
ODULIA LEBOREIRO NEGRÃO

PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇAO DE
GLUCOAMILASE DE Polyporus c irc in a tu s

Tese de Mestrado apresentada 
ao Departam ento de B io q u í­
mica da Universidade Federa l 
do Parará.

C U R I T I B A  
1 9 7 8



Tese orientada pela 

Dra. Glaci T.Zancan



1

A

Alfredo, Esperança 

e Olney.



SUMARIO

1 - INTRODUÇÃO .............................................................  6

2 - MATERIAIS E MÉTODOS ................................................... 15

3 - RESULTADOS ............................................................. 22

4 - TABELAS E FIGURAS .....................................................  25

5 - DISCUSSÃO ..............................................................  41

6 - RESUMO .................................................................  44

7 - REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ...........................................  45

8 - AGRADECIMENTOS ......................................................... 51



-6-

i n t r í j p u ç A o

A produção de enzimas amilolíticas por fungo é conhecida de muitos a 

nos, e entre estas aquelas que convertem o amido quase completamente em D - 

glucose receberam a denominação de glucoamilases e são de grande interesse 

industrial [28]. A terminologia neste campo é muito confusa, e estas enzi - 

mas são também chamadas de amiloglucosidase, a-glucosidase e y-amilase (15). 

Devido as controversias na terminologia, Okazaki em 1958 (39) sugeriu uma 

classificação para as amilases produtoras de D-glucose, em três grupos :

Grupo 1 - As Amilases que hidrolisam rapidamente ligações ( 1 + 4 )  e

(1 + 6) tais como as do amido e alguns oligossacarídeos como a panose, con­

vertendo-os completamente em D-glucose. A glucoamilase do Rhizopus delemar 

(50) é um exemplo deste grupo.

Grupo 2 - As Amilases produtoras de D-glucose mostrando fraca ativi­

dade para cadeias internas, de modo que sua ação sobre o amido é somente de

70-80%; por exemplo amilog-lucosidase do Aspergillus niger (21,42,43).

Grupo 3 - As Amilases anteriores hidrolizam amido e maltose, em con­

trastes com y-amilase do Aspergillus awamori sp. (28) a qual não tem ativi­

dade maltásica, mas liberam D-glucose a partir do amido.

Somente em 1965, a União Internacional de Bioquímica (IUB) aprovou , 

para os nomes comuns glucoamilase, amiloglucosidase e y-amilase, a nomencla 

tura sistemática de a 1,4-glucan glucohidrolase (E .C .3.2.1.3) (9).

Nos últimos anos, a glucoamilase (a-1,4-glucan glucohidrolase, E.C . 

3.2.1.3), tem assumido considerável importância por causa da sua habilidade 

em hidrolizar amido rapidamente para D-glucose com pouca formação de produ­

tos de reversão quando comparada com a hidrólise ácido do amido.

As glucoamilases vem sendo empregadas extensivamente na indústria a­

limentar, fotográfica, textil e do papel. As enzimas das mais variadas fon­

tes vem sendo empregadas, mas especialmente aquelas de microorganismos(28).

As glucoamilases de muitos organismos tem sido estudadas, principal-



mente no que tange às condições de cultivo, sua purificação e especificidade 

pelo substrato.

A glucosidase do Clostridium acetobutylicum, foi estudada por French 

e Knapp 1950 (11). Sua principal ação catalítica e hidrolítica foi observada 

sobre amido, dextrina e oligossacarídeos, onde houve remoção de unidades de 

glucose a partir da extremidade final não redutora.

D estudo da ação de enzimas amilolíticas sobre polimeros purificados 

do amido amilose e amilopectina, tiveram início em 1951, simultaneamente com 

os estudos de Kerr et al (21) e de Phillips e Caldwell (50). Kerr et al (21) 

estudaram a ação da glucoamilase do Aspergillus niger sobre a amilose e obti 

veram cerca de 60% de conversão em D-glucose enquanto sobre a amilopectina a 

conversão foi de 80%. Phillips e Caldwell (50) purificaram e caracterizaram 

uma amilase formadora de glucose, produzida pelo Rhizopus delemar, com alto 

grau de pureza e livre de a-amilase que aparecia no extrato cru. A ação da 

glucoamilase do Rhizopus delemar sobre amido converteu-o 90% em D-glucose , 

enquanto que sua ação sobre amilopectina produziu 84-90% de D-glucose, e co 

mo não havia formação de dextrina residual, a amilólise não era impedida pe­

las ligações (1->6). Estudando a ação da glucoamilase do Rhizopus delemar so­

bre o amido e glicogênio, Phillips e Caldwell (51), obtiveram o rendimento em 

D-glucose de 95-96% e 92% respectivamente.

A glucoamilase do Saccharomyces diastaticus, estudada por Hopkins e

Kulka em 1957 (18) tem em comum com a de outras fontes a formação rápida de

D-glucose a partir do amido, amilopectina, amilose e pequenas cadeias de de_x 

trinas preparadas da amilose. D Saccharomyces diastaticus secreta ainda uma 

enzima desramificante e maltase.

Barker e Fleetwood em 1957 (23) estudaram a glucoamilase de Aspergil -

lus niger, purificando-a parcialmente e estudando algumas de suas proprieda­

des. Cuando estudaram a especificidade desta preparação observaram que ape - 

nas os oligossacarídeos da série da maltose foram completamente hidrolizados 

â D-glucose (23). •
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Pazur e Ando em 1959 (42), foram os primeiros a obter a glucoamilase 

na sua forma homogenea por crornatografia em DEAE-celulose de extrato do mi- 

célio do Aspergillus niger. Eles obtiveram duas formas de enzimas, entreta_n 

to estudaram somente a glucoamilase presente em maior quantidade e com habi_ 

lidade para hidrolizar ligações glucosídicas a-D- (1+4) no amido e malto o- 

ligossacarídeos. A enzima cataliza a hidrólise total do amido, amilose, and 

lopectina e amilodextrina para D-glucose.

Pazur e Ando em 1960 (43), demonstraram que a amiloglucosidase do As 

pergillus niger é capaz de hidrolizar as ligações a-D-(1+4) e a-D-(1+6) de 

uma variedade de oligossacarídeos contendo D-glucose sendo a estrutura míni_ 

ma necessária a de um dissacarídeo.

Pazur e Ando em 1961 (44) isolaram do Aspergillus niger, uma trans - 

glucosilase. A enzima purificada foi capaz de transferir unidades glucosil 

da maltose, metil a-D-maltosideo, maltotriose, isomaltose, metil a-D-gluco- 

sideo, e amido para moléculas aceptoras apropriadas. A transferência de uni_ 

dades glucosil para carboidratos aceitadores resulta na produção de novos o_ 

ligossacarídeos, enquanto que a transferencia para a água, resulta na hidrc5 

lise.

Pazur e Kleppe em 1962 (45) observaram a hidrólise de ligações a-D - 

(1+4), a-D-(1+6) e a-D- (1+3) por amiloglucosidase do Aspergillus niger, pu_ 

rificada por crornatografia de troca ionica (42) . A hidrólise das ligações a 

D-(1+4), a-D-(1+6) e a-D- (1+3) por amiloglucosidase do Aspergillus niger , 

purificada por crornatografia de troca ionica (42). A hidrólise das ligações 

a-D-(1 + 4) e a -D- (1 +6) pelo amiloglucosidase do Aspergillus niger ja h£ 

via sido demonstrada nas ligações glicosídicas em amido e glicogênio, haven_ 

do entretanto uma diferença na razão de hidrólise entre os dois substratos 

(43). Os autores demonstraram que a amiloglucosidase era capaz de hidroli - 

zar tambem ligações a -D-(1+3), usando a nigerose como substrato. A enzima 

catalisa a hidrólise de outros glucosídeos mas há grande diferença na velo­

cidade de hidrólise.



Pazur et al (47) observaram que as frações de glucoamilase do Asper­

gillus niger, preparadas cromatográficamente continham carbohidratos e su - 

geriram então que a amiloglucisidase era uma glicoproteína.

Abdullah et al 1963 (1) estudaram a a -glucosidase extracelular do 

Aspergillus niger e estenderam suas investigações aos substratos não testa­

dos anteriormente por Pazur et al (43,46,46), obtendo alguns resultados quan 

titativos anteriormente não observados. Fies concluiram ser a enzima, uma 

exo-glucosidase, que quebra unidades de glucose em sequência partindo da ex 

tremidade final não redutora dos polímeros do tipo amido. A enzima que já 

era conhecida por possuir especificidade preferencial por ligações do tipo 

ot-U-(1 4), hidrolisa também ligações ot-D-(i+6) e06-D-(i +3)desde que

a isomaltose e nigerose são parcialmente hidrolisadas (45).

Smiley e Hensley 1964 (54) estudaram a produção de glucoamilase do 

Aspergillus sp. A enzima estudada foi parcialmente purificada por precipita 

ção alcoolica e passagem através de coluna de DEAE. Foi estudado o efeito 

dos constituintes do meio e efeito de fatores físicos tais como pH, tempera 

tura, aeração e agitação, a fim de obter-se produção máxima da enzima.

A natureza glicoproteica das glucoamilases já havia sido sugerida por 

Pazur et al em 1963 (47). Em 1965, Fleming e Stone (10), encontraram 35% de 

carboidratos na enzima precipitada do meio de cultura de Aspergi 1lus niger. 

Por cromatografia em DEAE-celulose, usando um gradiente linear de NaCl eles 

separaram várias oc glucosidases e duas amiloglucosidase: sendo uma com 15% 

de carboidratos, outra com 20% de carboidratos (D-manose, D-galactose e D - 

glucose) .

Em 1966 Florita et al (33), e Ghga et al (37) isolaram, purificaram e 

caracterizaram a glucoamilase do Aspergillus oryzae, encontrando quatro fra_ 

ções. G limite de hidrólise para o amido solúvel foi de 60% numa misturadas 

frações obtidas. As quatro frações apresentaram propriedades semelhantes di_ 

ferindo apenas na mobilidade eletroforética e no peso molecular. Quando feji 

to o estudo cinético as quatro frações mostraram-se semelhantes as glucoami_
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lases anteriormente estudadas.

Pazur e Okada 1966 (48) fizeram a diferenciação dos produtos de hidró

lise das a-1,4-glucanhidrolases, por um método baseado na cromatografia de

14 *maltooligossacarídeos-1- C. Fazendo o mapeamento com as variadas formas de

isoenzimas de certos organismos, êles descobriram uma nova enzima, aa-1,4- 

glucan: ot-1,4 glucan 4- maltosiltransferase detectada em preparações enzima 

ticas do Rhizopus delemar e Bacillus subtilis .

fio estudo da cinética enzimática da glucoamilase de Rhizopus delemar 

dois substratos foram usados, a maltose e a panose que possuem ligações ot - 

D - (1 ”M )  e ot-D-(i->6) respectivamente.

Hironi et al 1966 (17) demonstraram que a glucoamilase do Rhizopus de­

lemar, embora tenha características semelhantes, difere da de outras fontes 

no que tange à especificidade pelo substrato.

Em cultura de Coniophora cerebella, contendo amido no meio de cresci - 

mento, King em 1967 (22) estudou a principal enzima amilolítica. A enzima pjj 

rificada e caracterizada como uma glucoamilase (E . C . 3.2 .1. 3) . A ação da enzi_ 

ma sobre vários substratos foi estudada, mostrando através da hidrólise da 

amilopectina que ela catalisa a hidrólise das ligações glicosídicas a (1-> 4) 

e ot - (1 +6) a partir da extremidade final não redutora. Usando-se amilopec­

tina como substrato a conversão em D-glucose foi maior que 95%, enquanto so­

bre amilose a conversão foi de 85-90%. A D-glucose foi o ünico produto encojn 

trado na degradação destes substratos.

As ligações polipeptídeo-carboidratos, da glucoamilase extracelular do 

Aspergillus niger, foram estudadas por Lineback 1968 (24). Ficou evidenciado 

que as glucoamilases 1 e II do fungo contém carboidiatos que estão glicosídi_ 

camente ligados através da D-manose ao grupo hidroxil da serina e treonina - 

na cadeia polipeptídica da enzima.

Lineback et al 1969 (25) mostraram que as duas formas de glucoamilase 

extracelular ( ot -1,4-glucan glucohidrolase, L.L.3.2.1.3) do Aspergil lus ni - 

ger são idênticas em muitas propriedades físico-químicas. Somente encontra-
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ram diferenças quanto à sua mobilidade eletroforética, ponto isoelétrico e 

estabilidade à temperatura ambiente por longos períodos.

Lineback e Baumann 1970 (26) purificaram a glucoamilase extracelular 

do Aspergillus phoenicis e separaram crornatograficamente duas formas da en 

zima. Uma delas foi isolada em forma homogenea e suas características pro - 

teicas analisadas.

Fukiu e Nikuni (12) isolaram glucoamilase na forma cristalina do meio 

de cultura de Endomyces sp determinando seu peso molecular, sua composição 

em amino ácidos e sua estabilidade frente ao pH e a temperatura.

Pazur et al 1971 (49) purificaram, caracterizaram e estudaram a estru 

tura das duas formas (isoenzimas) de glucoamilase do Aspergi 1lus niger. As 

duas formas são separáveis por eletroforese ou por cromatografia em DEAE-ce_ 

lulose e são designadas de glucoamilase I e II. Ambas as formas possuem re­

síduos de carboidratos ligados covalentemente, que são D-manose, D-glucosee 

D-galactose. 0 têrmo glicoenzimas tem sido sugerido e é recomendado como óes_ 

crição apropriada para as enzimas deste tipo.

A cinética das duas glucoamilases de uma Aspergillus sp foi feita por 

Smiley et al 1971 (55), demonstrando que as duas formas não diferem em suas 

propriedades cinéticas. A diferença é mais pronunciada quando o glicogênio 

é usado como substrato e menos pronunciada quando o substrato usado é oli - 

gossacarídeo.

Fazendo o estudo das endo carboidrases, particularmente na presença 

de exo enzimas, sobre alguns substratos, Marshall e Whelan em 1971 (32),mo_s 

traram que as glucoamilases do Aspergillus niger e do Rhizopus niveus dife­

rem na ação sobre amilose parcialmente oxiaada. A enzima do Rhizopus niveus 

libera D-glucose da extremidade final não redutora da cadeia da amilose oxi_ 

dada, até que sua ação é bloqueada, presumivelmente pela presença de unida­

de de D-glucose oxidada. A glucoamilase do Aspergi 1lus niger, entretanto , 

não parece ser bloqueada pelas unidades oxidadas na cadeia da amilose; isto 

foi atribuido como contaminação de glucoamilase com a -amilase, a qual rom



pe as ligações D-glucosídicas internas da amilose oxidada, e produz novos gru 

pamentos finais para o ataque da glucoamilase.

Tsuboi et al 1974 (59) separam as duas formas (isoenzimas) de glucoami­

lase do micélio de Mucor rouxianus, às quais foi dada a designação de glucoa­

milase I e glucoamilase II. As glucoamilases I e II do Mucor rouxianus, são 

separáveis por eletroforese em gel de poliacrilamida ou SP-Sephadex C-50.

As condições de cultura para obtenção de três tipos de glucoamilase pr£ 

duzidas pelo Aspergi 1lus awamori var. Kawachi, foram descritas por Hayashida

1975 (16). üs três tipos de glucoamilase, tipo I, I* e II foram separados e 

classificados baseando-se nas diferenças das curvas de hidrólise para vários 

substratos.

0 Penicillium oxalicum produz duas formas (isoenzimas) de glucoamilasel 

e II, as quais foram isoladas do micélio e purificadas por Yamasaki* et al

1976 (63). Em 1977 Yamasaki et al (64) caracterizaram as duas glucoamilases- 

do Penicillium oxalicum. Ambas as glucoamilases I e II hidrolizam glicoge - 

nio, amilopectina, amido solúvel, amilose, maltotriose e maltose, mas não 

hidrolizam isomaltose e isomaltotriose. D-glucose foi o único produto encon­

trado na digestão destes substratos. Ambas as enzimas hidrolizam fenil a ma_l 

tosideo à glucose, e fenilaglucosideo. Tanto a glucoamilase I quanto a II 

são glicoproteínas e contem 3,93% e 3,22% de açúcar neutro respectivamente.

A glucoamilase II contem D-manose, D-galactose e D-glucose como açúcar neu - 

tros constituintes.

A estabilidade térmica da glucoamilase (a -1,4:1,6-glucan-4: 6 gluco - 

hidrolase, E.C.3.2.1.3) do Rhizopus niveus, fci investigada por Moriyma, et 

al 1977 (34) em relação â cinética, na presença e ausência de vários ligan - 

tes. Êles observaram que em presença de D-glucose, lactose, gluconolactona , 

e glicerol, a termoestabilidade da enzima aumentava grandemente, enquanto - 

que em presença de solventes orgânicos havia uma diminuição.

As duas formas de glucoamilases I e II de culturas de Mucor rouxianus
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isoladas e cristalizadas em 1974 (59) foram caracterizadas por Yamasaki et 

al em 1977 (65). Ambas as formas apresentam propriedades semelhantes ape - 

sar de diferirem quanto ao peso molecular e a capacidade de degradar grãos 

de amido. '

Yamasaki et al em 1977 (66), separaram três das múltiplas formas (iso 

enzimas) de a-glucosidases do micélio de Aspergillus awamori de uma glucoami 

lase. As três a-glucosidases isoladas foram designadas como a-glucosidases 

I, II e III; as três hidrolizam maltose, maltotriose, fenil a-maltoside, i­

somaltose, panose, fenil a-glucosideo e amilose liberando D-glucose,mas não 

atuam sobre sacarose. A glucoamilase hidroliza amido solúvel, amilose ,arnilo 

pectina, glicogênio, maltotriose, fenil a-maltoside e maltose sendo que na 

hidrólise de todos os substratos, a D-glucose foi o único produto formado.

Taylor et al (57) descreveram a presença de duas glucoamilase no meio 

de cultura de Humicola lanuginosa. Os autores purificaram e caracterisaram 

uma delas que apresenta um pH ótimo de 6,6,distinto dos descritos para enzi 

mas de outros fungos (22,33,38 ).

Estas conclusões tem significado prático, desde que a importância eco 

nõmica das glucoami lases vem aumentando face a seu emprego nos processos fe_r 

mentativos industriais (61).

Dentro da filosofia do desenvolvimento da tecnologia nacional, está 

se procurando encontrar novas fontes de amilase que possam ser uti lizadas pos 

teriormente para fins industriais. Para tanto se faz necessário encontrar o 

microorganismo produtor, as condições fisiológicas de produção da enzima e 

caracterização da enzima produzida.

Oliveira e Zancan em 1977 MO) verificaram nos extratos livres de cé­

lulas do fungo Polyporus circinatus a presença de uma atividade amilolíti- 

ca, acusada pelo aumento do poder redutor. Esta atividade amilolítica foi 

caracterizada como endoamilásica.

No meio de cultura do Polyporus circinatus, foi detectada a presença 

de atividade amilolítica variando-se a fonte de carbono. A produção e a ca­
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racterização da atividade arnilolítica extracelular do Polyporus ci rei na tus 

constitue objeto do presente trabalho.



-15-

NATERIAIS E NÓTODQS

1 - NICROORGANISNO PRGDUTGR GA ENZINA •

O microorganismo usado foi o Polyporus circinatus isolado e classifi­

cado no Instituto de Biologia e Pesquisas Tecnológicas do Paraná (IBPT). Em­

bora a sua classificação tenha sido contestada por Nobles e Nadhosina em 

1963 (36) e por Kemmelmeier e Zancan em 1976 (20), o nome Polyporus circina- 

tus foi usado em trabalhos anteriores e será mantido no presente trabalho.

2 - MEIOS, CONDIÇÕES DE flANUTENÇÃO E CULTIVO DO FUNGO

a) - Neio sólido

A cultura do Polyporus circinatus foi repicada em meio sólido de agar 

Sabourand-glucose, pH 6,0-6,5, contendo: glucose 2%; peptona 1%; extrato de 

levedura 0,5%, e agar 1,5%. A cultura foi colocada em estufa a 28°C * obser­

vando-se um crescimento satisfatório em 36 h. Após êste tempo a cultura foi 

mantida entre 0 a 4°C, fazendo-se repiques - quinzenais.

b) - Neio líquido (pré-inóculo)

Para o presente trabalho, o fungo foi pré-inoculado no meio mínimo mi 

neral recomendado por Narkus et al (30), tendo tiamina na concentração de 5 

yg/ml e o seu pH sido ajustado para 6,0. A fonte de carbono utilizada foi a 

D-glucose, usada na concentração de 0,5%. Para frascos de cultivo foram u­

tilizados erlenmeyers com capacidade de 1.000 ml, contendo 300 ml de meio e 

autoclavados a 1 atm. por 20 min. A D-glucose foi autoclavada separadamen­

te em vapor fluente, por 20 min. Após a semeadura, os frascos foram coloca - 

dos em estufa a 28°C, com agitação rotatória, regulada para 100 rpm. 0 cres­

cimento do fungo prolongou-se por 48 h.

c) - Neio líquido (inóculo)

Após crescimento do pré-inóculo, o fungo foi inoculado em meio mínimo 

contendo várias fontes de carbono, para indução da atividade amilolítica. 0 

meio mínimo mineral utilizado foi o de Narkus et al (30), anteriormente modi_
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ficado e a fonte de carbono utilizada como indutor foi amido.na concentra - 

ção de 0,2%. Os frascos de cultivo utilizados, foram erlenmeyers com capaci 

dade de 2.000 ml, contendo 500 ml de meio. As diferentes fontes de carbono 

foram autoclavados separadamente em vapor fluente, por 20 min. Após inocula 

ção, os frascos foram colocados em estufa a 28ÜC, com agitação rotatória,re 

guiada para 100 rpm.

d) - Avaliação do crescimento do fungo

Para obtenção do micelio seco, nos diversos tempos de cresci­

mento, foram usados, discos de. papel de filtro, previamente pesados em balan_ 

ça analítica Mettler, mantidos em placas de Petri, na estufa a 60°C até pe­

so constante. G micélio úmido foi coletado no papel de filtro por filtração 

do meio, ã vácuo em funil de Bdchner. Gs discos de papel de filtro contendo 

o micélio foram novamente colocados a 60°C. até novo pêso constante. 0 pêso 

do micélio foi calculado por diferença.

3 - 0BTENÇA0 GA ENZIMA

0 meio de cultura de 48 horas em amido 0,2% foi coletado em erlen - 

meyer por filtração em gaze e mantido em banho de gelo. Como protetor adi - 

cionou-se ao meio mercaptoetanol na concentração de 1 mM. Em etapa prelimi­

nar foram determinadas as condições ótimas para a precipitação da enzima 

com etanol. Assim a 1000 ml de meio foi acrescentado, com agitação alcool e­

tílico absoluto, previamente gelado, até obter a concentração final de 47 % 

em etanol, mantendo-se a temperatura da mistura entre 0° C - 5°C.Em seguida, 

a mistura foi centrifugada a 10.000 g por min. ã temperatura de 0°C. A cen - 

trifuga usada foi Beckman, modelo J-21B. 0 sobrenadante alcoolico foi despre 

zado e o precipitado foi suspenso em tampão imidazol 0,05 M pH 7,2. 0 preci­

pitado suspenso em tampão foi dialisado contra água destilada ã temperatura 

de 4°C durante 4 horas. '

Após a diálise o material foi aplicado em coluna de DEAE - celulose -
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(1,5 x 15 cm) previamente equilibrada corn tampão imidazol KJ-mH pH 7,2. Lm 

coletor (UltroRac Fraction Collector LKB 7000), frações de 4,0 ml foram co­

letadas durante a eluição com um gradiente de NaCl (0-0,5 M) em tampão imi­

dazol 10 mH, com o fluxo de 10 gotas/min. Frações com alta atividade especí­

fica obtidas em 0,39 M de NaCl foram reunidas para posterior caracterização. 

A concentração de NaCl foi medida em condutivimetro Metrohm modelo E 527.

4 - MEDIDA DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A medida da atividade amilásica foi efetuada em um sistema enzimático 

constituido de: 4 mg de amido solúvel, 15 ymoles de tampão FlEPES (ácido N 2 

Flydroxietil piperazine N'-2-etanol sulfonico) pH 7,2 e quantidades varia - 

veis de proteínas para volume final de 1,5 ml. A incubação prolongou-se por 

90 min ã temperatura de 57°C e em seguida efetuou-se a dosagem dos açúcares 

redutores, pela técnica de Somogyi (56) e Nelson (35).

Conforme os casos indicados a -glucose foi determinada pela técni­

ca da glucose oxidase (5}._

Uma unidade de enzima, foi definida como número de Mmoles de açucar re_ 

dutor ou -D-glucose liberados por minuto, nas condições de ensaio. A ativi 

dade específica foi expressa em unidades de enzima por mg de proteína.

5 - c a r a c t e r i z a çAo DA a t i v i d a d e a m i l As i c a

A caracterização da atividade amilásica, foi feita pelo método de Dru- 

mond et al (8), modificado por Buonocore et al (4). As experiências foram e­

fetuadas em pH 5,0 e em pH 7,2, usando-se em ambos os casos amilose oxidada 

e não oxidada.

Para caracterização da atividade endo amilásica o sistema de incubação 

continha 15 ymoles de tampão FlEPES pH 7,2; 0,75 mg das respectivas amiloses 

e 3 Mg de proteína para volume final de 1,5 ml . Incubou-se à temperatura de 

35°C e para fins comparativos, efetuou-se o mesmo ensaio descrito utilizan - 

do-se & -amilase salivar. A incubação efetuou-se por 3 h. e amostras eram 

retiradas nos diferentes tempos dosando-se açúcares redutores pela téc -
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nica de Somogyi (56) e Nelson (35).

Para caracterização da atividade exo amilásicao ensaio foi realizado 

de modo semelhante ao descrito acima, substituindo o tampão da mistura de 

reação por 15 ymoles de tampão acetato pH 5,0. Eram efetuadas dosagens ’ de 

açúcares redutores pelo método de Somogyi (56) e Nelson (35) e dosagens de 

D-glucose pelo método da glucose oxidase (6), nas amostras retiradas nos di_ 

ferentes tempos. Efetuou-se o mesmo ensaio utilizando-se (3 e y amilases (Sig 

ma), para fins comparativos.

6 - CR0NAT0GRAFIA DO PRODUTO DE HIDRÜLISE

A ação enzimática sobre o amido foi mostrada em pH 5,0 e em pH 7,2. A 

enzima foi previamente dialisada contra tampão HEPES 10 mN pH 7,2 e tampão 

acetato 10 mN pH 5,0 durante 4 horas. 0 sistema de incubação 3 mg de amido, 

3,8 yg de proteína, 2 ymoles de tampão em volume final de 1,0 ml. Incubou - 

se a mistura a 57°C e amostras eram retiradas em diferentes tempos. Apõs a 

incubação, a reação foi interrompida por aquecimento em banho fervente du - 

rante 10’. 0 amido não hidrolizado foi precipitado por adição de 4 volumes 

de etanol a 95% seguido de centrifugação a 1.500 g durante 10’. 0 sobrena - 

dante alcoolico foi desionizado em coluna de Amberlite NB-3 conforme técni­

ca utilizada por Glymph e Stutzenberger (14). 0 sobrenadante assim dessali- 

ficado foi concentrado ã vácuo e o resíduo foi solubilizado em 50 yl de

água desionizada. 0 cromatograma foi efetuado sobre papel Whatman n9 1 pela 

técnica descendente, durante 40 h usando-se como solvente a mistura, benze- 

no:butanol:piridina:água, na proporção de 1:5:3:3 (13). A revelação do cro­

matograma foi feita com nitrato de prata alcalino (58). Foram usados como 

padrões J-glucose e maltose.

7 - DOSAGEN DE PROTEÍNAS

A proteína das frações coletadas durante a eluição da coluna cromato" 

gráfica, foi acompanhada pelo método de Warburg e Cristian (60) determinan-
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do-se a absorbancia ultravioleta a 260 e 260 nm em um espectofotómetro (Va- 

rian Techtron-635 UV-Visible Spectrophotometre. Para a determinação da ativi_ 

dade específica a proteína foi dosada pelo método de Lowry et al (27), ten­

do sido usado como padrão, a albumina bovina. A medida da absorbancia foi 

feita a 660 nm em espectrofotometro Coleman Jr.

6 - DOSAGEM DE AÇÚCARES REDUTORES

Os açucares redutores foram determinados pelo método de Somogyi (50)e 

Nelson (31), usando-se a-D-glucose como padrão. A medida da absorbancia foi 

feita a 540 nm em espectrofotometro Coleman Jr.

9 - DOSAGEM DA D-GLUCOSE

A a-D-glucose foi determinada pela glucose oxidase, peroxidase e o-di_a 

nisidina, utilizando-se tampão Tris-HCl, pH 8,0 como inibidor de glucosida- 

ses (6). A medida da absorbância foi a 420 nm em espectrofotometro Coleman 

Jr., sendo usado a-D-glucose como padrão.

10 - ELETR0F0RESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A fração eluida da coluna de DEAE celulose (200 yg) foi submetida a e- 

letroforese em gel de poliacrilamida a 6% com 0.065 M Tris-borato pH 9,0. A 

eletroforese foi realizada a 5 m A por tubo durante 90 minutos em equipameri 

to 0RTEC modelo 4200. Após completado o experimento, o gel foi retirado do 

tubo e deixado por 12 h com o corante amido black e descorado por difusão du 

rante 48 h com solução de ácido acético a 10% (7).

11 - REAGENTES 

A - ORIGEM

a) - Produtos químicos

Os reagentes gerais eram pró análise, provenientes de várias fontes : 

Sigma, Merck, Cario Erba, Calbiochem, Eastman Kodak, etc; todos tidos como 

quimicamente puros.



ú ) - Enzimas

D-glucose oxidase, peroxidase, 3 amilase e y amilase, eram produtos 

da Sigma Chem.Co. Lousiana, USA.

c) - Substratos

Glicoginio de marisco tipo II, glicoginio de fígado de coelho tipo 

III, amilose e amilopectina, eram da Sigma. D amido foi fornecido da Merck 

(Oarmastadt). Metil glucosideo foi fornecido pela Sigma Chemical Co. Rafi- 

nose (0- ct-ü-galactopiranosil (1 + 6]-0- a-O-glucopiranosi1 3 ~0-frutofura- 

nosideo]; Maltose [4-0- a-glucopiranosil-O-glucopiranose]; Celobioset 4-0- 

B -O-glucopiranosil-O-glucopiranose); Trealose ( a-D-glucopiranosil- ot -D- 

glucopiranosedeo); Gentibiose (6-0- 3 -D-glucopiranosil-D-glucopiranose ) , 

Lactose (4-0- 6 -G-galactopiranosil-D-glucopiranose); Turanose (3-0- &-D - 

glucopiranosil- 3 -D-frutofuranose); Sacarose ( a-O-glucopiranosil- 3 “ 0 - 

frutofuranosedeo]; Melizitose (0- a-0-glucopiranosil-(1 +3)-0- 3 “D"'fruto- 

furanosil-(2 “M ) -  ot-D-glucopiranosideo); todos foram fornecidos pela Caĵ  

biochem, Los Angeles, USA.

d) - Tampões

Imidazol, MES (Acido 2 ÍN-morfolino } etano sulfonico), HEPES (Acido 

2 N-hidroxi etil piperazina N ’-2-etano sulfonico], todos eram da Sigma.

B - PREPARO 00S SUBSTRATOS

a] - Amido solúvel

0 amido foi dissolvido em água bidestilada, com aquecimento brando 

e agitação , até transparência. Em seguida foi completado o volume com água 

bidestilada, a temperatura ambiente. A fim de verificarmos a integridade do 

polissacarídeo, foi realizado teste com solução de lugol, verificando-se a 

cor azul caracteristica.

b] - Amilose

A amilose foi dissolvida à quente em NaOH 0,1N, com agitação. A se -
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guir foi neutralizada com HC1 à temperatura ambiente e o volume foi comple­

tado com H^O destilada. Após essa operação efetuou-se teste com solução de 

lugol, verificando-se a cor azul característica.

c) - Amilose oxidada

A amilose na concentração de 0,5% preparada do modo anteriormente des_ 

crito, foi oxidada por adição de periodato de sódio 0,1 N, (5:100 v/v), com 

agitação ao abrigo da luz por 1 h ã temperatura ambiente. Terminada a oxid£ 

ção, efetuou-se a diálise contra água destilada ã temperatura ambiente por 

24 h, trocando a água de diálise cada 6 h, seguindo a técnica descrita por 

Drummond et al (8).

d) - Amidos

Ds amidos de batata, de milho e de mandioca foram preparados de acor­

do com Schoch (52). Para as determinações do percentual de hidrólise enzima 

tica o conteúdo em D-glucose dos polissacarídeos foi determinado por hidró- 

lize com ácido sulfurico 1 N por 2 horas a 100°C, aplicando-se o fator de 

correção para perda de D-glucose (31).



RESULTADDS

1 CONDIÇÜES p a r a p r o d u çAo nA xima DE ANILASE

a] - Efeito.do pH

O pH requerido pelo fungo para produção da enzima no meie mínimo minie 

ral, enriquecido com tiamina, está ilustrado na Tabela I . A produção máxima 

da enzima foi observada em pH 6,0.

b] - Efeito da fonte de carbono

Conforme ilustra a Tabela H  as atividades máximas foram obtidas quan 

do foi usado o glicogênio de fígado de coelho e amido solúvel, como fonte de 

carbono indutora, sendo este último utilizado como fonte de carbono e ener - 

gia nas experiências de obtenção da enzima.

c] - Efeito do tempo de crescimento

0 máximo de produção da enzima no meio de cultura contendo amido na 

concentração de 0,2% como indutor, e em pH.6,0 foi obtido com 48 h de cresci_ 

mento, conforme mostra a Figura 1. 0 aumento da atividade amilásica no meio 

de cultura foi observado como sendo proporcional ao crescimento do fungo, di_ 

minuindo na fase de autolise.

2 - OBTENÇÃO DA ENZINA <

Um sumário dos resultados do isolamento da amilase extracelular do 

Polyporus circinatus é dado na Tabela III.

A atividade amilolítica da fração de DEAE celulose é estável por 4 me 

ses a 4°C, perdendo a atividade por congelamento. A atividade foi mantida e_n 

tre pH 5,0 e 7,0,perdendo a atividade por diluição da proteína, quando a cojn 

centração era inferior a 0,05 mg/ml.

A análise eletroforética em gel de poliacrilamida da fração obtida da 

coluna DEAE celulose mostrou a presença de 4 bandas de proteína.

3 - c a r a c t e r i z a çAo da a t i v i d a d e â n i l As i c a

A caracterização da atividade amilolítica, foi feita pelo método de
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Drummond (8), o qual utiliza amilose oxidada e não oxidada como substrato .

0 método se baseia na natureza da açãu nnzimótica nndo ou exo amilolítica.

A ação endo amilolítica hidroliza essencialmente ao acaso as ligações gluco^ 

sídicas, enquanto na ação exo amilolítica os polissacarídeos são degradados 

sequencialmente a partir das extremidades não redutoras. Uma vez que a ami­

lose oxidada tem suas extremidades não redutoras modificadas pela ação do p£ 

riodato, as exo enzimas (3 ey amilases) vão apresentar pouca ou nenhuma ati 

vidade sobre êsse substrato, enquanto as endo enzimas (a amilases) apresejn 

tam atividade similar sobre a amilose oxidada e não oxidada. As Figs. 2 e 3 

mostram a ação da amilase extracelular do Polyporus circinatus em pH 5,0 e 

7,2, sobre a amilose oxidada e não oxidada.

4 - CRONATOGRAFIA DQ PRODUTO DE HIDRÜLISE

Os resultados da análise cromatográfica dos produtos de hidrólise so­

bre amido solúvel, se encontram na Fig. 4. Observa-se que o amido foi con - 

vertido a a-D-glucose desde os primeiros estágios de hidrólise e não haven­

do formação de oligossacarídeos em pH 5,0 e 7,2, nos tempos analisados.

5 - EFEITO DO TENPO NA HIDRÜLISE DO ANIDO

Dosando-se açúcar redutor e D-glucose, nas mesmas condições de en - 

saio obtivemos uma relação média de 1:0,86, sugerindo tratar-se de uma glu- 

coamilase, com a conversão do amido a D-glucose, conforme mostra a Fig.5.

6 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DA ENZINA

Há uma relação linear entre a concentração de proteína e a atividade, 

conforme mostra a Fig. 6 nas condições de ensaio.

7 - pH ÜTinO E DE INATIVAÇAO

Nas condições do sistema de ensaio, o pH ótimo da enzima variou de 5,0 

- 7,2, conforme mostra a Fig. 7.

Quando a enzima foi pré-incubada em pH variável de 4,0 a 10 durante 6 

horas a 37ÜC não houve alteração da atividade nos pH 6,0 a 8,5.
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8 - TEMPERATURAS ÜTIMA E DE INATIVAÇAO

A temperatura ótima para atividade enzimática, vista na Fig. 8, foi de 

60QC. E.m 70°C há um considerável decréscimo, perdendo totalmente a ativida­

de à temperatura de 100°C. Na ausência de substrato a atividade foi reduzi­

da à metade em 30 minutos a 60°C, e a inativação ocorreu em 120 minutos,cori 

forme a Fig.9. A temperatura de 65°C, na ausência de substrato, a enzima foi 

totalmente inativada em 20 minutos conforme a Fig. 10.

9 - ESPECIFICIDADE PELO SUBSTRATO

A atividade da glucoamilase foi examinada com vários polissacarídeos, 

conforme mostra a Tabela IV. A velocidade relativa de hidrólise do amido s£ 

lüvel, amilopectina, amilose, glicogênios de marisco e de fígado de coelho 

foi de 100, 94,7,57,53 e 39% respectivamente. Todos os substratos foram hi- 

drolizados tendo como produto de conversão J-glucose.

Quando se determinou a especificidade da fração enzimática frente a 

vários oligossacarídeos constatou-se que a fração apresentava atividade hi- 

drolítica inespecifica, apenas não hidrolisando lactose (Tabela V] .

10 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO D0 SUBSTRATO

0 efeito da concentração do amido, está indicada na Fig. 11. 0 V ma x

demonstrado é de 33,3 ymoles de açúcar redutor/min/mg de proteína, enquan -

to o aparente é de 2,85 mg nas condições de ensaio.

11 - % DE HIDRÓLISE DE POLISSACARÍDEOS

A capacidade de hidrólise frente a grãos de amido comparativamente a 

polissacarídeos solúveis é indicada na Tabela VI observando que a hidrólise 

obedece a seguinte ordem: amido solúvel> amilopectina> amilose> glicogenio> 

amido de mandioca > amido de milho> amido de batata.
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TABELA I

EFEITO 00 pH NA PRODUÇÃO DA ENZIMA

pH do meio Atividade Proteína 
(U/ml) (yg/ml)

Atividade específica 
(ymol/mg/min)

pH 6,0 7,62 9,60 6,64

pH 7,0 4,00 0,70

i—1COCO

Fonte de carbono amido 0,2%. Tempo de crescimento 48 horas.

TABELA II

EFEITO DA FONTE DE CARBONO NA PRODUÇÃO DA ENZIMA

Fonte de Carbono (ymol
Atividade específica 
de açúcar redutor/mg/min)

G li cerol 0,00

Glucose 0,01

Celobiose 0,28

Melibiose 0,37

Maltose 3,40

Trealose 6,00

Amido Solúvel 8,29

Glicogênio de Fígado 13,28
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TABELA III 

ISOLAMENTO DA FRAÇÃO ENZIMÄTICA

Fração

Unidades totais 

(ymol/min) '

Proteínas totais 

(mg/ml)

Atividades específicas 

( ymo 1 /mi n /mg)

Meio # 19,00 17,64 1,08

Etanólica 47% 20,40 7,72 2,64

DEAE celulose 22,50 4,42 5,10
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TABELA IV 

ESPECIFICADE PARA POLISSACARlDEDS

SUBSTRATOS VELOCIDADE RELATIVA

Amido Solúvel 100

Amilopectina 94,7

Amilose 57

Glicogênio de Marisco 53,6

Glicoginio de Fígado de Coelho 39

Sistema de incubação: 15 ymoles de tampão HEPES pH 7,2; 4 mg do respectivo 

substrato; 3 yg de proteína. Incubação: 9 0 ’ a 57°C.
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TABELA V

ESPECIFICIDADE PARA OLIGOSSACARÍDEOS

SUBSTRATO
Glucose 
(nmoles/min]

Trealose 5,70

Gentibiose 1,79

Maltose 0,92

Celobiose 0,66

Sacarose 0,64

Melizitose 0,44

T uranose 0,33

Rafinose 0,27

Metil glucosídeo 0,09

Lactose 0,00

Sistema de incubação: 100 pmoles de oligossacarídeo; 9,8 yg de proteína ; 

15 ymoles de tampão HEPES pH 7,2 para volume final de 0,5 ml.Incubação por 

90 min a 50°C.
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TABELA VI

PERCENTAGEM DE HIDRÓLISE ÜOS POLISSACARÍDEOS

SUBSTRATO 37° 50°

Amido Solúvel 25,98 33,47

Amilopectina 12,89 26,77

Ami lose 11,91 21,79

Glicoginio 3,24 - 9,27

Amido de Batata 0,00 0,00

Amido de Milho 2,75 8,50

Amido de Mandioca 4,19 17,84

Sistema de incubação: 1 mg de polissacarídeo; 9,8 yg de proteína; 30 ymoles 

de tampão HEPES pH 7,2. Volume final de 1 ml. Tempo de incubação 24 horas 

nas temperaturas indicadas.
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tem po ( h o ra s )

Fiq.1 -Efeito do tempo de crescimento na produção 
da enzima.

Meio mineral mínimo contendo 0,2% de amido, pH 6,0, terrpe 

ratura de 28°C com agitação. (Atividade específica expres^ 

sa em ymol de açúcar redutor/min/mg de proteína) .
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tem po (horas)

Fiq.2 _ C a ra c te r iz a c a o  da a tiv idade  am ilo lít iea  a 
pH 5.0

Sistema de incubação: 15 ymoles de tampão acetato pH 5,0;0,75 mg 

da respectiva amilose e 3 yg de proteína. Incubação â temperatu­

ra de 35°C.

O amilose oxidada.

 amilose não oxidada.
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te m p o  (horas)

Fia.3 _ C arac terizacao  da ativ idade amilolítica a 
pH 72

Sistema de incubação: 15 ymoles de tampão HEPES pH 7,2;0,75 mg 

da respectiva amilose e 3 yg de proteína. Incubação à tempera­

tura de 35°C.

O------ amilose oxidada.

#......-amilose não oxidada.
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Fig.4- Cronnatoaráfia do produto de hidrólise

Sistema de incubação: 3 mg de amido; 3,8 yg de pro­

teína e 2 ymoles do respectivo tampao para volume fi 

nal de 1,0 ml (pH 5,0 tampão acetato e pH 7,2 tampão 

HEPES] . Incubação a 57°C, nos diferentes tempos. Cra 

matograma: efetuado pela técnica descendente, duran­

te 40 horas. Solvente: Mistura de benzeno: butanol : 

piridina: água C1:5:3:3).
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te m p o  (horas)

Fiq.5 - Efeito do tempo na hidrólise do amido

Sistema de incubação: 15 ymoles de HEPES pH 7,2;4,0 mg 

de amido e 3,d yg de proteína, para volume final de 

15 ml. Incubação a 57°C.
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pg de proteína

Fig,6  Efeito da concentracao da e n z im a

Sistema de incubação: 15 ymoles de tampão HEPES pH 7,2; 

4,0 mg de amido e concentração variáveis de proteína.In 

cubação por 90’ â temperatura de 57° C.
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Fia. 7 . E fe ito  do p H

Sistema de incubação: 15 ymoles do respect_i 

vo tampão; 4,0 mg de amido e 3,0 yg de pro­

teína para volume final de 1,5 ml. Incuba - 

ção de 90 minutos a 57°C para cada pH.

B----- tampão acetato (pH 3,7 - 5,6]

O------tampão MES (pH 5,5 - 7,0]

O----- tampão HEPES (pH 6,0 - 8,2]
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te m p e ra tu ra  °C 

Fig. 8 _ Efeito da t e m p e r a t u r a

Sistema de incubação: 15 ymoles de tam 

pão HEPES pH 7,2; 4,0 mg de amido e 3 yg 

de proteína, para volume final de 1,5 ml. 

Incubação de 90 minutos para cada tempera 

t ura.
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tempo (min.) 

Fig.9 - In a tiv aç ã o  té rm ica  a 60° C

Sistema de incubação: 3 yg de proteína e 15 ymoles 

de tampão HEPES pH 7,2 em um volume de 1,5 foram 

incubados a 60°C nos tempos determinados. Após res_ 

friamento da mistura foi adicionado 4,0 mg de ami­

do e reincubado a 57°C por 90 minutos.
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Fiq.10 Jnativaçao térm ica a 6 5 °C

Sistema de incubação: 15 ymoles de tampão 

HEPES pH 7,2 e 3 yg de proteína para volu 

me final de 1,5 ml, foram incubados a 65°C 

nos tempos determinados.Após resfriamento 

da mistura foi adicionado 4,5 mg de amido 

e reincubado por 90 minutos à temperatura

de 57 C.
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mg de amido

Fig. 11 _Efe ito  da concentracao do s u b s tra to

Sistema de incubação: 15 ymoles de tampão HEPES pH 7,2 e 

3 yg de proteína e amido em concentrações variáveis,para 

volume f.nal de 1,5 ml. Incubação por 90 minutos a 57ÜC.
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DISCUSSAO

O aparecimento de atividade amilolítica no meio de cultura do fungo - 

produtor de galactose oxidase (5) é maior a pH G,0 do que em pH 7,0, ao con­

trário do que ocorre com a secreção de galactose oxidase (53). No entanto, é 

sabido que a produção de glucoamilases é maior em pHs ácidos (16) (Tab.I).

Como se pode observar na Tab.Ha produção de atividade amilolítica é 

induzida pela presença de sacarídeos no meio, uma vez que quando o fungo foi 

crescido em glicerol não houve o aparecimento daquela atividade. Quando o en 

saio da atividade amilolítica foi realizado medindo-se simultaneamente açú - 

car redutor e glucose liberados, verificou-se que os resultados eram idênti­

cos, sugerindo que estava sendo induzinda uma atividade glucoamilolítica.Des_ 

de os trabalhos de Le Nense (23), o amido vem sendo usado nos meios de cult_u 

ra para a produção de glucoamilase (16,22,39,54,57). Apenas em Corynebacte - 

rium diphteriae (19) se observou ser a maltose o melhor indutor.. No presen­

te caso quando o glicogênío foi a fonte de carbono e de energia foi que se 

observou a maior produção de enzima. Ds dados indicam que a presença de com­

postos contendo ligação glucosídica são importantes para a indução.

Ds estudos de crescimento mostraram que a enzima era liberada ao meio 

durante a fase exponencial de crescimento (Fig. 1), indicando ser a mesma se_ 

cretada e não liberada pela lise celular, ü decréscimo na atividade após 48 

horas de crescimento poderia ser explicado pela liberação de proteases ao me 

io, uma vez que a partir deste momento havia um decréscimo da massa miceliar 

indicando a autólise das células. A atividade amilolítica foi precipitada do 

meio de cultura com etanol a 47%, obtendo-se um rendimento de 107%. A enzima 

parcialmente purificada em coluna de DEAE celulose, quando analisada por ele 

troforese em gel de poliacrilamida mostrou a presença de quatro bandas de 

proteínas.

Quando a caracterisaçao da atividade amilolítica foi realizada pelo mé_ 

todo de Drummond et al (8) observou-se que a pH 5,0 (Fig.2) quantidades limi­
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tadas de glucose eram liberadas, indicando que a ação da enzima era bloquea 

da pelos locais oxidados na cadeia da amilose. No entanto a pH 7,2 (Fig.3 ) 

continuava haver liberação de glucose até 2 horas de incubação sugerindo a 

presença de uma atividade endoamilásica. Dliveira (40) detectou e caracteri 

zou uma endoamilase intramiceliar no fungo. Esta atividade, no entanto, não 

aumentou quando o fungo foi crescido em amido, como se observou com a ativ_i 

dade extracelular.

A análise dos produtos de hidrólise revelou a presença de apenas D- 

glucose nos tempos iniciais de reação (Fig.4). A pH 7,2 após 90 minutos de 

incubação a análise cromatográfica demonstrou a presença de traços de oli- 

gossacarídeos, comprovando a presença de atividade amilásica contaminante , 

provávelmente presente em menor concentração do que a glucoamilase induzida.

Considerando que a reação é linear até 120 minutos (Fig.B) e que a 

relação açúcar redutor : glucose é de aproximadamente 1:1 (Fig.5) e que sĉ

mente após 90 minutos apareceram oligossacarídeos"como produto de reação, a 

atividade de glucoamilase foi avaliada medindo-se o açúcar redutor.

Embora a maioria das glucoamilases de fungo tenham o pH ótimo na fai_ 

xa de 4,0-5,0 (2,22,25,26,42,50,63,65) a enzima de Flumicola lanuginosa (57) 

apresenta um pH ótimo de 6,6. Como se pode observar da Fig.7 a enzima em e_s 

tudo tem sua atividade máxima na faixa de 5,0 a 7,2 semelhante ao observado 

com as isoenzimas 2A e 2B de Aspergi 11us oryzae (37).

Quanto à estabilidade ao pH a enzima comporta-se de maneira semelhar^ 

te as enzimas de P .oxalicum (63), Nucor rouxianus (65), A.awamori (66) e Hu 

micola lanuginosa (57) sendo inativada a pHs inferiores a 3,0.

Com relação a temperatura ótima (Fig.8) o comportamento da glucoami­

lase do fungo P.circinatus é semelhante as demais descritas na literatura 

(12,26,50,57,63,65) .

A enzima é totalmente inativada por aquecimento 20 min a 65°C (Fig. 

10) mantendo 50% da atividade quando aquecida por 30 minutos a 60° C (Fig . 

9). A enzima apresenta maior estabilidade térmica do que as enzimas de A__.
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oryzae (37), Endomyces sp.(12), P.oxalicum (63) e N.rouxianus (65) sendo me­

nos estável, no entanto, que as enzimas de A.niger (25) e H.lanuginosa (57) 

que*são estáveis por 30 minutos a 60°C. Saliente-se que por suas proprieda - 

des de estabilidade térmica a enzima de A.niger é a utilizada em processos in 

dustriais (61). ’

0 perfil de hidrólise dos glucanos pelas diferentes glucoamilases isola 

das, seja de um mesmo organismo ou de organismos distintos é peculiar a cada 

enzima (21,39,42,50,55,64,66). No presente caso observa-se que o glicogênio 

(Tabelas IV eVI)foi o pior substrato entre os glucanos ensaiados, semelhante- 

ao observado com a glucoamilase II de A.niger (55).

A análise da Tabela V mostra que além da atividade amilolítica,foi se - 

cratada ao meio atividade de glucosidase provavelmente distinta da glucoamila 

se. As glucoamilases altamente purificadas apresentam atividade para maltose, 

isomaltose e nigerose (1,17,22,45). Normalmente em fungos a glucoamilase está 

presente associada a glucosidase, a-amilase e transglucosidase (18,38,39,46 , 

62,66). -

Quando se estudou a capacidade da preparação em degradar grãos de amido 

se observou uma nítida preferência,pelos grãos de amido isolados da mandioca.

0 fato dos grãos de amido isolados da batata não serem degradados é similar ao 

observado com glucoamilases de outras fontes (64,65,66).

ü percentual de hidrólise do amido solúvel pela fração de DEAE- celulose 

seja a 37ÜC ou 50°C estão na mesma ordem de grandeza que o observado pela pre-' 

paração de Barker (2). No entanto o valor é extremamente baixo quando compara­

do com outras preparações que degradam totalmente o amido à glucose (12,22,31, 

42,51,64,65).

Pelo baixo rendimento obtido poder-se-ia excluir a possibilidade do em - 

prego industrial da enzima extracelular de Polyporus circinatus. A obtenção de 

uma preparação enzimática de maior pureza se faz necessária a fim de que se po_s 

sa avaliar com exatidão a sua potencialidade industrial.
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RESUNQ

Variando a fonte de carbono foi possivel detectar a presença de ati­

vidade amilolítica no meio de cultura de Polyporus circinatus, atividade es_ 

ta, induzida preferencialmente por glucanos. 0 pH ótimo para secreção da en_ 

zima foi de 6,0 e o tempo ideal 48 horas. A atividade amilolítica foi con -

centrada por precipitação etanólica a 47% e parcialmente purificada usando

DEAE celulose. A atividade foi caracterizada como sendo predominantemente - 

uma glucoamilase pela análise dos produtos de reação e pelo comportamento fa 

ce a amilose oxidada. A temperatura ótima da glucoamilase foi de 60° C sendo 

a reação linear por 180 minutos. A enzima foi totalmente inativada em 20 mi­

nutos a 65° C e perde 50% da atividade quando aquecida por 30 min a 60°C na

ausência de substrato. A velocidade relativa de hidrólise do amido solúvel,

da amilopectina, amilose e glicogênio de marisco e de fígado de coelho foi de 

100%, 94, 57%, 53% e 39% respectivamente.
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