— O efeito de possiveis ativadores ou inibidores da enzimaglucoamilasica
de Aspergillus fumigatus

{ON METALICO OU CONCENTRACAO (mM) ATIVIDADE
INIBIDOR RELATIVA %
Nenhum — 100
ZnS0O, 10 107,5
MnSO, 10 90,3
EDTA 10 102,8
FeSO, 10 18,9
Cl,Mg 20 124,4
Cl,Mg 50 96,5
Cl,Mg 100 99,1
Cl,Mg 10 94,3
CaCl, 10 110,3
CuSO, 10 98,9
HgCl, 10 0,21
PbNO; 10 774
CoCl, 10 97,5
NaCl 10 100,2
KCl 10 109,2
NH,CI 10 91,8

4. Discussdo e concluséo

A glucoamilase de A. fumigatus cultivada em meio liquido Voguel
com farelo de aveiamostrou ser maisféacil de purificar, envolvendo poucos
passos de purificagdo, que as glucoamilases de outros fungos ou meios de
cultura (ABE et a., 1988; BERGMANN et al., 1988; PLANCHOT e
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COLONNA, 1995; FUTATSUGI etdl., 1993; SPEKCA et al., 1991; GHOSH
etal., 1991; BHELLA e ALTOSSAR, 1984; TOSI e TERENZI, 1993; ALI
et al., 1994; SHAHA et al., 1993).

Nesta purificac8o foi obtidaumafragdo quefoi testada quanto ao pH
otimo de agdo, sendo que o valor obtido é parecido com o de outras
glucoamilases de microorganismos (FUTATSUGI et al., 1993; TOSI e
TERENZI, 1993; SPEKCA et a., 1991; BROWN et a., 1990; ALl et al.,
1990).

A temperatura 6tima de acdo da glucoamilase mostrou-se relativa-
mente altaem comparacdo a 7 fungos, j& pesguisados e descritos nalitera
tura, que tém suas enzimas amiloliticas (glucoamilase) com temperatura
6tima mais baixa (FUTATSUGI et al., 1993; TOSI e TERENZI, 1993;
BHELLA e ALTOSSAR, 1984; SHAHA et al., 1993; ALI et al., 1990).

O €feito de ions metdlicos sobre a glucoamilase varia muito de uma
para outra, mas em geral, metais pesados a inibem, como neste caso 0s
Hg", Pb*™? , Fe', o Ca? as vezes estimulam a sua atividade enzimética,
mas neste caso o estimulo foi pouco acima do padréo (verificado paraami-
do somente) (GHOSH et al., 1991; ALI e HOUSSAIN, 1991; ALI et a,
1994; SHAHA et a., 1993; BHELLA e ALTOSSAR, 1984, SPECKA et
al., 1991).

Devido ao fato de o Unico produto de hidrélise da glucoamilase ser a
glicose, comprova-se a classificagdo com uma enzima amilolitica
glucoamilasica. De acordo com os resultados dos testes de especificidade
de substrato, a glucoamilase foi capaz de hidrolisar ligagtes do tipo a1-6
(amido, amilopectina e glicogénio).

Os dados da hidrdlise sobre 0 amido cru e gelatinizado mostram que
aenzima eraincapaz de adsorver e hidrolisar o amido cru, provavelmente
devido a suainsolubilidade na dgua (pois o0 amido cru em &gua formauma
suspensdo, para dissolvé-lo em solucdo, é necessério fervé-1o).

Para comprovar essa incapacidade de hidrélise foi feito o segundo
teste, desta vez por um longo tempo (36 horas) e os resultados comprova-
ram incapacidade.

Recebido para publicacgo em 08/02/2000.
Aceito para publicag&o em 15/09/2000.
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ABSTRACT

This study aims at biochemically characterizing an extra-cellular amylatic
enzyme of a heat-tolerant soil fungus (Aspergillus).
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