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RESUMO

Com o avanco dos estudos na area de microbiologia, quimica e genética de micro-organismos,
houve o aprimoramento da biotecnologia em diversas areas de sua aplicacdo, propiciando a
realizacdo de processos importantes e cada vez mais sustentaveis ambientalmente. Neste
diapasdo, a aplicacdo de enzimas na &rea ambiental e industrial, nos mais variados ramos,
aumentou nas Ultimas décadas, como por exemplo, na recuperacao de areas contaminadas, nas
indUstrias farmacéuticas, téxteis, papel e celulose, biocombustiveis e de alimentos. A a-
amilase ¢ uma enzima da familia das amilases, que hidrolisa as moléculas de amido em
produtos de menor peso molecular. A a-amilase atua ao acaso ao longo da cadeia de amilose e
amilopectina hidrolisando as ligacbes o-1,4 e liberando maltoligossacarideos. Diversas
linhagens de micro-organismos vém sendo estudadas no intuito de se obter maior rendimento
enzimatico e reducédo dos custos relativos ao meio de cultura. Dada a importancia da aplicacao
da enzima a-amilase em diversos processos industriais, reduzindo desta forma, custos e o uso
de recursos naturais, tornando esses processos mais eficientes, este trabalho foi desenvolvido
para se avaliar o desempenho da bactéria Bacillus amyloliquefaciens VR002 para a producédo
de a-amilase. Neste sentido, foram avaliadas as condicdes 6timas de cultivo como tempo de
cultivo, concentracdo de amido, temperatura de crescimento do micro-organismo, pH inicial
do meio de cultura, fontes de nitrogénio e carbono e tamanho de in6culo, visando o aumento
da producdo da enzima. Verificou-se que no tempo de 24h de crescimento na temperatura de
30 °C em pH inicial no valor de 6,5 e indculo a 2%, ocorreu a maior producédo de a-amilase. O
uso de fécula de batata na concentracdo de 1% no meio de cultura, como fonte de carbono,
aumentou a atividade em aproximadamente 72%. A adicdo de extrato de carne na
concentracdo de 1%, como fonte de nitrogénio, provocou um aumento de aproximadamente
54% na atividade enzimatica. Na caracterizagdo da o-amilase produzida, foram analisadas as
condigdes de incubacdo do extrato bruto enzimatico e o efeito sobre a atividade enzimética de
diferentes ions metalicos, inibidores e detergentes, neste sentido, a temperatura 6tima de
incubagdo do extrato bruto enzimético foi de 45 °C no tempo de 5 minutos em meio reacional
com valor de pH 7, contendo substrato na concentracdo de 1,5% e 0,15 mL de extrato bruto
enzimatico. A presenca de ions metéalicos no meio reacional influenciou positivamente a
atividade enzimatica, o uso de cobalto na concentracdo de 10 mM provocou um aumento de
1.004% na atividade enzimatica. Na presenca de inibidores e detergentes a enzima se mostrou
tolerante na concentracdo de 1 mM tanto de detergentes quanto de inibidores. O uso de DTT e
Benzamidina aumentaram a atividade enzimatica.

Palavras-chave: Amilase. Biotecnologia. Enzima. Meio de cultura. Micro-organismos.



ABSTRACT

With the advancement of studies in the microbiology, chemistry and genetics of
microorganisms, biotechnology has been improved in several areas of its application,
allowing the accomplishment of important and increasingly environmentally sustainable
processes. Within this range, the application of enzymes in the environmental and industrial
areas has increased in the last decades, for instance in the recovery of contaminated areas, in
the pharmaceutical, textile, pulp and paper, biofuel and food industries. The a-amylase is an
enzyme of the amylases kind, which hydrolyzes the starch molecules into lower molecular
weight products. The a-amylase acts at random along the amylose and amylopectin chain by
hydrolyzing a-1,4 links and releasing maltoligosaccharides. Several strains of microorganisms
have been studied in order to obtain a higher enzymatic yield and reduce the costs related to
the culture medium. The proven importance of the application of the a-amylase enzyme in
several industrial processes, thus reducing costs and the use of natural resources, making these
processes more efficient, this work was developed to evaluate the performance of the
bacterium Bacillus amyloliquefaciens VR002 for the production of the a-amylase. With this in
mind, the optimum conditions of cultivation, such as culture time, starch concentration,
microorganism growth, temperature, initial pH of the culture medium, nitrogen and carbon
sources and inoculum size were evaluated in order to increase the production of enzyme. It
was observed that in the time of 24 hours of growth in the temperature of 30°C in initial pH in
the value of 6,5 and inoculum to 2%, a greater production of the a-amylase has occurred. The
use of potato starch at 1% concentration in the culture medium as a carbon source increased
activity by approximately 72%. The addition of 1% meat extract, as a source of nitrogen, has
caused an increase of approximately 54% in the enzymatic activity. In the characterization of
the a-amylase produced, the incubation conditions of the crude enzymatic extract and the
effect on the enzymatic activity of different metal ions, inhibitors and detergents were
analyzed. By this mean, the optimum incubation temperature of the crude enzyme extract was
45°C in 5 minutes in a medium reaction with pH 7, containing 1.5% substrate and 0.15 mL
crude enzymatic extract. The presence of metallic ions in the medium reaction positively
influenced the enzymatic activity, the use of cobalt in the concentration of 10 mM caused an
increase of 1.004% in the enzymatic activity. In the presence of inhibitors and detergents the
enzyme was tolerant at 1 mM concentration of both detergents and inhibitors. The use of DTT
and Benzamidine increased the enzymatic activity.

Keywords: Amylase. Biotechnology. Enzyme. Culture Medium. Microorganisms
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1 INTRODUCAO

Processos biologicos sdo utilizados pela humanidade ha séculos para preparar
bebidas, pées, vinagre, queijos, entre outros, porém, somente no século XIX é que se
descobriu que os responsaveis pela fermentacdo eram micro-organismos (BORZANI et al.,
2001).

A catélise bioldgica foi descrita pela primeira vez no século XVIII, através de
estudos realizados sobre a digestdo de carne pelas secre¢fes estomacais, no seculo XIX foram
realizados estudos com a conversdo do amido em acucar pela saliva e extratos de plantas
(NELSON e COX, 2011).

Frederich Wilhelm Kuhne (1878) nomeou como enzimas, a substancia responsavel
pela fermentacdo, enfatizando ser algo dentro das leveduras e ndo as leveduras propriamente,
que realizam a catalise das reacGes de fermentacéo.

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, que apresentam diversas propriedades, o
gue as tornam interessantes em processos de biotransformagbes. As enzimas tém sido
notavelmente aceitas como alternativa verde em diversos processos industriais (MADHU e
CHAKRABORT, 2017), sendo utilizadas comercialmente em industrias de alimentos,
bebidas, combustivel, farmacéutica, papel e celulose, téxtil, detergentes, entre outras (KIRK et
al., 2002; GUPTA et al., 2003; DEMIRKAN et al., 2005; DAIHA et al., 2016). Processos
enzimaticos industriais possuem inimeras vantagens sobre processos quimicos, aqueles ndo
geram subprodutos toxicos, ndo agridem o meio ambiente, consomem menos agua e energia,
sdo altamente eficientes, e além disso as enzimas sdo uma fonte renovavel de recursos
(BETINI et al., 2009; SUKUMARAM et al., 2009; HAMZAH et al., 2011).

As amilases representam uma importante classe enzimatica com diversas aplicacfes
biotecnolodgicas e industriais representando cerca de 25% do mercado mundial de enzimas
(SAXENA et al. 2007). Sendo aplicadas na indUstria de varios segmentos, € empregada em
todos os processos que envolvem a hidrolise de amido (GOMES et al., 2007).

A maioria dos organismos vivos necessitam de glicose como fonte de energia,
indiretamente evidenciando a importancia das amilases em transformar em glicose, 0s
alimentos armazenados na forma de amido, ja que estdo presentes desde a digestdo de
polissacarideos em animais a germinacdo de sementes em plantas (BALASUBRAMANIAN
etal., 2018).

As amilases podem ser obtidas através de diversas fontes, como em plantas, animais

e micro-organismos. As amilases microbianas derivadas de fungos e bactérias tém dominado
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o campo de aplicacGes industriais pela capacidade de producao e manipulacdo genética desses
micro-organismos. Com as inovacOes biotecnoldgicas cada vez mais as amilases tém sido
empregadas em novos processos industriais (SOUZA e MAGALHAES, 2010).

Entre as amilases bacterianas mais utilizadas industrialmente estéo as secretadas pelo
género Bacillus, como as espécies: B. stearothermophilus, B. subtilis, B. licheniformis e B.
amyloliquefaciens (NIGAM e SINGH, 1995; HAKI e RAKSHIT, 2003).

Deste modo, a investigacao de novas cepas bacterianas € de suma importancia a fim
de encontrar novas fontes de amilases estaveis, visto sua ampla aplicacdo industrial e a alta
eficiéncia de processos enzimaticos em detrimento de processos quimicos de producéo,
selecionando micro-organismos que possuam caracteristicas desejaveis como tolerancia ao
produto, alta eficiéncia de conversdo, ndo patogénico, meio de cultivo de baixo custo, entre
outros, tudo isso visando a eficiéncia nos processos industriais, sustentabilidade ambiental e
custos reduzidos de producdo. Assim, a bactéria Bacillus amyloliquefaciens VR002, cepa esta,
isolada de amostras de solo coletadas na cidade de VVolta Redonda no estado do Rio de Janeiro
pela Universidade Federal Fluminense foi estudada na conversdo de amido a acUcares
redutores, com 0 objetivo de otimizar o meio de cultivo para a produgdo de o-amilase e

caracterizar a enzima.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

e Otimizar as condigOes de cultivo de Bacillus amyloliquefaciens VR002 para a melhor
producdo da enzima a-amilase;
e Realizar a caracterizacdo da atividade da a-amilase produzida por Bacillus

amyloliquefaciens VR002.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar: a melhor concentracdo de amido no meio de cultura; o tempo étimo de
cultivo; pH inicial 6timo; temperatura 6tima de cultivo; fonte de carbono 6tima no
meio de cultura; fonte de nitrogénio 6tima no meio de cultura e a quantidade ideal de

pré-indculo, para a producao de a-amilase.

e Identificar: a temperatura 6tima de incubacdo do extrato bruto enzimético; o tempo
6timo de incubacéo; o pH 6timo de incubacdo; a concentracdo 6tima de extrato bruto
enzimatico; a concentracdo Otima de substrato e o pH 6timo de incubacdo para a

atividade de a-amilase.

e Avaliar o comportamento da enzima o-amilase, sobre a influéncia de cétions,

detergentes e inibidores.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ENZIMAS

Enzimas séo proteinas que tém a funcdo de catalisar reagdes, facilitando a converséo
de substratos em produtos (ALEXANDER et al., 2011). Esses catalisadores, mesmo em
pequenas quantidades, sdo capazes de aumentar a velocidade de uma reacdo quimica em
milhares de vezes, quando comparada a uma reacdo espontanea. Com alta especificidade aos
substratos, as enzimas também podem ser inibidas por uma série de fatores fisicos e quimicos,
como variagdes de pH, variacGes de temperatura, tratamento com alcool, bloqueio do sitio
ativo por um composto semelhante ao substrato (inibicdo competitiva), deformacéo da enzima
por inibidores que inativam coenzimas, cofatores ou produtos das reacdes (inibicdo ndo
competitiva) (NELSON e COX, 2011). Apesar de existirem milhares de tipos de enzimas,
elas podem ser agrupadas em seis principais classes, de acordo com a Unido Internacional de

Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Principais classes de enzimas

Ndmero da classe Nome da classe Reacdo catalitica

1 Oxirredutases ReacOes de transferéncia de
elétrons (transferéncia de elétrons
ou atomos de hidrogénio de um
composto para outro)

2 Transferases Transferéncia de grupos funcionais
(tais como grupos fosfato, amino e
metil)

3 Hidrolases ReacBes de hidrélise (adicdo de

uma molécula de &gua para quebrar
a ligagdo quimica)

4 Liases Adicdo de duplas ligacBes a uma
molécula, bem como remocédo ndo-
hidrolitica de grupos quimicos

5 Isomerases Reacbes de isomerizagdo (um
composto € alterado em outro,
permanecendo com 0 mMesmo
nimero e tipos de &tomos, mas
difere na estrutura molecular)

6 Ligases Formagcdo de ligacdo com clivagem
ou quebra de ATP

Fonte: Adaptado de PELCZAR et al., 1997.
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As enzimas podem ser obtidas através de vérias fontes, como plantas, animais e
micro-organismos. Geralmente, sdo as enzimas microbianas que atendem a demanda
industrial (PANDEY et al., 2000), pois 0s micro-organismos podem ser produzidos em
grande quantidade, gerando economia, e sdo passiveis de manipulacdo genética para se obter
caracteristicas desejaveis (GRUPTA et al., 2003). Inimeras espécies de fungos e bactérias
sintetizam e secretam enzimas que sdo industrialmente utilizadas (PANDEY et al., 2000).
Enzimas provenientes de micro-organismos extremofilicos sdo interessantes para diversas
aplicacdes biotecnoldgicas por trabalharem sob condig¢bes extremas, visto que tais micro-
organismos vivem em condigdes extremas (ALl et al., 2015)

A selecdo de cepas microbianas proporciona a producdo de diversas enzimas com
propriedades especificas aumentando os rendimentos na producdo (JAEGER e REETZ,
1998). Além disso, estas enzimas sdo mais estaveis que seus homologos obtidos de plantas e
animais, e seu processo de producao é mais facil e seguro (TANYILDIZI et al., 2005).

Com base no local de acdo, as enzimas podem ser consideradas de dois tipos:
enzimas intracelulares, com atuacdo dentro da célula, e enzimas extracelulares, com atuacao
fora da célula. As enzimas intracelulares sintetizam o material celular e tambem realizam
reacOes catabdlicas que suprem as necessidades energéticas da célula. Por outro lado, a
principal funcdo das enzimas extracelulares é a de executar as alteragdes necessérias a
penetracdo dos nutrientes para o interior das células (GUPTA et al., 2003; NELSON e COX,
2011).

As enzimas sdo um ramo importante do mercado de biotecnologia, onde novos
processos vém sendo desenvolvidos para fabricar tanto produtos comuns quanto produtos de
alto valor agregado, sendo utilizadas como biocatalisadores. Alimentos, quimica fina,
produtos farmacéuticos e biocombustiveis sdo exemplos de produtos fabricados com a
utilizacdo de enzimas. Este tipo de catalisador é também utilizado para fornecer servicos ou
para fins de analise e diagndstico (DAIHA et al., 2016).

Em 2010, a Research and Markets, empresa de pesquisa de mercado, publicou um
relatorio sobre o mercado global de enzimas, onde 11% do mercado de enzimas em 2009
pertenciam ao ramo de combustivel etanol, este mercado cresceu cerca de 15 a 20 % nos
ultimos anos. O mercado de enzimas conta com trés grandes empresas, Novozymes A/S com
sede na Dinamarca, Genencor International Inc, com sede nos Estados Unidos e DSM NV,
com sede na Holanda. Os principais segmentos deste mercado sdo alimentos, como laticinios
e bebidas, alimentacdo animal e aplicacGes técnicas. Em 2009, somente a Novozymes detinha

cerca de 47% do mercado de enzimas industriais (Focus on Catalysts, 2011). Sendo
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considerado um mercado crescente de grande importancia econdémica, espera-se um aumento
de 6,3% ao ano, chegando a U$ 7 bilhdes em 2017 (DAIHA et. al., 2016).

3.2 AMILASES

As enzimas amiloliticas compreendem as hidrolases, que hidrolisam as moléculas de
amido em produtos, como dextrinas, e pequenos polimeros compostos por unidades de glicose
(GUPTA et al., 2003). Essas enzimas sdo muito utilizadas industrialmente no preparo de
adesivos e colas, no clareamento de sucos de frutas, na producdo de substancias
farmacéuticas, dentre outros processos (GUPTA et al., 2003; DEMIRKAN et al., 2005).

A Figura 1 apresenta a classificagdo das enzimas amiloliticas.

Figura 1. Classificacdo das enzimas amiloliticas.

Endo-a-1,4-Glucanase a-amilase
—— o-1,4-Glucanases
Enzimas Exo-a-1,4-Glucanases [ Exomaltohexahidrolase
amiloliticas Exomaltopentahidrolase

Exomaltotetrahidrolase
p-Amilase

Glicoamilase

Isopululanase

a-1,6-Glucanases Endo-u-1,6-Glucanases Pululanase
Isoamilase
Exo-a-1,6-Glucanase Exopululanase

Fonte: NIGAM e SINGH, 1995.

As amilases sdo um dos mais importantes e antigos grupos de enzimas aplicadas na
industria em diferentes ramos, como o de alimentos, téxtil, quimica, farmacéutica e
detergentes (KIRK et al., 2002; GUPTA et al., 2003; DEMIRKAN et al., 2005),

representando cerca de 25% do mercado de enzimas, encontrando aplicacdes em todos 0s
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processos industriais que necessitam da hidrolise parcial ou completa do amido (SAXENA et
al., 2007).

As amilases possuem estrutura tridimensional, capaz de se ligar ao substrato e
promover a quebra de ligacbes glicosidicas pela acdo de grupos cataliticos altamente
especificos (IULEK et al., 2000). Dentre as enzimas amiloliticas, a mais importante é a a-
amilase, pois desempenha um papel fundamental na conversdo do amido em produtos de
baixo peso molecular, que podem ser utilizados por outras enzimas do mesmo grupo
(BALASUBRAMANIAN et al., 2018).

As a-amilases (EC 3.2.1.1, o-1,4-D-glicano glicanohidrolase) correspondem as
endoamilases, que atuam ao acaso ao longo da cadeia de amilose e amilopectina hidrolisando
as ligacdes a-1,4 e liberando maltoligossacarideos (DECLERCK et al., 2000). Segundo a
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular as a-amilases pertencem a classe das
hidrolases, e atuam de maneira aleatéria sobre o amido, glicogénio e polissacarideos
relacionados e oligossacarideos, liberando grupos redutores na configuracao alfa.

A a-amilase possui diversas propriedades bioquimicas interessantes e a maioria delas
requerem o ion calcio para sua integridade estrutural, estabilidade e atividade e embora as a-
amilases sejam obtidas de diversas fontes e possuam cadeias de aminoécidos diferentes, elas
possuem funcdo catalitica semelhante (HOMAEI et al., 2016).

Como comumente observado em a-amilases, Figura 2, a enzima consiste em uma
Unica cadeia polipeptidica dobrada em trés dominios distintos, A, B e C. O dominio A
representa uma estrutura compacta em forma barril (a/B)s, 0 dominio B esta inserido entre 0s
dominios A e C, e esta ligada ao dominio A por uma ligacdo dissulfeto, o dominio C possui
estrutura folha B ligada ao dominio A, o célcio (Ca?") esta situado entre os dominios A e B e
pode atuar na estabilizacdo da estrutura tridimensional e como ativador alostérico. (SUVD et
al., 2000)
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Figura 2. Estrutura de a-amilase de Bacillus amyloliquefaciens.

Fonte: ALIKHAJEH et al., 2010.

Para a quebra completa da molécula do amido, varias enzimas que clivam o polimero
em locais diferentes sdo necessarias. Conforme o modo de agdo, as enzimas amiloliticas
podem ser divididas em duas grandes categorias: as endoamilases e exoamilases. As
endoamilases, a-amilases, catalisam a hidrolise das ligacfes glicosidicas do tipo o-1,4, de
uma maneira aleatoria, no interior da molécula de amido, sua acéo resulta na formagéo de
oligossacarideos ramificados e lineares de varios comprimentos de cadeias. As exoamilases
clivam exclusivamente as ligacdes glicosidicas a-1,4, como as B-amilases, ou clivam as duas
ligacGes glicosidicas a-1,4 e a-1,6, como as glicoamilases e a-glicosidases. As exoamilases
atuam sucessivamente nas ligagdes glicosidicas a partir da extremidade ndo redutora das
mesmas, resultando em produtos finais pequenos: apenas glicose (glicoamilases e o-
glicosidases) ou maltose e dextrinas (B-amilases) (PANDEY et al., 2000; GUPTA et al.,
2003).

Um outro grupo de enzimas que hidrolisam apenas as liga¢cdes a-1,6, sdo a
isoamilase e a pululanase, enzimas desramificantes. A pululanase hidrolisa tanto as ligagdes

glicosidicas a-1,6 da amilopectina quanto as do pululano, enquanto que a isoamilase hidrolisa
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apenas as ligacbes glicosidicas a-1,6 da amilopectina, deixando polissacarideos lineares
longos (MAAREL et al., 2002).

As transferases também clivam as ligacdes glicosidicas a-1,4 da molécula doadora e
transfere parte do doador a um aceptor de glicose com a formacdo de uma nova ligagédo
glicosidica. Enzimas como amilomaltase e ciclodextrina glicosiltransferase formam uma nova
ligagdo glicosidica a-1,4 enzimas ramificantes formam ligacGes glicosidicas a-1,6, a principal
diferenca entre essas enzimas € que a amilomaltase realiza uma reacdo de transglicolizacao
resultando em um produto linear, enquanto que a ciclodextrina glicosiltransferase resulta em
um produto ciclico (VAN DER VEEN et al., 2000).

Entre as enzimas amiloliticas destaca-se também a p-amilase que é uma exoenzima
que hidrolisa as ligagdes glicosidicas a-1,4 liberando B maltose, glicose e malto
oligossacarideos. As [P-amilases sdo produzidas principalmente por plantas e algumas
bactérias gram positivas, como as pertencentes ao género Bacillus. No ambiente intracelular
atua no metabolismo vegetal tranformando amido em maltose, proporcionando o sabor
adocicado nos frutos. E empregada na indUstria de alimentos e detergentes (KOCABAY et al.,
2016).

As pululanases sdo enzimas desramificantes que clivam as ligagdes glicosidicas a-
1,6 do pululano, amilopectina e oligossacarideos. Conforme os tipos de substratos e produtos
de reacéo, as enzimas pululanases podem ser classificadas em quatro grupos, pululanase tipo |
que hidrolisam especificamente as ligagdes glicosidicas o-1,6 de pululano e outro
oligossacarideos ramificados formando maltotrioses ou oligdmeros lineares, pululanase tipo |
(neopululanase) que hidrolisam as ligac6es glicosidicas a-1,4 de pululano formando panose,
as pululanases tipo Il (amilopululanase) atacam nao somente as ligagdes glicosidicas a-1,6 do
pululano mas também as ligagdes a-1,4 de outros polissacarideos e a pululanase tipo Il
(isopululanase) que hidrolisam as liga¢des glicosidicas a-1,4 de pululano formando isopanose
(SPREINANT e ANTRANIKIAN, 1990). Uma nova amilopululanase foi descrita,
proveniente de uma cepa de Geobacillus stearothermophilus, que converte pululano em
glicose, maltose e maltoriose, bem como amido em glicose e maltose (ZAREIAN et al.,
2010). As pululanases sdo de grande interesse para a industria de processamento de amido,
uma vez que podem combianar a liquefacdo e a sacarificagdo em um unico processo (YU et
al., 2011).

J& as glicoamilases sdo enzimas extracelulares que clivam facilmente as ligacGes
glicosidicas a-1,4 do amido e oligossacarideos, mas as ligacbes a-1,6 sdo mais resistentes a

acdo desta enzima, que a cliva em menor velocidade. Muitas glicoamilases convertem
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completamente o amido em D-glicose, mas somente quando usada em grande quantidade e
em periodos longos de incubacdo. Secretada por diversas fontes microbianas, a glicoamilase é
importante comercialmente na conversao de malto-oligossacarideos em D-glicose (BARRY e
MARILYN, 1980).

3.3 AMIDO

A maior parte dos carboidratos encontrados na natureza ocorre como polissacarideos,
polimeros de média até alta massa molecular, os polissacarideos de armazenamento mais
importantes sdo o glicogénio em células animais e 0 amido em células vegetais.

Como resultado da fotossintese, as plantas sintetizam o amido, processo em que a
energia da luz solar é convertida em energia quimica (MAAREL et al., 2002). O amido pode
ser armazenado em diferentes 6rgaos e tecidos vegetais, como por exemplo, em plastideos de
folhas, frutos e no endosperma de cereais, formando granulos que podem variar de 0,1 a 50
pm de didmetro, constituindo um importante macronutriente da dieta humana (BALL e
MORREL, 2003), é encontrado amplamente distribuido em vegetais, como carboidrato de
reserva, sendo abundante em grdos de cereais (40 a 90% do peso seco), leguminosas (30 a
50% do peso seco), tubérculos (65 a 85% do peso seco) e frutas ndo maduras (40 a 70% do
peso seco (LAJOLO e MENEZES, 2006).

Além de seu uso como alimento, o amido é usado em varios processos industriais,
guimicos ou enzimaticos, para obtencdo de xaropes de glicose, maltose e de frutose
empregados em confeitarias, cervejarias, fabricas de biscoito, geleias e refrigerantes
(GALDINO, 2008), sendo o principal responsavel pelas propriedades tecnoldgicas que
caracterizam grande parte de produtos processados, contribuindo para a textura de alimentos,
espessante, estabilizador de coldides, agente gelificante, adesivo, entre outros (SINGH et al.,
2003).

O amido € um polimero de D-glicose onde as moléculas sé&o unidas entre si por
ligacbes O-glicosidicas, que sdo formadas quando um grupo hidroxila no carbono 1 (C1) de
uma molécula de aclcar reage com o atomo de carbono anomérico de outra molécula de
acucar (MAAREL et al., 2002; VANDEPUTTE e DELCOUR, 2004).

Dois tipos de polimeros de glicose estdo presentes no amido: amilose e amilopectina,

Figura 3. A amilose possui cadeias longas ndo ramificadas de unidades de D-glicose unidas
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por liga¢oes a-1,4, consistindo em até 6.000 unidades de glicose, essas cadeias variam em
massa molecular, até mais de um milh&o, j& a amilopectina consiste em cadeias lineares e
cadeias laterais, as ligacdes glicosidicas encontradas entre as unidades sucessivas de glicose
sdo 0-1,4 mas o0s pontos de ramificagdo sdo a-1,6, a molécula completa de amilopectina
contém em média cerca de 2.000.000 de unidades de glicose, sendo uma das maiores
moléculas da natureza (MAAREL et al., 2002). A proporcdo em que aparecem esses dois
polimeros variam a depender das fontes botanicas, das variedades de uma mesma espécie e
até mesmo dentro de uma variedade, de acordo com o grau de maturagédo da planta (TESTER
etal., 2004).

Figura 3. Estrutura de amilose e amilopectina. A) Estrutura de amilose — polimero linear
composto por D-glicoses unidas em o-1,4. B) Estrutura da amilopectina — polimero

ramificado composto por D-glicoses unidas em a-1,4 ¢ a-1,6.

BOH L OH CH,OH CH,OH
& 0 A o A O,
1 g ~. H H 4 ~ H H 4 . H

. . .

A [~ OH H " [ OH H _~" Mo O0H H AT

— r \ : R O J P
H  OH H  OH H  OH

SCH.OH
{ le)
H Y \ H

R ooun u J
O

Ramificaghio (o 1 =)

B H OH
O
SCHa,
y A—0
N H “} H
A ‘NoH u
/ L O . } — ]

cadeia principal H OH
ligagSes (o 1—4) B

Fonte: Adaptado de TESTER et al., 2004.

Quanto as propriedades fisico-quimicas, a amilopectina é sollvel em agua, ja a
amilose e o proprio granulo de amido sdo insoltveis em agua fria, quando em agua aquecida
os granulos incham de forma irreversivel, este processo chama-se gelatinizacdo, neste

processo a amilose lixivia da fase intergranular para a fase aquosa aumentando a viscosidade.
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Com o aumento da temperatura, a viscosidade aumenta, até que os grénulos se partem
culminando em uma dispersdo coloidal viscosa completa, com o posterior resfriamento
obtém-se um gel elastico, durante a retrogradacdo, o amido passa de um estado dissolvido e
dissociado a um estado associado, a retrogradacdo é principalmente causada pela amilose,
pois a amilopectina, devido a sua estrutura altamente ramificada € menos propensa a
retrogradacdo (MAAREL et al., 2002). A retrogradagdo € um fendmeno complexo que varia
conforme a influéncia de alguns fatores, como: temperatura, pH, tempo de armazenamento,
fonte de amido, presenca de outros componentes (lipideos, eletrolitos, acucares) e condi¢des
de processamento (THARANATHAN, 2002).

3.4 ALFA AMILASE E SUA APLICACAO INDUSTRIAL

Um aumento na demanda pela enzima o-amilase na biotecnologia tem ocorrido
devido a grande variedade de condi¢cBes de sua atuacdo, tais como em alta temperatura,
extremo de pH e na presenca de surfactantes e solventes organicos (TANAKA e HOSHINO,
2002). Além disso, processos quimicos podem gerar subprodutos toxicos, mutagénicos,
persistentes, bioacumulativos, causando assim, inUmeras perturbaces prejudiciais nos
sistemas bioldgicos. Nas Ultimas décadas, um ndmero crescente de estudos objetivando
desenvolver métodos ambientalmente limpos e ndo toxicos para processos industriais vém
sendo desenvolvidos, neste contexto, 0 uso de processos enzimaticos tem sido o foco desses
estudos (BETINI et al., 2009).

O maior mercado para a aplicacdo das a-amilases estd na producdo de amido
hidrolisado na forma de glicose. Durante muito tempo o amido foi hidrolisado quimicamente,
através de 4cidos, este processo gerava compostos coloridos ou de “flavor” e dificultava o
controle dos teores finais. Nos dltimos 30 anos, as amilases vém substituindo a hidrdlise &cida
(GOMES et al., 2007). Nos processos industriais de conversdo do amido, a conversdo
enzimatica inclui o processo de gelatinizacdo, onde o amido é dissolvido formando uma
solugdo viscosa, a liquefagdo que envolve uma hidrolise parcial e a sacarificagdo. A a-amilase
do género Bacillus é utilizada neste tipo de segmento, ela precisa ter caracteristicas de
termoestabilidade e ser ativa e estavel em pH baixo (NIELSEN e BORCHERT, 2000;
SAJEDI et al., 2005; COUTO e SANROMAN, 2006).

Na industria téxtil, o amido é utilizado para impedir que o fio se quebre impedindo

também a absorcdo de tintas e alvejantes, o uso de amilases para quebrar esse esmalte ndo
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prejudica o tecido, tornando-o pronto para o branqueamento ou tingimento. As amilases sdo
muito utilizadas para a remog¢édo de amido dos fios apds o processo de tecelagem. As amilases
removem o amido sem danificar as fibras dos tecidos. O uso de enzimas na industria téxtil
ainda acelera o processo, consumindo menos agua e energia, além de conferir diferencas no
produto final, como maior maciez, cores mais vivas e impermeaveis (GUPTA et al., 2003;
AHLAWAT et al., 2009; NOVOZYMES, 2017).

Nas industrias de papel e celulose é realizado um tratamento no papel utilizando
amido para tornar a superficie do papel lisa e forte, porém a viscosidade natural do amido €
muito alta para a cobertura no papel, desta forma, a utilizacdo de a-amilases tem o objetivo de
degradar parcialmente o amido dando o acabamento adequado ao papel (GUPTA et al., 2003;
CARVALHO, 2007).

As a-amilases também vém sendo empregadas na industria de detergentes (SINGH
et al., 2012). Essas industrias sdo as principais consumidoras de enzimas em termos de
volume e valor (MITIDIERI, et al., 2006). As amilases sdo o segundo maior grupo de
enzimas utilizadas na industria de detergentes, o primeiro sdo as proteases. As amilases estdo
presentes em 90% dos detergentes liquidos, esses detergentes tém que ser capazes de degradar
residuos alimentares ricos em amido, como, batata, chocolate, cremes, molhos, dextrinas e
outros oligossacarideos. As amilases empregadas neste segmento devem ser estaveis em
ambientes oxidantes, ter atividade em temperaturas baixas e pH alcalino e ter um 6timo nivel
de atividade nas formulacBes com a presenca de proteases. As enzimas utilizadas neste
segmento industrial sdo as secretadas pelos géneros Bacillus e Aspergillus (GUPTA et al.,
2003; MITIDIERI, et al., 2006; HMIDET et al., 2009).

Na producdo de etanol, o substrato mais utilizado € o amido devido ao baixo custo e
disponibilidade. A conversdo do amido em etanol se da pela liquefacdo e sacarificacdo, onde
0 amido € convertido em acgucar por enzimas como a a-amilase e em seguida ocorre 0
processo de fermentacdo, onde o acUcar é convertido em etanol através da utilizacdo de
leveduras. As a-amilases utilizadas nesse processo sdo provenientes de micro-organismos
como Bacillus licheniformis ou cepas modificadas de E. coli ou B. subtilis (SANCHEZ e
CARDONA, 2008; CHI et al., 2009).

Na industria de alimentos, as amilases séo utilizadas na panificacdo, fabricacdo de
cervejas, suco de frutas, xaropes de amido, entre outros. Elas sdo responsaveis pela melhora
do volume e textura dos produtos, aumento da taxa de fermentagéo, melhora do sabor, da cor,
além de reterem a maciez dos produtos da panificagdo, clarificarem as cervejas e sucos de

frutas e atuarem no pré-tratamento de racGes animais melhorando a digestibilidade das fibras
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(GUPTA et al., 2003; COUTO e SANROMAN, 2006). As amilases termoestaveis de Bacillus
stearothermophilus s&o utilizadas na industria de panificacdo (MAAREL et al., 2002).

A aplicacdo de enzimas na industria de varios segmentos em substituicdo a processos
quimicos, € um grande avanco na area de biotecnologia e na preservacdo ambiental. Processos
quimicos necessitam de condigdes &cidas, alcalinas, altas temperaturas, grande consumo de
agua, promovem emissdo de CO, e produzem residuos perigosos, em contrapartida, 0s
processos enzimaticos possuem muitas vantagens, como o aumento de producdo, ndo geram
residuos toxicos, possuem condigdes de reacdo moderadas, promovem reducdo do consumo
de agua no processo, diminuem etapas de producdo, os produtos gerados possuem alta
qualidade, além do fato de que as enzimas ndo sdo consumidas durante o processo sendo
passiveis de redso, o que contribui para a diminuicdo do custo do processo (SUKUMARAN
etal., 2009; HAMZAH et al., 2011).

A termoestabilidade é uma caracteristica desejavel na maioria das enzimas
industriais. Enzimas termoestaveis isoladas de micro-organismos termofilicos encontram uma
série de aplicacdes na industria de varios segmentos e tém sido objeto de pesquisa.
(STAMFORD et al., 2001; GOMES et al., 2003; ASGHER et al., 2007).

As amilases termoestaveis sdo produzidas por um pequeno nimero de organismos
mesofilicos. Porém, existe um grande interesse por organismos termofilicos como produtores
de novas enzimas amiloliticas, visto que as enzimas produzidas por estes organismos sao
geralmente mais estaveis quando comparadas as dos mesofilicos (KRISHNAN e CHANDRA,
1983).

As amilases produzidas por micro-organismos termofilicos tém recebido uma
consideravel atencdo da inddstria por serem termorresistentes, reduzindo riscos de
contaminacdo, eliminacdo da etapa de resfriamento, aumento da taxa de difusdo e por
possuirem caracteristicas importantes, como estabilidade a temperatura e ao pH (LIN et al.,
1998).

Entre as a-amilases bacterianas mais importantes industrialmente estdo as secretadas
pelo género Bacillus, destacando-se as amilases ativas em altas temperaturas produzidas por
B. amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis e B. licheniformis (NIGAM e
SINGH, 1995; HAKI e RAKSHIT, 2003).

As a-amilases termoestaveis produzidas por Bacillus sdo amplamente utilizadas na
liguefacdo do amido, nas industrias de papel, téxtil, detergentes, alimentos, adesivos, quimica

fina, farmacéutica e bioquimica. Também possuem grande aplicagdo na producdo de
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combustivel etanol, xarope de frutose e de glicose (SARIKAYA et al., 2000; GUPTA et al.,
2003; SAXENA et al., 2007).

Dentre as a-amilases produzidas pelo género Bacillus, a o-amilase de Bacillus
licheniformis é a mais utilizada em processos industriais de hidrolise de amido, por sua
melhor reversibilidade & desnaturacdo térmica quando comparada a a-amilase de Bacillus
amyloliquefaciens e a de Bacillus stearothermophilus. Entretanto, as estruturas
tridimensionais e sequéncia de aminoacidos dessas trés a-amilases sao bastante similares (LI
etal., 2017).

3.5 INFLUENCIA DA COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA E CONDICOES DE
CULTIVO PARA A PRODUCAO DE o-AMILASE

Alguns micro-organismos podem crescer apenas com a exigéncia de reduzidas fontes
inorganicas de nutricdo, enquanto outros necessitam de compostos organicos complexos,
assemelhando-se a organismos superiores, porém todos 0Ss organismos Vivos possuem
necessidades comuns como carbono, nitrogénio, hidrogénio e oxigénio. Esses elementos sdo
necessarios tanto para a sintese como para as fun¢des normais dos componentes celulares. O
carbono fornece energia para o crescimento da célula e serve como unidade basica do material
celular, e o nitrogénio € necessario para a sintese de acidos nucléicos e proteinas. (BORZANI
etal., 2001; TORTORA et al., 2005).

As condigdes do meio fisico sdo fundamentais para o crescimento do micro-
organismo e as especificidades dessas condi¢bes poderdo ser diferentes para cada tipo de
micro-organismo. Ha quatro condi¢des fundamentais que irdo interferir no crescimento do
micro-organismo e na secrecdo de metabdlitos: a temperatura, o pH, atmosfera gasosa e
pressdao osmotica. Assim, meios de cultura especificos sdo imprescindiveis para a cultura de
micro-organismos (TORTORA et al., 2005; DJEKRIF-DAKHMOUCHE et al., 2006).

O crescimento do micro-organismo e a producdo de enzimas sdo fortemente
influenciados pela composicdo do meio de cultura, assim, a otimiza¢do dos parametros e dos
componentes do meio de cultura sdo a principal tarefa em um processo biologico (DJEKRIF-
DAKHMOUCHE et al.,, 2006). Particularmente, os pardmetros fisico-quimicos séao
fundamentais nos processos fermentativos por seu impacto econdmico e pela viabilidade do

processo, fatores como pH, temperatura, ions metalicos, fontes de nitrogénio e carbono,
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agitacdo e concentracdo de fosfato, tém sido estudados na producdo de a-amilase (SAJEDI et
al., 2005; COUTO e SANROMAN, 2006).

A aplicacdo industrial de enzimas pode ser dificultada devido a quantidade limitada
produzida por alguns micro-organismos, tendo em vista que as condi¢fes exigidas para um
6timo crescimento do micro-organismo nem sempre Sdo as mesmas para a producdo de
enzimas, varidveis como suplementagdo nutricional, pH do meio de cultura, pressao osmotica,
grau de aeracdo e temperatura, influenciam no crescimento do micro-organismo e na
producdo de enzimas (PANDEY et al., 2000), contudo na maioria dos casos, adotando-se
métodos simples como a utilizagdo de um meio de cultura especifico e otimizado, € possivel
aumentar significativamente o rendimento enzimatico e reduzir os custos de producédo
(KUMAR e TAKAGI, 1999; JOO e CHANG, 2005).

As bactérias termofilicas podem ser cultivadas numa variedade de fontes de energia,
dentre os substratos, incluem-se: biopolimeros comuns, agutcares, polipeptideos, aminoacidos,
alcoois, acidos carboxilicos, aromaticos, monoxidos de carbono e lipidios. Como todos 0s
organismos, as bactérias requerem certa quantidade de energia para manutencdo de
determinados processos, como a renovacdo de constituintes celulares e preservacdo da
composicdo idnica. Assim, em temperaturas extremas, os termofilicos tém suas exigéncias
aumentadas para preservar a organizacdo espacial de componentes especificos da membrana
que podem aumentar em taxas maiores do que a eficiéncia catalitica global (ZEIKUS, 1979).

As fontes de carbono fermentaveis tais como glicose, amido, lactose ou frutose sao
obtidos ap0s o processamento de produtos agricolas. Porém, eles se tornaram muito caros para
a producao comercial de a-amilase (HAQ et al., 2005). O custo de producao de enzimas é
alto, cerca de 30 a 40% do custo total de producdo esta relacionado com o meio de cultura
utilizado (JOO e CHANG, 2005). Uma alternativa seria a utilizacdo de residuos
agroindustriais em bioprocessos, visto que sdo fontes de substratos de natureza renovavel,
possuem baixo custo e com a vantagem de também contribuirem com a diminuicdo de
problemas de natureza ambiental que a disposicdo desses residuos poderia causar (PANDEY
et al., 2000). Diariamente sdo gerados milhdes de toneladas de residuos agroindustriais em
todo o mundo, alguns s&o aproveitados em ra¢fes animais, outros dispostos no campo, porém,
a maior parte é descartada sem tratamento causando danos ao meio ambiente (MELO et al.,
2011). Com as inovacg0Oes biotecnologicas, principalmente na area de tecnologia enzimatica e
fermentagdo, muitas portas foram abertas para a utilizagdo de residuos agroindustriais, eles
possuem um grande potencial de uso como substrato na fermentagédo, por apresentarem custo

reduzido, possibilidade de produzirem produtos de alto valor agregado e serem passiveis de
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consumo por micro-organismos (PELIZER et al., 2007). Varios residuos agroindustriais como
bagaco de cana-de acucar, farelo de soja, farelo de trigo, bagago de macé e torta de mamona
mostraram potencial para a producdo de lipases, por exemplo (SANTOS et al.,, 2012).
Visando diminuir os custos de producdo de amilases, pesquisas utilizando farelo de trigo,
residuos de café, banana, casca de batata, bagaco de cana, farelo de soja, farelo de arroz, torta
de dleo de milho, casca de laranja, casca de magd, como alternativa de substituicdo da fonte
de carbono nos meios de cultivo vem sendo realizadas (YARAS et al., 2015).

Na producédo de a-amilases por fungos e bactérias, o efeito da fonte de carbono na
inducdo e repressdo da enzima é muito importante como fonte de regulacdo da biossintese.
Amido e substancias amiléceas tém sido descritos como os substratos mais adequados para a
alta produtividade de a-amilases (MESSAOUD et al., 2004; SAXENA et al., 2007), podendo
ser aproveitados residuos agricolas ou de processamento de amido, 0s quais contém
quantidades residuais de amido suficientes para esse fim (KUNAMNENI et al., 2005;
DJEKRIF-DAKHMOUCHE et al., 2006).

Quando as a-amilases séo sintetizadas na presenca de carboidratos contendo ligacdes
glicosidicas do tipo a-1,4, sdo consideradas indutivas. A sintese dessas enzimas também pode
ser constitutiva; neste caso, 0 micro-organismo é capaz de sintetiza-la quando a Unica fonte de
carbono é a glicose (RAY e NANDA, 1996).

Muitas pesquisas avaliam a indugdo de a-amilase na presenca de amido, maltose,
lactose, trealose e a-metil-D-glicosidio. Porém, o uso do amido e, ou fontes de carbono
amiléaceas sdo os principais substratos para a producdo de a-amilase (GUPTA et al., 2003).
Saxena et al. (2007), estudando o efeito de diferentes fontes de carbono sobre a producao de
a-amilase por Bacillus sp. PN5, verificaram que o amido induziu fortemente a sintese da
enzima enguanto que a frutose e glicose inibiram sua producdo. Resultado semelhante foi
encontrado por Lin et al. (1998) e Teodoro e Martins (2000) em Bacillus sp. e por Konsoula e
Liakopoulou-Kyriakides (2007) em Bacillus subtilis. A secre¢cdo de amilases no meio de
cultura quando o amido é utilizado como fonte de carbono vem sendo descrita em varias
cepas do género Bacillus, por varios autores (CORDEIRO et al., 2002; MESSAOUD et al.,
2004; AGRAWAL et al., 2005; KONSOULA e LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2007). Ja
em uma pesquisa realizada por Singh et al. (2012) a fonte de carbono que melhor induziu a
producdao de a-amilase por Streptomyces sp. foi D-inositol e D-sorbitol, seguidos por
monossacarideos como glicose e galactose e polissacarideos como o0 amido. Resultado similar

foi encontrado por Srivastava e Baruah (1986) em Bacillus stearothermophilus.
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Fontes de nitrogénio tém sido descritas em diversas pesquisas como preferiveis as
fontes de carbono na produgdo de a-amilase (PEDERSEN e NIELSEN, 2000; JIN et al.,
2001; KUNAMNENI et al., 2005). Konsoula e Liakopoulou-Kyriakides (2007) substituiram a
fonte de carbono, amido soltvel, por fontes orgéanicas de nitrogénio no meio de cultivo de
Bacillus subtilis, utilizando triptona, peptona, extrato de carne, caseina, glicina e CSL (corn
steep liquor). A biossintese de a-amilase pareceu ser independente da disponibilidade de
amido no meio, a producdo maxima da enzima se deu com a utilizacéo de triptona.

Singh et al. (2012) utilizaram fontes organicas e inorganicas de nitrogénio para a
producao de a-amilase por Streptomyces sp. a utilizacdo de peptona no meio obteve a
producdo maxima da enzima, seguida de sulfato de aménio e nitrato de amonio. Resultado
semelhante foi obtido por Carvalho et al. (2008) na produg¢ao de a-amilase por Bacillus sp.

A o-amilase é uma metaloproteina que contém pelo menos um Ca** em sua estrutura,
a afinidade por este ion € maior do que por qualquer outro. O célcio ndo tem influéncia
somente na atividade enzimatica, mas também aumenta sua estabilidade nas trocas de
temperatura e pH, deste modo, o calcio mantém a molécula da enzima na conformacéo 6tima
para a maxima atividade e estabilidade (LEVEQUE et al., 2001). Pesquisas indicam que a
utilizagao de ions calcio tem tido éxito na atividade ¢ estabilidade enzimatica de a-amilase
proveniente de varias espécies de Bacillus (DEMIRKAN et al., 2005; GOYAL et al., 2005;
DJEKRIF-DAKHMOUCHE et al., 2006). Konsoula e Liakopoulou-Kyriakides (2004)
relataram que a termoestabilidade da enzima o-amilase foi aumentada pelos ions célcio e
magnésio.

Por outro lado, alguns estudos demonstraram que o fon Ca®* ndo exerce influéncia
sobre a atividade de o-amilase, e pode até ter um efeito inibitério em alguns casos,
dependendo da concentracdo deste ion (YANG e LIU, 2004; HASHIM et al., 2005). Singh et
al. (2012) testaram a atividade de a-amilase na presenca de diversos ions metalicos, os cations
divalentes Mn?*, Mg** e Co®" estimularam a atividade da enzima, enquanto que os cétions
Pb*, Fe?*, Cu®, Zn**, Mo?* e Ca®" inibiram a atividade enzimatica. Goyal et al. (2005)
obtiveram bons resultados na produgdo de a-amilase por Bacillus sp. utilizando os fons Mn*,
Mg®* e Co™".

Diversos ions metalicos tém sido estudados visando aumentar a atividade e a
estabilidade térmica de amilases (GUPTA et al., 2003). Céations univalentes e trivalentes tém
apresentado efeito inibitorio na producao de a-amilase (SINGH et al., 2012). Srivastava e
Baruah (1986) encontraram efeito inibitorio de cations trivalentes na producéo de a-amilase

por Bacillus stearothermophilus.
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4 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a vasta aplicacdo de enzimas amiloliticas na industria de varios
segmentos, a crescente aplicacdo de micro-organismos como fonte de enzimas em detrimento
de outras fontes, por serem mais vantajosos sob varios aspectos, e a necessidade de otimizar o
processo de cultivo desses micro-organismos a fim de se obter uma maior producao
enzimética, e ainda, considerando a ampla gama de micro-organismos e suas linhagens a
serem estudas, como é o caso de Bacillus amyloliquefaciens VR002, faz-se imprescindivel o
estudo da producdo de a-amilase através da otimizacdo das condi¢des de cultivo do referido
micro-organismo, visando a producdo enzimatica, e a caracterizacdo da atividade da a-

amilase produzida.
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5 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia da Escola de
Engenharia Industrial MetalUrgica de Volta Redonda da Universidade Federal Fluminense
(EEIMVR-UFF).

5.1 MICRO-ORGANISMO E ENSAIOS ANALITICOS

O micro-organismo utilizado para o estudo foi Bacillus amyloliquefaciens VR002,
previamente isolodo de amostras de solo coletadas na cidade de Volta Redonda-RJ, cuja
cultura se encontra no Laboratério de Biotecnologia da EEIMRV.

Para a producdo de a-amilase, foi utilizado meio de cultura com a seguinte
composicdo: 1% de amido, 0,7% de extrato de levedura, 4g/L KH,PQ4, 4g/L Na;HPO,,
0,2g/L de MgS0O,47H,0, 0,001g/L CaCl,.2H,0, 0,004g/L FeSO,4.7H,0 para 1.000 mL de agua
destilada, em pH 7. Este meio foi esterilizado em autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

O pré-indculo foi produzido utilizando caldo nutriente, com a seguinte composicao:
0,3% de extrato de carne e 0,5% de peptona de caseina para 1.000 mL de agua destilada em
pH 7, o qual foi esterelizado em autoclave a 121 °C durante 15 minutos e posteriormente
inoculado com cultura de B.amyloliquefaciens VR002, armazenada em placas de petri sob
refrigeracao.

O meio de cultura foi inoculado, em ambiente estéril, em uma cabine de seguranca
bioldgica (Pachane - modelo PA 420) com uma cultura preparada de véspera (pré indculo) na
concentracdo de 2%, e incubado por 18h em uma incubadora refrigerada com agitacdo
(Tecinal - modelo TE 424) operando a 150 rpm e sob temperatura de 35 °C. Os experimentos
foram realizados em triplicata, sendo cada amostra constituida por 50 mL de meio de cultura
em frascos erlenmeyer de 250 mL.

Em intervalos de tempo pré-determinados, foram retirados frascos contendo as
amostras para a determinacédo da densidade otica da cultura, dosagem da atividade enzimatica,
dosagem de acucares redutores e valor de pH do meio de crescimento.
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5.1.1 Determinacdo da atividade enzimética (BERNFELD, 1955)

Para a remocdo das células, a cultura bacteriana foi centrifugada em Micro
Centrifuga Refrigerada (NT805-Novatecnica) a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C . Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante livre de células (extrato bruto enzimaético) foi utilizado para a
dosagem da atividade enzimatica. A atividade de o—amilase foi determinada pela
quantificacdo de acUcares redutores seguindo o método de Bernfeld (1955) com
modificaces.

As amostras contendo 0,25 mL de extrato bruto enzimatico e 0,5 mL de solucdo de
amido na concentracao de 1%, foram incubadas a 45 °C por 30 minutos. Apds este periodo a
reacdo foi paralisada pela adi¢do de 0,75 mL do reagente de Miller (1959). A mistura, em
tubos de ensaio, entdo foi colocada em agua em ebuli¢do por 5 minutos, e em seguida, apos
ser resfriada, foi adicionado ao tubo, 7 mL de agua destilada. A coloracdo desenvolvida foi
aferida em espectrofotometro (SHIMADZU UV-mini 1800), utilizando comprimento de
onda de 540 nm. O mesmo procedimento foi realizado com o controle, exceto que o
reagente de Miller foi adicionado juntamente com a enzima a solucdo de amido 1% e esta
mistura foi colocada em agua em ebulicdo. Uma curva padrdo de glicose com concentracdes
conhecidas foi construida medindo-se a absorbancia da solu¢do em espectrofotdmetro
(SHIMADZU UV-mini 1800), utilizando comprimento de onda de 540 nm, tal curva
constituiu-se de aproximadamente 17 pontos, com concentracdes variando entre 0,1 a 2,25
mg/mL de glicose. Uma unidade da atividade enzima (U) foi definida como a quantidade de

enzima necessaria para produzir 1 umol de agucar redutor por minuto.

5.1.2 Quantificacdo de aclcar redutor (MILLER , 1959)

As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos em temperatura de 4
°C, obtendo-se o0 sobrenadante livre de células. Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,50
mL de &gua desilada, 0,25 mL de sobrenadante e 0,75 mL de reagente DNS, apds, 0s tubos
foram colocados em banho com agua fervente por 5 minutos. Ap6s o banho, foi adicionado 7
mL de agua destilada e realizada a leitura da absorbéancia em espectrofotometro (SHIMADZU
UV-mini 1800) com comprimento de onda de 540 nm. Uma curva padrdo de glicose com
concentragfes conhecidas foi construida medindo-se a absorbancia da solugdo em
espectrofotometro (SHIMADZU UV-mini 1800), utilizando comprimento de onda de 540 nm.
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5.1.3 Medida do crescimento

O crescimento do micro-organismo celular foi medido por turbidimetria. A turbidez
do meio foi medida em espectrofotometro (SHIMADZU UV-mini 1800) com comprimento
de onda de 600 nm.

5.1.4 Medida do valor de pH

O valor de pH foi medido em pHmetro (Tecnal modelo-Tec5), logo apos a cultura de
micro-organismos ser retirada da incubadora tipo shaker.

5.2 EFEITO DAS CONDICOES DE CULTIVO SOBRE A PRODUCAO DE a- AMILASE

Para a otimizacdo das condicdes de cultivo de Bacillus amyloliquefaciens VR002
para a producdo de a-amilase, a influéncia do tempo de cultivo sobre a producdo da enzima
foi avaliada cultivando-se o0 micro-organismo nos tempos de 12, 24, 36 e 48 horas nas
condicdes descritas no item 5.1

A influéncia da concentracdo de amido soltvel, como fonte de carbono, foi avaliada
cultivando-se o micro-organismo em diferentes percentuais de amido (0,5; 1,0 e 1,5%).

O efeito da temperatura de crescimento do micro-organismo sobre a produgédo de a-
amilase foi avaliado cultivando-se o micro-organismo em diferentes temperaturas: 30, 35, 40
e45°C.

O efeito do pH inicial no meio de cultura sobre a producdo da enzima foi
determinada cultivando-se o micro-organismo com valores de pH inicial de 5,5; 6,0; 6,5; 7,0;
7,5 e 8,0. Os valores do meio foram ajustados com HCI na concentragdo de 1 M e NaOH na
concentracdo de 1 M.

A influéncia de diferentes fontes de nitrogénio no crescimento do micro-organismo e
na produgdo de o-amilase foi avaliada substituindo-se o extrato de levedura do meio de
cultura (0,7%), por outras fontes de nitrogénio, a saber: extrato de levedura, peptona de carne,
extrato de carne, caseina, peptona de caseina, gelatina em po e sulfato de aménio acrescidos

individualmente no meio de cultivo na concentragdo de 1% cada. Apos a obtencdo da melhor
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fonte de nitrogénio, foi avaliada a melhor concentracdo da fonte de nitrogénio, avaliando-se
0s percentuais de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0%.

A influéncia de diferentes fontes de carbono no crescimento do micro-organismo e
na producéo de a-amilase foi investigada substituindo-se o amido solivel do meio de cultura
por: glicose, sacarose, frutose, lactose, maltose, amido de trigo, amido de milho e fécula de
batata. As solugbes de acglUcares foram esterilizadas separadamente em autoclave e
adicionadas ao meio de cultura individualmente na concentracdo de 1% cada, de forma
asséptica em cabine de seguranca bioldgica (Pachane, modelo PA 420).

A influéncia na producédo de a-amilase da concentracdo de pré-indculo utilizado para
inocular o meio de cultura foi determinado através do emprego de diferentes concentragdes de
pré-indculo, desta forma, foram adicionados ao meio de cultura 1, 2, 3, 4, 5, 7 e 10% de pré-
inéculo. O meio de cultura contendo os micro-organismos foi crescido nas condicdes de

cultivo otimizadas e a produ¢ao de a-amilase foi analisada de acordo com item 5.1.1.

5.3 CARACTERIZACAO DA ENZIMA o-AMILASE

Para a caracteriza¢do da enzima produzida, a-amilase, foram analisadas as variaveis
como, temperatura de incubacdo, pH, concentracdo de substrato, concentracdo de extrato
bruto enzimatico e tempo de incubacdo. Foram também analisados os efeitos de ions
metalicos, detergentes e inibidores sobre a atividade enzimatica.

O efeito da temperatura na atividade da enzima foi determinado incubando-se a
mistura de reacdo (0,25 mL de extrato bruto enzimatico + 0,5 mL de solucdo de amido) nas
temperaturas de 35, 40, 45, 50 e 55 °C. Apds 30 minutos de incubacdo em cada temperatura, a
atividade enzimatica foi determinada nas condi¢6es padrdo, descritas no item 5.1.1.

O efeito do pH na atividade de a-amilase foi avaliado na faixa de 5,5 a 8,0 com
intervalos de 0,5 unidade. As solugbes tamponantes utilizadas foram: Citrato-acido citrico
para as faixas de 5,5; 6,0 e 6,5 e Tris-HCI para as faixas de pH de 7,0; 7,5 e 8,0. O pH 6timo
foi determinado preparando-se o substrato (amido) nas solugdes tampdo com os diferentes
valores de pH e incubando-se 0 mesmo com 0,25 mL de extrato bruto enziméatico em banho-
maria a 45 °C por 30 minutos. Ap6s 30 minutos de incubacdo, a atividade enzimatica foi

determinada nas condic¢des padrdo, conforme item 5.1.1.
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O efeito de diferentes concentracdes de substrato, amido soltvel, no meio reacional
sobre a atividade enzimética foi determinado avaliando-se as concentragdes de 0,2; 0,5; 0,7;
1,0 e 1,5% de amido. A atividade enzimatica foi determinada nas condicdes do item 5.1.1

O efeito de diferentes concentracfes de extrato bruto enzimatico, na mistura de
reacdo, sobre a atividade enzimatica foi determinado avaliando-se o efeito das concentracdes
nos valores de 0,1; 0,15; 0,20 e 0,25 mL. A atividade enzimética foi determinada nas
condicdes do item 5.1.1.

O efeito do tempo de incubacéo sobre a atividade enzimatica foi avaliado incubando-
se 0 meio reacional nos tempos de 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos em banho-maria. A
atividade enzimatica foi determinada nas condigdes do item 5.1.1.

O efeito de diferentes ions metalicos sobre a atividade da enzima foi avaliado, para
tanto, o extrato bruto enzimatico foi pré-incubado a temperatura de 4 °C por 10 minutos na
presenca de fons Ca?*, Mg®*, Na*, K* e Co®" na forma de cloretos e Zn?** e Cu®* na forma de
sulfatos, individualmente, de maneira que a concentracdo final dos ions fosse de 1, 5 e 10
mM. Apds o periodo de pré-incubacao, foi adicionado a mistura 0,5 mL do substrato (solucao
de amido 1,5%) e, o meio reacional foi incubado por 5 minutos a 45 °C. A atividade
enzimatica foi determinada de acordo com o item 5.1.1 e expressa em percentual.

O efeito de inibidores e detergentes sobre a atividade enzimética também foi
avaliado, para tanto, o extrato bruto enzimatico foi pré-incubado a 4 °C por 10 minutos na
presenca de SDS (dodecil sulfato de sddio), EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético),
PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), DTT (ditiotreitol), Benzamidina, TRITON X100,
TWEEN 20 e TWEEN 80, individualmente, nas concentracdes finais de 1 e 5 mM. Ap6s o
periodo de pré-incabacdo foi adicionado a mistura, 0,5 mL de substrato (solu¢do de amido
1,5%). O meio reacional foi incubado por 5 minutos a 45 °C. A atividade residual foi

determinada de acordo com o item 5.1.1 e expressa em percentual.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos experimentos foram analisados atraves do programa
estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2000) com anélise de variancia e comparacdo de médias
pelo teste de Scott-Knott com grau de significancia de 5% em delineamento inteiramente

casualizado em esquema experimental fatorial, com trés repetigdes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EFEITO DO TEMPO DE CULTIVO E DA CONCENTRACAO DE AMIDO NO MEIO
DE CULTURA, SOBRE A PRODUCAO DE a-AMILASE

Na producdo de amilases por fungos e bactérias, o amido, como fonte de carbono,
tem sido descrito como o substrato mais adequado para a alta produtividade da enzima
(SAXENA et al., 2007), sua oferta no meio de cultivo favorece a sintese de amilases.

A fim de se verificar a melhor concentracdo de amido no meio de cultura e o melhor
tempo de cultivo para a producdo de a-amilase, a cepa B. amyloliquefaciens VR002 foi
crescida a temperatura de 35 °C e 150 rpm, nos tempos de 12, 24, 36 e 48h em meio de
cultura contendo amido soltvel, como fonte de carbono, nas concentracdes de 0,5; 1,0 e 1,5%.

As andlises para a determinacdo de atividade enzimética foram realizadas em
triplicata e os resultados estdo apresentados pela média dos valores obtidos, conforme consta

na Figura 4.

Figura 4. Atividade de a-amilase de B. amyloliquefaciens VR002 cultivado em meio de
cultura contendo diferentes concentracdes (%) de amido soltvel. Micro-organismo crescido a

35 °C e 150 rpm, em diferentes tempos de cultivo. As barras representam o desvio padrao.
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De acordo com os resultados obtidos, foi realizada a analise de variancia do efeito do
tempo de incubacdo e a concentragdo de amido no meio de cultivo sobre a producédo da
enzima evidenciando que houve efeito significativo nas varidveis tempo de cultivo e
concentracdo de amido, bem como houve efeito significativo na interacdo dessas duas
variaveis indicando que a producdo de a-amilase depende da interacdo da concentragdo do
amido soltvel no meio de cultura e do tempo de cultivo. O coeficiente de variagcdo (CV) foi
de 9,09%, de acordo com PIMENTEL (2000), quanto menor for o coeficiente de variacéo,
maior o grau de precisdo dos resultados. A andlise de variancia estd descrita em Anexo,
Tabela 2.

De acordo com a Figura 4, todas as concentragdes de amido no meio de cultura no
tempo de cultivo de 24h sdo estatisticamente superiores as demais concentracdes de amido
nos tempos de 12, 36 e 48h. Entre as concentra¢Ges de amido no tempo de 24h de cultivo, 1,0
e 1,5% foram estatisticamente iguais e superiores a concentracdo de 0,5%.

Assim, o tempo 6timo de cultivo encontrado para a produgdo de a-amilase por B.
amyloliquefaciens VR002 foi o de 24h e por ndo haver efeito significativo entre as
concentracdes de 1,0 e 1,5% de amido no meio de cultura para a producdo da enzima, a
concentracdo de 1% foi mantida, tendo em vista a reducéo tanto de custos financeiros quanto
do uso de recursos naturais.

O aumento da disponibilidade de amido no meio de cultivo de 1,0 para 1,5% néo foi
fator relevante para a biosintese de a-amilase.

Carvalho et al. (2008) encontraram resultados diferentes para a producdo de o-
amilase por Bacillus sp. SMIA-2, a melhor concentragdo de amido no meio de cultuta foi de
0,25%, quando se aumentou o percentual para 0,5 e 1,0%, houve decréscimo significativo na
atividade da enzima, neste mesmo trabalho o tempo de cultivo 6timo foi de 32h, sendo que a
producdo da enzima teve inicio na fase exponencial se mantendo durante a fase estacionaria,
apos 36h de cultivo houve queda na producdo da enzima.

Haq et al. (2003) encontraram uma maior produgdo de oa-amilase por Bacillus
licheniformis GCBU-8 no tempo de cultivo de 48h em um meio suplementado com farelo de
trigo e amido de milheto. Singh et al. (2012) também encontraram tempo de cultivo étimo de
48h na produgao de a-amilase por Streptomyces sp., ja Sennur et al. (2016) encontraram o
tempo 6timo de cultivo de 72h para Geobacillus sp. na produgdo de a-amilase em meio de
cultura contendo 1,0% de amido, e similar ao presente trabalho, quando o amido foi
acrescentado ao meio em menores concentragdes, 0,5 ¢ 0,2%, a producdo de a-amilase

decresceu.
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Foi analisada a concentracdo de acgUcares redutores, Figura 5, presente no
sobrenadante da cultura, resultado da hidrolise do amido realizada pela a-amilase. A
conversdo do amido em dissacaridios e monossacarideos reflete 0 consumo energértico pelo
micro-organismo, deste modo, quanto menor a concentracdo de agucares redutores, maior foi
0 consumo de substrato pelo micro-organismo.

Foi analisado o crescimento do micro-organismo, a cada 12 horas, durante 48 horas

de cultivo, os resultados estdo apresentados na Figura 6.

Figura 5. Concentracdo de acgUcares redutores presente no sobrenadante da cultura. Micro-

organismo crescido a 35 °C e 150 rpm. As barras representam o desvio padréo.
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Figura 6. Crescimento de B. amyloliquefaciens VR002 em diferentes tempos de cultivo e

diferentes concentracdes de amido no meio de cultura. As barras representam o desvio padréo.
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De acordo com a Figura 5, as menores concentracdes de acUcares redutores
ocorreram no meio de cultura contendo 0,5% de amido, pode-se observar que ao longo da
fermentacdo o consumo foi aumentando gradualmente, os organismos crescidos neste meio de
cultura obtiveram o menor crescimento, conforme a Figura 6, e apesar de terem registrado a
menor produgdo de o-amilase, sua produgdo foi bem proxima a producdo de micro-
organismos crescidos em meio de cultura contendo maiores concentragcdes de amido, como
demosntra a Figura 4. A menor producdo da enzima e o baixo crescimento do micro-
organismo podem ter sido afetados pela baixa oferta de substrato.

De um modo geral, observa-se que houve diminuicdo gradual de agUcares redutores
ao longo do tempo. Apds 48h de cultivo o micro-organismo ja estava na fase de declinio,
Figura 6, tempo no qual também se observa a menor producédo de enzima, Figura 4.

A maior concentragdo de agucar redutor presente no sobrenadante encontra-se as 36h
de cultivo, nos meio de cultura contendo 1,5% de amido, coincidindo com o0 maior
crescimento do micro-organismo e também a baixa produgdo de a-amilase.

De acordo com a Figura 6, foi identificado o crescimento maximo de B.
amyloliquefaciens VR002 no tempo de cultivo de 36h, apds esse periodo, a cultura entra na

fase estacionaria por um curto periodo e rapidamente entra em declinio. Pode-se observar que
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durante a fase exponencial houve a maxima produgdo de a-amilase, no tempo de 24h, e ao
final da fase exponencial a producéo da enzima caiu drasticamente, Figura 4.

A sintese de a-amilase por micro-organismos do género Bacillus sp., de maneira
geral, ocorre de duas formas dependendo das condi¢bes de cultivo e do micro-organismo
utilizado. Na primeira, a sintese da enzima acompanha o crescimento microbiano e diminui a
velocidade de sintese a medida que a cultura entra na fase estacionaria (STEPHENSON et al.,
1998). Na segunda, a formacdo da enzima € lenta durante a fase logaritmica de crescimento
seguida de um aumento da velocidade de sintese a medida que a velocidade de crescimento
diminui e atinge a fase estacionaria (HAMILTON et al., 1999). Os resultados encontrados
nesta primeira analise estdo de acordo com o primeiro caso, onde a sintese da enzima
acompanha o crescimento do micro-organismo e diminui @ medida que a cultura entra na fase
estacionaria, dando indicios de que a enzima a-amilase € um metabdlito primario.

Quando ions de amdnio estdo sendo utilizados 0 meio de cultivo se torna mais acido,
no sentido oposto, quando nitrogénio organico esta sendo assimilado, o meio se torna mais
alcalino, assim, a variacdo de pH pode fornecer informagdes sobre a sintese de a-amilase, pois
a utilizacdo de compostos nitrogenados no meio esta relacionada com a sua sintese (CHU et
al., 1992). Porém de acordo com a Figura 7, o pH dos meios de cultura contendo diferentes
concentra¢fes de amido no tempo de 24h, onde também ocorreu a maior producdo de a-
amilase, durante a fase log, variou discretamente, ficando préximo da neutralidade. O pH se
manteve proximo a neutralidade nas primeiras 36h de cultivo, aumentando de pH 7 para pH 8
no tempo de cultivo de 48h, onde se observou a menor producdo da enzima coincidindo com a
fase de declinio do micro-organismo, indo de encontro ao exposto por Chu et al. (1992).
Neste experimento observou-se uma relacdo entre a atividade enzimatica maxima em pH
neutro, em torno de 7 durante a fase exponencial, e a queda na atividade enzimatica em pH
mais alcalino entrando na fase de declineo. Os valores de pH podem ser verificados através da

Figura 7.
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Figura 7. Valores de pH da cultura apds 12, 24, 36 e 48h de crescimento em meio de cultura

contendo diferentes concentra¢es de amido. As barras representam o desvio padréo.

9,0 -

8,0 A

7,0 1 s Concentracio

de amido

I T
wgm g,

6,0 -

A
=t

5,0 A

pH
[
o

4,0 A

[

E0,5%

wgm g,

3,0 A

[

i 1,0%

[

2,0 A

[

B1,5%

[

1,0 A

[

s, [ NS,
b e e e e M e s e e e e e e e " e ety

‘--‘:'.-.:‘--.:‘.-f‘--‘:';".‘--.:‘.-f‘--‘:';.:‘--.:‘-' S E gy E Ty E T E R R

",

0,0

24h 36h
Tempo de cultivo (h)

6.2 EFEITO DA TEMPERATURA DE CULTIVO SOBRE A PRODUCAO DE o-
AMILASE E DA TEMPERATURA DE INCUBACAO DA ENZIMA SOBRE A
ATIVIDADE ENZIMATICA

A andlise para avaliar o efeito da tempertura de cultivo de Bacillus amyloliquefaciens
VRO002 para a producdo de a-amilase foi realizada conjugada com a anélise para a avaliar o
efeito da temperatura de incubacdo sobre a atividade da enzima. As andlises foram realizadas
em triplicata e os resultados estéo representados na Figura 8. Para a definicdo da temperatura
6tima de cultivo do micro-organismo visando a melhor producdo da enzima o-amilase,
cultivou-se o micro-organismo nas temperaturas de 30, 35, 40 e 45 °C pelo periodo de 24h a
150 rpm. Para a definicdo da melhor temperatura de incubacao, do meio reacional contendo o
extrato bruto enzimatico, o meio reacional foi incubado nas temperaturas de 35, 40, 45, 50 e
55 °C.
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Figura 8. Atividade de a-amilase de B. amyloliquefaciens VR002 cultivado em meio contendo
1,0% de amido soltvel, em diferentes temperaturas de cultivo por 24h a 150 rpm. Diferentes
temperaturas de incubacdo da enzima estdo demonstradas na legenda lateral. As barras

representam o desvio padrao.
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Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia para verificar o efeito
da temperatura de cultivo sobre a producdo da enzima e da temperatura de incubacdo do
extrato bruto enzimatico sobre a atividade enzimatica, demonstrando que houve efeito
significativo das variavies temperatura de incubacdo e temperatura de cultivo e houve efeito
significativo na interacdo dessas duas varidveis, procedendo-se ao desdobramento da
interacdo para avaliar a atividade ezimatica dentro de cada fator. A analise de variancia esta
descrita em Anexo, Tabela 3.

De acordo com a Figura 8, a producdo de a-amilase nas temperaturas de cultivo de
40 e 45 °C foi baixa para todas as temperaturas de incubacdo da enzima. Considerando como
parametro a maior média obtida na temperatura de cultivo de 30 °C, houve quedas de
aproximadamente 24% considerando a maior média obtida na temperatura de cultivo 35 °C,
80% considerando a maior média obtida na temperatura de cultivo de 40 °C e de 92%
considerando a maior média obtida na temperatura de cultivo de 45 °C.

Quando o micro-organismo foi crescido na temperatura de 30 °C, observou-se que as

temperaturas de incubacéo de 40 e 45 °C foram estatisticamente iguais e superiores as demais.
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Quando o micro-organismo foi crescido na temperatura de 35 °C, as temperaturas de
incubacdo da enzima de 35, 40 e 45 °C foram estatisticamente iguais e superiores as demais.
Desta forma, pode-se concluir que a melhor temperatura de cultivo do micro-organismo para
a producdo da enzima é a de 30 °C e as temperaturas de 40 e 45 °C para a incubacdo da
enzima ndo diferem estatisticamente entre si.

A influéncia da temperatura de cultivo na produgéo de amilases tem sido relacionada
com o crescimento dos micro-organismos, a faixa entre 35 e 80 °C tem sido descrita para o
crescimento 6timo de bactérias e producdo de a-amilase (LIN et al., 1998). Contudo nem
sempre o crescimento do micro-organismo € diretamente proporcional a secrecdo de enzimas,
micro-organismos podem possuir uma temperatura 6tima de crescimento e outra temperatura
Otima de producdo de enzima ( PANDEY et al., 2000; BURHAN et al., 2003).

No presente estudo, a producdo maxima da enzima por B. amyloliquefaciens VR002
ocorreu na temperatura de 30 °C de cultivo em 24h de crescimento, a medida que a
temperatura de cultivo foi aumentando a producdo da enzima foi decaindo gradualmente,
conforme observado na Figura 8.

Asgher et al. (2007) relataram que houve atividade enzimatica satisfatoria de o-
amilase produzida por Bacillus subtilis nas temperaturas de cultivo nas faixa de 30 a 50 °C,
porém a atividade maxima se deu com a temperatura de cultivo de 50 °C, em temperaturas
superiores, a atividade enzimatica foi reduzida. Resultado semelhante foi descrito por
Carvalho et al. (2008) na produgdo de a-amilase por Bacillus sp. que atingiu atividade
enzimatica 6tima na tempertaura de cultivo de 50 °C em 24h de crescimento, assim como
Teodoro e Martins (2000) que identificaram a temperatura 6tima de cultivo de 50 °C. Singh et
al. (2011) também encontraram a temperatura de cultivo 6timo de 50 °C na producao de a-
amilase por Streptomyces sp.

Saxena et al. (2007) investigando a producao de a-amilase por Bacillus sp.
identificaram a produgdo da enzima numa faixa de temperatura entre 30 e 70 °C, sendo a
temperatura de 60 °C o6tima para produgdo de a-amilase. Entretanto, Konsula e Liakopoulou-
Kyriakides (2004) encontraram a tempertura de 40 °C como Otima para a produgdo de a-
amilase por B. subtilis.

Sennur et al. (2016) estudando a producdo de o-amilase por Geobacillus sp.
identificaram a temperatura de 55 °C como G6tima para a producdo da enzima.

Em contraste com os resultados de outros autores, a temperatura 6tima encontrada

neste trabalho para a producédo de a-amilase foi de 30 °C.
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Alfa amilases termoestaveis possuem grande aplicagdo em processos industriais,
verificando a tempertaura 6tima de incubacdo da enzima produzida por B. amyloliquefaciens
VRO002, no presente trabalho, a temperatura étima ficou entre 40 e 45 °C, e considerando as
temperaturas 6timas de incubacdo, quando a enzima foi incubada na temperatura de 35 °C, a
atividade enzimética caiu cerca de 7%, em temperaturas mais altas houve queda de
aproximadamente 11 e 24% na atividade, nas temperaturas de incubagdo de 50 e 55 °C,
respectivamente.

Deb et al. (2013) encontraram a temperatuta O0tima de incubacdo de a-amilase
produzida por Bacillus amyloliquefaciens, de 60 °C, resultado semelhante foi alcangado por
Sennur et al. (2016) que estudando a producdo de a-amilase por Geobacillus sp. obtiveram a
méaxima atividade da enzima quando a mesma foi incubada em temperatura de 65 °C.

Teodoro e Martins (2000) encontraram a temperatura 6tima de incubacdo de o-
amilase produzida por Bacillus sp. de 50 °C, resultado semelhante foi descrito por Sharma et
al. (2014) que encontraram a temperatura 6tima de incubagdo de 50 °C para o-amilase de
Bacillus sp.

Goyal et al. (2005) encontraram a temperatura 6tima de incubacéo de 70 °C para a-
amilase de Bacillus sp.

Foi analisada a concentracdo de acgUcares redutores presente no sobrenadante da
cultura, como resultado da hidrélise do amido realizada por a-amilase. De acordo com a
Figura 9, a maior concentracdo de acgUcares redutores presente no sobrenadante encontra-se
nas temperaturas de cultivo de 30 e 45 °C, indicando maior quantidade de amido degradado,

nessas temperaturas de cultivo.
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Figura 9. Concentracdo de acucares redutores presente no sobrenadante da cultura. Micro-
organismo crescido em diferentes temperaturas de cultivo por 24h a 150 rpm em meio de

cultura contendo 1,0% de amido. As barras representam o desvio padrao.
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De acordo com a Figura 10, obteve-se um baixo crescimento de B.amyloliquefaciens
VR002 quando o micro-organismo foi cultivado a 30 °C, em relacdo aos micro-organismos
cultivados na temperatura de 35 °C e um crescimento similar com 0S micro-organismos
cultivados a 40 °C, porém na temperatura de cultivo de 30 °C, se obteve a maior producédo de
a-amilase e uma maior concentragdo de acucar redutor, dando indicios de que a temperatura
6tima para o crescimento do micro-organismo ndo € a mesma para a producdo da enzima,
destaca-se que nem sempre a temperatura étima de crescimento de micro-organismos € a
mesma para a producdo da enzima, de acordo com Burhan et al. (2003).

Um maior crescimento do micro-organismo foi observado na temperatura de cultivo
de 35 °C, a produ¢do de a-amilase nesta temperatura foi maior do que nas temperaturas de
cultivo de 40 e 45 °C e menor do que na temperatura de 30 °C bem como a concentracdo de
acucar redutor encontrava-se ligeiramente mais baixa, indicando maior gasto energeético.

A Figura 11 demonstra os valores de pH encontrados no meio de cultura apés 24h de
cultivo e em diferentes temperaturas. Observa-se que o valor de pH dos meios de cultura, ndo
variou significativamente. No experimento anterior, a atividade enzimatica méaxima foi

alcancada quando o pH do meio de cultura se encontrava em torno de 7, acompanhando a fase
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exponecial do micro-organismo, em pH na faixa de 8, tanto a producéo de a-amilase quanto a
concentragdo de micro-organismos foram menores. Neste experimento observou-se um
padrdo de comportamento do micro-organismo e a producdo de enzima semelhante ao

experimento anterior, item 6.1.

Figura 10. Crescimento de B. amyloliquefaciens VR002, ap6s 24h, em diferentes
temperaturas de cultivo em meio de cultura contendo 1,0% de amido. As barras representam o

desvio padrao.
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Figura 11. Valor de pH do meio de cultura ap6s 24h de crescimento de B.amyloliquefaciens
VRO002 em diferentes temperaturas de cultivo. As barras representam o desvio padréo.
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6.3 EFEITO DO pH INICIAL DO MEIO DE CULTURA E pH DO SUBSTRATO SOBRE
A PRODUCAO E ATIVIDADE DE a-AMILASE DE B. amyloliquefaciens

O experimento para determinar o pH inicial 6timo do meio de cultura para a
producdo de a-amilase foi realizado conjugado com o experimento para determinar o pH
Otimo de incubacdo para a atividade da enzima. Para determinar o melhor pH inicial do meio
de cultura foram testados os valores de pH de 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0, esses valores foram
ajustados com HCI 1 M e NaOH 1 M. Para determinar o valor de pH étimo de incubacédo de
a-amilase foram testados os valores na faixa de 5,5 a 8,0 com intervalos de 0,5 unidade, foram
utilizados os tampdes Citrato-acido citrico para as faixas de 5,5; 6,0 e 6,5 e Tris-HCI para as

faixas de pH de 7,0; 7,5 e 8,0. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 12.
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Figura 12. Atividade de a-amilase de B. amyloliquefaciens VR002 cultivado em diferentes
valores de pH inicial do meio de cultura. Enzima incubada em diferentes valores de pH do
meio reacional. Micro-organismo cultivado por 24h, a 30 °C e 150 rpm. As barras

representam o desvio padrao.
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De acordo com a Figura 12 pode-se observar que quando o micro-organismo foi
cultivado em pH inicial de 5,5 ndo houve producéo da enzima, no entanto, houve producédo de
a-amilase pelo micro-organismo nas faixas de pH inicial de 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0
observando-se maior producdo de enzima nas faixa de pH 6,0; 6,5 e 7,0. Foi realizada analise
de variancia para avaliar o efeito do pH inicial do meio de cultura e do pH de incubacéo da
enzima sobre a producdo e atividade enzimatica, indicando que houve efeito significativo das
varidveis pH inicial do meio de cultura e pH de incubacdo da enzima. Houve efeito
significativo na interacdo das varidveis analisadas, desta forma, procedeu-se ao
desdobramento da interacdo para avaliar a atividade enzimética dentro de cada fator. A
andlise de variancia esta descrita em Anexo, Tabela 4.

Observa-se na Figura 12 que a producdo de a-amilase por B. amyloliquefaciens
VR002 nos meios de cultura com valores de pH inicial de 7,5 e 8,0 foi estatisticamente
inferior & producdo da enzima nas culturas contendo os demais valores de pH inicial, de
acordo com a analise estatistica pode-se concluir que o pH inicial 6timo do meio de cultura

foi de 6,5 enquanto que o pH 6timo de incubacdo da enzima foi de 7,0.
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A alteracdo de pH observada durante o crescimento dos micro-organismos também
afeta a estabilidade de produtos do meio. Diversas cepas de Bacillus sp. utlizadas
industrialmente para a produg¢do de a-amilases possuem valor de pH 6timo entre 6,0 e 7,0
tanto para o crescimento quanto para a producao de enzima (GUPTA et al., 2003).

Neste trabalho verifica-se, de um modo geral, que conforme o valor de pH inicial do
meio de cultura aumentou, a producgéo de enzimas diminuiu, considerando o pH inicial 6,5,
quando o pH inicial foi 7, a producdo enzimatica caiu aproximadamente 7%, no pH inicial 7,5
houve queda de aproximadamente 21% e no pH inicial de 8, houve queda de
aproximadamente 62%. Neste sentido, a faixa de pH 6,5 favoreceu a producdo de a-amilase
por B. amyloliquefaciens VR002.

Resultado semelhante foi encontrado por Teodoro e Martins (2000), para a producéo
de a-amilase por Bacillus sp., o pH inicial 6timo foi de 7,0, neste mesmo estudo, foi relatado
que quando o pH inicial foi ajustado para 4,0; 5,0; 6,0 e 10 ndo houve o crescimento do
micro-organismo, contudo no presente trabalho verificou-se que no pH inicial de 5,5 néo foi
detectada atividade enzimatica, porém houve crescimento do micro-organismo, Figura 14, ja
no meio com valor de pH 8, observou-se tanto um crescimento menor de B. amyloliquefaciens
VRO002, Figura 14, quanto baixa producdo de enzimas, Figura 12.

Sennur et al. (2016) estudando a producdo de o-amilase por Geobacillus sp.
identificou pH inicial de 7,0, como étimo.

Considerando a importancia, para processos industriais, de enzimas que atuam em
uma ampla faixa de pH, a atividade da enzima em diferentes valores de pH foi investigada,
conforme descrito no item 5.3. No presente trabalho, a faixa de pH 7,0 de incubacdo da
enzima foi identificada como Otima para a maior atividade de a-amilase produzida por B.
amyloliquefaciens VR002. Houve reducdo na atividade enzimatica de aproximadamente 15%
guando a enzima foi incubada em meio com pH 7,5 e reducdo de aproximadamente 28%
quando incubada em meio com pH 8,0.

Resultado semelhante foi encontrado por Goyal et al. (2005) na incubagdo de a-
amilase, produzida por Bacillus sp., em meio reacional com valor de pH 7,0.

Sodhi et al. (2005) e Deb et al. (2013) identificaram o valor de pH 6,5 como 6timo
para a incubagdo de a-amilase de Bacillus sp.

Teodoro e Martins (2000), estudando a producdo de a-amilase por Bacillus sp.,
identificaram o pH 6timo de incubacdo da enzima entre 6,0 e 6,5 resgistrando queda de

aproximadamente 73% na atividade enzimatica nos pH 8,5 e 9,0 de incubacéo.
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Sennur et al. (2016) estudando a producdo de o-amilase por Geobacillus sp.
identificaram que o pH 9,0 foi 0 mais adequado para a incubagéo da enzima.

De acordo com a Figura 13, a maior concentracdo de acUcares redutores presente no
sobrenadante encontra-se quando o micro-organismo é cultivado em pH inicial de 8,0. Porém
em todas as amostras cultivadas em diferentes valores de pH inicial, a concentracéo de agucar
redutor ndo varia substancialmente, dando indicios de que embora o pH inicial do meio tenha
inibido a producéo de enzimas, verificado na anéalise de 24h de cultivo, o micro-organismo foi
capaz de sintetizar a enzima e hidrolisar o amido.

Foi identificado o crescimento méximo de B.amyloliquefaciens VR002 em meio
contendo pH inicial de 6,5, conforme Figura 14, coincidindo com o pH inicial 6timo
encontrado para a tividade de a-amilase. O meio de cultura com pH inicial 6,5 favoreceu tanto
0 crescimento do micro-organismo, quanto a producédo de enzimas.

O menor crescimento de B. amyloliquefaciens VR002 foi detectado nos meios de
cultura com pH inicial de 7,0; 7,5 e 8,0, conforme Figura 14.

A Figura 15 demonstra os valores de pH encontrados no meio de cultura ap6s 24h de
cultivo. Conforme Figura 15, observa-se uma pequena variacao no valor de pH, ap6s 24h de
cultivo, sendo que os meios de cultura com valores de pH inicial de 6,0; 6,5 e 7,0
correspondem a maior producédo de a-amilase, conforme se verifica na Figura 11.

Embora ndo tenha sido detectada atividade de a-amilase, conforme demonstra a
Figura 12, para o meio de cultura com pH inicial no valor de 5,5, de acordo com a Figura 13,
foi detectada concentracdo de acgUcar redutor similar aos demais meios de cultura, bem como
0 crescimento do micro-organismo, Figura 14. Desta forma, verifica-se que houve o
crescimento do micro-organismo e a produgdo de a-amilase, porém pode ter ocorrido a
desnaturacdo da enzima por motivo desconhecido, motivo pelo qual ndo foi detectada

atividade enzimatica ap6s 24h de cultivo do micro-organismo.
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Figura 13. Concentracdo de acUcares redutores presente no sobrenadante da cultura. Micro-

organismo crescido em diferentes concentracfes de pH inicial do meio de cultura por 24h, 30

°C e 150 rpm. As barras representam o desvio padréo.
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Figura 15. Valor de pH do meio de cultura ap6s 24h de crescimento de B.amyloliquefaciens
VR002 em diferentes valores de pH inicial do meio de cultura. As barras representam o

desvio padréo.
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6.4 EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO NO MEIO DE CULTURA
PARA A PRODUCAO DE a-AMILASE

As fontes de nitrogénio sdo utilizadas principalmente para produzir aminoécidos,
acidos nucleicos, proteinas e componentes de parede celular. Existem diversos compostos
nitrogenados que podem ser utilizados por micro-organismos para seu crescimento assim
como para a producéo de enzimas (PEDERSEN e NIELSEN; 2000).

Foi realizado experimento para se determinar a melhor fonte de nitrogénio para a
produgdo de a-amilase por Bacillus amyloliquefaciens VR002, para tanto, foi substituido do
meio de cultura, o extrato de levedura (0,7%) por diversas outras fontes de nitrogénio, a saber:
peptona de carne, extrato de carne, caseina, gelatina, peptona de caseina e sulfato de aménio,
todas na concentragdo de 1%. Foi também testado o extrato de levedura, o qual j& era
utilizado no meio de cultura padréo, nas concentracdes de 0,7% (100% de atividade) e na

concentragéo de 1% .
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Foi realizada analise de variancia para avaliar se houve efeito significativo entre as
diferentes fontes de nitrogénio, constatando-se que houve efeito significativo entre as
diferentes fontes de nitrogénio no meio de cultura sobre a producdo enzimatica. A analise de
variancia esta descrita em Anexo, Tabela 5.

O resultado pode ser observado na Figura 16.

Figura 16. Atividade relativa de a-amilase de B.amyloliquefaciens VR002 cultivado em meio
de cultura contendo diferentes fontes de nitrogénio. Micro-organismo crescido por 24h, em

pH inicial de 6,5, a 30 °C e 150 rpm. As barras representam o desvio padréo.
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De acordo com a Figura 16, observa-se que ndo houve producdo de a-amilase
guando o sulfato de amonio foi acrescentado ao meio de cultura na concetracdo de 1%,
observa-se ainda que as fontes organicas de nitrogénio no meio de cultura estimularam a
producdo de a-amilase sendo que a producdo méxima da enzima se deu quando o extrato de

carne foi adicionado ao meio de cultura.
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De acordo com a Figura 16, pode-se observar que a producdo de a-amilase no meio
de cultura contendo o extrato de levedura na concentracdo de 1% ndo diferiu estatisticamente
do meio de cultura contendo a mesma substancia porém, na concentracao de 0,7%.

O extrato de carne na concentracdo de 1% foi a fonte de nitrogénio utilizada no meio
de cultura onde se obteve a maxima producdo de enzima, pelo teste de Scott-Knott com nivel
de 5% de significancia, como mostra a Figura 16. A adi¢do ao meio de cultura de peptona de
carne e peptona de caseina obtiveram desempenho estatitisticamente iguais e superiores ao do
extrato de levedura e caseina. Gelatina e sulfato de am6nio no meio de cultura inibiram a
producao de a-amilase. Alguns componentes nitrogenados organicos e inorganicos podem ter
efeitos adversos na producdo de enzimas, os sais de amdnio mostram-se como 0S mais
inibitérios (CHU et al. 1992).

No entanto, Pandersen e Nielsen (2000) analisando a influéncia de fontes de
nitrogénio sobre a producao de a-amilase por Aspergillus oryzae verificaram que o sulfato de
amonio foi melhor do que o nitrato de aménia, além disso observaram que a producdo desta
enzima era maior quando se usava uma mistura de aménia com outras fontes de nitrogénio
complexas, como extrato de levedura e caseina hidrolisada.

Fontes organicas de nitrogénio foram relatadas como preferiveis a fontes inorganicas
por micro-organismos na producdo de amilases. (JIN et al., 2001; GOYAL et al., 2005;
KONSOULA e LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2007).

Neste sentido e em consonancia com este trabalho, Simair et al. (2017) identificaram
como fonte de nitrogénio 6tima, o extrato de carne na concentracdo de 1% para a producédo de
a-amilase pro Bacillus sp., comparando com o uso de extrato de levedura na concentragdo de
1%, o uso de extrato de carne proporcionou um aumento de aproximadamemte 17% na
produgdo de a-amilase, foi relatado ainda que as fontes de nitrogénio inorgénicas tiveram o
pior desempenho na producao da enzima em relacao as fontes organicas. No presente trabalho
0 uso de extrato de carne a 1% aumentou a producdo enzimatica em aproximadamente 54%
em relagdo ao uso de extrato de levedura.

Teodoro e Martins (2000) identificaram que em meio contendo amido solivel como
fonte de carbono, a adi¢do de peptona (1%) e extrato de carne (0,5%) no meio de cultura, ndo
sO encurtou a fase lag como também aumentou o peso seco e favoreceu a sintese de a-amilase
em Bacillus sp.

Neeraj et al. (2012) obtiveram bons resultados com a adigédo de extrato de levedura e
peptona no meio de cultura na produgdo de a-amilase por B.amyloliquefaciens, porém a

maxima producdo da enzima foi alcangada quando se utilizou cloreto de aménio na
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concentracédo de 0,6% como fonte de nitrogénio, ocorrendo um aumento de 214% em relagéo
a segunda maior producdo enzimética alcancada com o uso de extrato de levedura na
concentracdo de 0,4%, em contraste com o presente trabalho onde se observou inibicéo total
da enzima com o uso de sulfato de amonio na concentracdo de 1% e a maxima produgdo de a-
amilase utilizando extrato de carne na concentragao de 1%.

Resultado semelhante ao de Neeraj et al. (2012) foi encontrado por Sreekanth et al.
(2013) que obtiveram maxima producéo de a-amilase por Bacillus sp. utilizando como fonte
de nitrogénio orgéanica o extrato de carne e o acetato de aménio, como fonte inorganica, em
detrimento de outras fontes utilizadas, porém a produgdo de a-amilase utilizando acetato de
amonio no meio de cultura foi 71% maior em relacéo a utilizagéo de extrato de carne.

Ja no trabalho realizado por Sennur et al. (2016) o cloreto de aménio no meio de
cultura como fonte de nitrogénio para produgdo de a-amilase por Geobacillus sp. inibiu tanto
0 crescimento do micro-organismo quanto a producdo da enzima, a produ¢do maxima de o-
amilase se deu quando adicionou-se extrato de levedura no meio de cultura, na concentragdo
de 0,5%.

Neste trabalho, fontes de nitrogénio complexas no meio de cultura resultaram em
maior producgao de a-amilase, demosntrando que essas fontes sdo essenciais para producédo de
amilases.

Foi analisada a concentracdo de acucares redutores, que determinam a quantidade de
glicose presente no sobrenadante, resultado da hidrélise do amido realizada pela a-amilase, 0
resultado obtido estd demonstrado na Figura 17.

De acordo com a Figura 17, a maior concentracdo de agucares redutores presente no
sobrenadante encontra-se no meio de cultura contendo extrato de levedura, seguido do meio
contendo sulfato de aménio como fonte de nitrogénio, porém para esta amostra ndo houve
atividade enzimatica, além de ter sido constatado baixo crescimento do micro-organismo em
relacdo aos demais meios de cultura com diferentes fontes de nitrogénio, conforme observado
na Figura 18.

O meio de cultura contendo sulfato de aménio € acidificado uma vez que o
nitrogénio é transportado para o meio intracelular na forma de aménio deixando o ion
hidrogénio no meio extracelular resultando em sua acidificacdo (LEMOS et al., 2001), porém
essa premissa nao se aplica a este trabalho, visto que ndo houve variacao significante de pH
nos meios de cultura conforme pode-se observar na Figura 19, que possa explicar a auséncia

de atividade enzimatica no tempo de 24h de cultivo.
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Ocorreu de fato a producdo de a-amilase, porém a adicdo de sulfato de aménio no
meio de cultura pode ter sido um fator que causou a precipitacdo da enzima ou sua
desnaturacdo em um momento posterior, fato este que levou a ndo deteccdo de atividade
enzimatica, no tempo de 24h de cultivo do micro-organismo, quando houve o contato do
extrato bruto enziméatico com o substrato.

De acordo com a Figura 18, foi encontrado baixo crescimento nos meios de cultura
contendo caseina, gelatina e sulfato de amonio, esses meios coincidentemente registraram o
pH levemente mais baixo, conforme Figura 19, porém sem alteracdes que possam justificar o

baixo rendimento enzimatico.

Figura 17. Concentracdo de acgucares redutores presente no sobrenadante da cultura. Micro-
organismo crescido em meio de cultura contendo diferentes fontes de nitrogénio, com pH

inicial 6,5 por 24h, 30 °C e 150 rpm. As barras representam o desvio padréo.
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Figura 18. Crescimento de B. amyloliquefaciens VR002 em meio de cultura contendo

diferentes fontes de nitrogénio. Micro-organismo crescido a 30 °C, 150 rpm por 24h com pH

inicial 6,5. As barras representam o desvio padréo.
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Figura 19. Valor de pH do meio de cultura ap6s 24h de crescimento de B.amyloliquefaciens
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6.4.1 Efeito de diferentes concentracfes de extrato de carne sobre a producdo de a-amilase

A fim de se verificar a melhor concentracdo de extrato de carne, a qual foi
identificada como a melhor fonte de nitrogénio no meio de cultura para a produgdo de a-
amilase, a cepa B. amyloliquefaciens VR002 foi crescida a temperatura de 30 °C e 150 rpm
por 24h em meio de cultura contendo 1% de amido soltvel e com pH inicial de 6,5. O extrato
de carne foi adionado ao meio de cultura nas concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0%
individualmente. A concentragéo de extrato de carne 1,0% representa 100% de atividade.

As andlises para a determinacdo de atividade enzimatica foram realizadas em
triplicata e de acordo com os resultados obtidos, foi realizada a analise de variancia para
verificacdo do efeito de diferentes concentracdes de extrato de carne no meio de cultura para a
produgdo de a-amilase, evidenciando que houve efeito significativo na variavel concentracdo
de extrato de carne sobre a produ¢do de a-amilase. A analise de variancia esta descrita em
Anexo, Tabela 6. Os resultados estdo representados pela média dos valores obtidos, Figura
20.
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Figura 20. Atividade relativa de a-amilase de B.amyloliquefaciens VR002 cultivado em meio
de cultura contendo diferentes concentragfes de extrato de carne, como fonte de nitrogénio.
Micro-organismo crescido a 30 °C, 150 rpm por 24h e pH inicial de 6,5. As barras

representam o desvio padrao.
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*Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente, pelo teste de Scott-Knott com significancia de 5%.

De acordo com a Figura 20, houve efeito significativo da concentracdo de extrato de
carne no meio de cultura sobre a producdo de a-amilase. As concentracdes de 0,5; 2,0; 2,5 e
3,0% foram estatisticamente iguais e inferiores as concentracdes de 1,0 e 1,5%, ambas
estatisticamente iguais ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Scott-Knott. Deste modo,
a concentragdo de 1% foi determinada como concentracdo 6tima da fonte de nitrogénio por
questdes de eficiéncia, pois possui eficacia e economicidade e poupa recursos naturais.

Resultado semelhante foi encontrado por Simair et al. (2017), que apos identificarem
0 extrato de carne como fonte de nitrogénio no meio de cultura para a maior produgédo de a-
amilase por Bacillus sp., identificaram a concentragdo de 1,5% de extrato de carne como
Otima, concentracGes menores e maiores proporcionaram baixo rendimento enzimatico.

A Figura 21 traz a concentragdo de agucares redutores no meio de cultura, resultado
da hidrélise do amido. Pode-se observar que nos meios contendo 0,5; 1,0 e 1,5% de extrato de

carne a concentracdo de agucares redutores foi menor, indicando maior consumo de agucares
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pelo micro-organismo, assim como nas concentracfes de 1,0 e 1,5% ocorre a maior producéo
de a-amilase, de acordo com a Figura 20.

Ainda na Figura 21, observa-se que nos meios contendo as concentracoes de 2,0; 2,5
e 3,0% da fonte de nitrogénio, a concentracdo de aclcares redutores ndo variou visivelmente,
0 mesmo ocorreu com a producao de a-amilase, Figura 20. Nessas mesmas concentracdes de
extrato de carne, a concentragdo de agUcares redutores foi maior e houve maior crescimento
do micro-organismo indicando que a maior disponibilidade de extrato de carne, proporcionou
ao micro-organismo maior crescimento celular, porém nao houve maior producéo enzimatica.

Nas concentragdes de 0,5; 1,0 e 1,5% de extrato de carne, o crescimento do micro-
organismo foi menor, Figura 22, indicando novamente que o crescimento do micro-organismo
ndo estd associado a producdo da enzima, observa-se ainda que o crescimento do micro-
organismo elevou-se proporcionalmente ao aumento da oferta de nitrogénio no meio.

De acordo com a Figura 23, pode-se observar que ndo houve variagdes nos valores

de pH, os meios de cultura permaneceram com valores proximos a neutralidade.

Figura 21. Concentracdo de acgucares redutores presente no sobrenadante da cultura. Micro-
organismo crescido em meio de cultura contendo diferentes concentragdes de extrato de
carne, por 24h, 30 °C e 150 rpm com pH inicial 6,5. As barras representam o desvio padréo.
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Figura 22. Crescimento de B. amyloliquefaciens VR002 em meio de cultura contendo
diferentes concentragdes de extrato de carne. Micro-organismo crescido a 30 °C, 150 rpm por

24h com pH inicial 6,5. As barras representam o desvio padrao.
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Figura 23. Valor de pH do meio de cultura, apds 24h de crescimento de B.amyloliquefaciens
VRO002, contendo diferentes concentracGes de extrato de carne. As barras representam o

desvio padréo.
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6.5 EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO SOBRE A PRODUCAO DE a-
AMILASE

Foi realizado experimento para se determinar a melhor fonte de carbono para a
producao de a-amilase por Bacillus amyloliquefaciens VR002, para tanto, foi substituido do
meio de cultura, o amido soltvel por diversas outras fontes de carbono, separadamente, a
saber: glicose, sacarose, frutose, lactose, maltose, amido de trigo, amido de milho e fécula de
batata, todas na concentragdo de 1%. Foi também testado o amido solivel, o qual ja era
utilizado no meio de cultura como fonte de carbono, na concentracao de 1%, representando
100% de atividade.

Foi realizada analise de variancia para avaliar se houve efeito significativo entre as
diferentes fontes de carbono utilizadas no meio de cultura, constatando-se que houve efeito
significativo sobre a producdo da enzima. A analise de variancia esta descrita em Anexo,

Tabela 7. Os resultados estdo apresentados na Figura 24.

Figura 24. Atividade relativa de a-amilase de B.amyloliquefaciens VR002 cultivado em meio
de cultura contendo diferentes fontes de carbono. Micro-organismo crescido por 24h, em pH
inicial de 6,5, a 30 °C e 150 rpm em meio de cultura contendo 1% de extrato de carne, como

fonte de nitrogénio. As barras representam o desvio padrao.
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De acordo com a Figura 24, amido de milho e fécula de batata foram estatisticamente
iguais e superiores as demais fontes de carbono investigadas, ao nivel de 5% de significancia.
Ainda, conforme Figura 24, a utilizacdo de lactose e amido de trigo no meio de cultura
produziu resultados estatisticamente iguais e proporcionram queda na producdo da enzima, ja
a utilizagdo de sacarose e frutose no meio de cultura resultou em desempenhos iguais
estatisticamente e provocaram uma queda maior na producdo da enzima, em relacdo a
utilizacdo de lactose e amido de trigo. Os piores resultados foram obtidos na adi¢do de
maltose e glicose no meio de cultura, ocorrendo queda na producdo de enzimas de
aproximadamente 95% com o uso de maltose e inibicdo total na producédo da enzima quando
se utilizou glicose.

Na producao de amilases por micro-organismos a fonte de carbono tem efeito muito
importante na regulacdo da biossintese. Amido e substancias amilaceas tém sido descritos
como substratos mais apropriados para alta producéo de amilases (MESSAQOUD et al., 2004;
KONSULA e LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2007; SAXENA et al., 2007).

A produgdo de o-amilase por algumas espécies do género Bacillus estd sujeita a
repressdo catabolica pela glicose, xilose e frutose (GUPTA et al., 2003). Desta forma, alta
densidade celular e alta taxa de crescimento especifico podem ser obtidas com o uso de
glicose no meio de cultura, entretanto, alta taxa de producdo de enzimas é obtida utilizando
amido como fonte de carbono (PANDEY et al., 2000). Este fato pode ser corroborado pelos
resultados obtidos neste trabalho, a utilizacdo de glicose no meio de cultura na concentracao
de 1% inibiu a producdo de a-amilase por B. amyloliquefaciens VR002, bem como a
utilizacdo de frutose na concentragdo de 1% que proporcionou uma queda de
aproximadamente 76% na produ¢do de a-amilase, quando comparado com o controle, Figura
24, além disso no meio de cultura contendo esses mesmos monossacarideos, houve um
crescimento maior do micro-organismo, Figura 26, quando comparado ao crescimento
observado quando se utilizou fécula de batata como fonte de carbono, considerando que este
polissacarideo proporcionou um aumento na producdo da enzima em torno de 70%, Figura 24.

Konsula e Liakopoulou-Kyriakides (2007) investigando a producao de a-amilase e -
galactosidase por Bacillus subtilis identificaram um alto crescimento do micro-organismo
quando inserido no meio de cultura, fontes de carbono facilmente metabolizadas como
glicose, maltose, maltotriose e lactose, porém a producdo de ambas enzimas foi suprimida na
presenca desses agucares. Entre as fontes de carbono pesquisadas, 0 amido na concentracgao de

0,2% foi considerado o substrato mais adequado para a maior producdo das duas enzimas.
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Semelhante a esses dois autores, pode-se observar na Figura 24 que as fontes de
carbono: glicose, sacarose, frutose ¢ maltose inibiram a produg¢do de a-amilase, porém,
proporcionaram um crescimento maior do micro-organismo em uma média de
aproximadamente 80% em relacdo as demais fontes de carbono, polissacarideos, Figura 26.

Neste sentido, Sennur et al. (2016) investigando a melhor fonte de carbono para a
producao de a-amilase por Geobacillus sp. verificaram que com a adi¢do de sacarose,
dextrose e lactose, todas na concentracdo de 1%, a atividade enzimatica caiu drasticamente, a
adicdo de maltose no meio de cultura obteve o melhor resultado, ultrapassando a atividade
com amido, diferente do presente trabalho onde a substituicdo do amido soltvel por maltose
ocasionou queda de aproximadamente 95% na atividade enzimatica.

Teodoro e Martins (2000) relataram que a adicdo de glicose no meio de cultura inibiu
a producdo de o-amilase por Bacillus sp. provocando queda de aproximadamente 38% da
atividade enzimética, diferente do presente trabalho, onde a adicdo de glicose no meio de
cultura inibiu totalmente a producdo de a-amilase.

Resultado semelhante foi relatado por Saxena et al. (2007) na avaliacdo do efeito de
diferentes fontes de carbono na producdo de a-amilase por Bacillus sp. em que a glicose e
frutose inibiram a producdo da enzima engquanto o amido induziu fortemente sua producéo, a
utilizacdo de glicose e frutose ocasionaram queda na atividade enzimatica de
aproximadamente 87 e 86%, respectivamente, enquanto que no presente trabalho o uso de
glicose e frutose registrou queda de 100 e 72%, respectivamente.

Por outro lado, Sreekant et al. (2013) identificaram a glicose como fonte de carbono
6tima para a produgdo de a-amilase por Bacillus sp., a adicdo de glicose no meio de cultura
aumentou a atividade enzimatica cerca de 10% em relacdo ao uso de amido sollvel, bem
como, Neeraj et al. (2012) encontraram a lactose 0,5 % como fonte de carbono 6tima, mas
verificaram que sacarose ¢ manitol também favoreceram a produgdo de a-amilase por B.
amyloliquefaciens.

Singh et al. (2011) identificaram D-inositol como 6timo indutor na producdo de a-
amilase por Streptomyces sp., seguidos por monossacarideos como glicose e galactose e
polissacarideos, como o amido, porém xilose e frutose inibiram a producdo da enzima.

Segundo Gupta et al. (2003), a indugédo de amilases de micro-organismos selvagens é
melhor quando se utiliza amido, ou seus produtos de hidrolise, como unica fonte de carbono.
Em muitos trabalhos, o amido e outras fontes amiléceas tém sido descritos como sendo a
principal fonte de carbono utilizada induzindo fortemente a produgdo de a-amilase (GUPTA
et al., 2003; SAXENA et al., 2007).



70

De acordo com a Figura 25, a concentracdo de acgUcares redutores foi mais baixa

entre os polissacarideos, indicando maior consumo de agUcares pelo micro-organismo, nesses

mesmos meios de cultura foram encontradas as maiores taxas de producao de enzimas e as

menores taxas de crescimento, indicando que a oferta desses polissacarideos, foram utilizados

para a producdo de enzimas e ndo para o crescimento do micro-organismo.

De acordo com a Figura 27, o pH de todos os meios de cultura contendo as diferentes

fontes de carbono se mantiveram proximos a neutralidade, os valores de pH variaram entre 6

e’.

Figura 25. Concentracdo de acUcares redutores presente no sobrenadante da cultura. Micro-

organismo crescido em meio de cultura contendo diferentes fontes de carbono, com pH inicial

6,5 por 24h, 30 °C, 150 rpm, em meio de cultura contendo 1% de extrato de carne, como fonte

de nitrogénio. As barras representam o desvio padrao.
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Figura 26. Crescimento de B. amyloliquefaciens VR002 em meio de cultura contendo
diferentes fontes de carbono. Micro-organismo crescido a 30 °C, 150 rpm por 24h com pH
inicial 6,5, em meio de cultura contendo 1% de extrato de carne, como fonte de nitrogénio. As

barras representam o desvio padrao.
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Figura 27. Valor de pH do meio de cultura ap6s 24h de crescimento de B. amyloliquefaciens
VRO002, cultivado em diferentes fontes de carbono. Micro-organismo crescido a 30 °C, 150
rpm por 24h com pH inicial 6,5, em meio de cultura contendo 1% de extrato de carne, como

fonte de nitrogénio. As barras representam o desvio padrao.
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6.6 EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE PRE-INOCULO PARA A
PRODUCAO DE o-AMILASE

Foi realizado experimento para se determinar a melhor concentracdo de pré-indculo
no meio de cultura, para a produgido de a-amilase por Bacillus amyloliquefaciens VR002, para
tanto, foi adicionado ao meio de cultura 1, 2, 3, 4, 5, 7 e 10% de pré-inéculo, individualmente.
O meio de cultura foi incubado nas condi¢des étimas encontradas e a atividade de a-amilase
foi avaliada de acordo com item 5.1.1, porém com a temperatura e o pH de incubacéo, ja
otimizados. A concentragdo de 2% de pré-indculo foi considerada como 100% de atividade.
Os resultados obtidos estdo demosntrados na Figura 28.

Foi realizada analise de variancia para se avaliar o efeito entre as diferentes

concentragfes de pré-indculo no meio de cultura, destarte, observou-se que houve efeito
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significativo das diferentes concentragdes de pré-indculo no meio de cultura sobre a producéo

enzimatica. A analise de variancia esta descrita em Anexo, Tabela 8.

Figura 28. Atividade relativa de a-amilase de B.amyloliquefaciens VR002 cultivado em meio
de cultura contendo diferentes concentracbes de pré-indculo. Micro-organismo crescido a 30
°C, 150 rpm por 24h e pH inicial de 6,5 em meio de cultura contendo 1% de extrato de carne,
como fonte de nitrogénio e 1% de fécula de batata como fonte de carbono. As barras

representam o desvio padrao.
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*Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente, pelo teste de Scott-Knott com significancia de 5%.

De acordo com a Figura 28, observa-se que o pré-indculo aplicado ao meio de
cultura nas concentracdes de 1 e 10 % foram estatisticamente iguais e inferiores as demais
concentragOes, obtendo-se um resultado cerca de 13 e 16% a menos, respectivamente. As
concentracdes 2, 3, 4, 5 e 7% foram estatisticamente iguais, desta forma, a concentracao de
pré-indculo a 2% foi identificada como sendo mais adequada, considerando econémia e
eficacia.

Resultado semelhante foi relatado por Deb et al. (2013) que ao estudarem a producéo
de a-amilase por Bacillus amyloliquefaciens, onde foram avaliadas diferentes concentragoes

de inoculo que variaram entre 1 e 3,5%, observaram que o aumento da concentracdo de
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inoculo provocou queda na produgdo de a-amilase, por exemplo, a utilizacdo de 3,5% de
indculo ocasionou queda de aproximadamente 28% da producdo enzimética em relacdo ao
uso de 1% de inoculo.

Ibrahim et al. (2013), investigando a produg¢do de a-amilase por Bacillus
licheniformis observaram que o in6culo na concentracdo de 1,7% propiciou um aumento na
producao de a-amilase, quando se utilizou concentragfes maiores e menores que 1,7% houve
reducao na producéo da enzima.

Ao estudarem a producdo de amilase por Bacillus sp., Wang et al. (2016) testaram
diferentes concentragdes de indculo, a concentracdo de 1% foi identificada como 6tima,
aumentando a producdo da enzima, ja o uso de concentragdes menores e maiores do que 1%
resultaram em menor producdo enzimatica.

Sharma e Satyanarayana (2011), estudando a produgdo de a-amilase por Bacillus
acidicola, observaram que as diferentes concentraces de indculo ndo influenciaram a
producdo de a-amilase, mantendo assim a concentragdo de 2% no meio de cultura,
apresentando certa similaridade com o presente trabalho onde também se manteve a
concentracdo de inoculo de 2% por ndo haver diferenca estatistica significativa quando da
utilizacdo de maiores concentracdes de indculo.

Salman et al. (2016) ao estudarem a producdo de amilase por Bacillus subtilis
investigaram a influéncia do tamanho do in6culo sobre a producéo de amilases e identificaram
gue a menor producdo de amilase se deu com o uso de indculo na concentracdo de 2,5% e a
maior producdo foi encontrada com o uso de indculo na concentracdo de 7,5%, diferente do
presente trabalho no qual se observou que entre as concentracfes de 2 e 7% de in6culo ndo
houve diferenca significativa.

Simair et al. (2017) estudando a produgdo de a-amilase por Bacillus sp identificaram
gue a maior producdo enzimatica se deu quando a concentracdo de indculo foi de 10%, sendo
que a menor produgdo da enzima ocorreu na concentracdo de 1%, diferente do presente
trabalho, em que nas concentragdes de indculo tanto de 1% quanto de 10% obteve-se os
menores resultados para a producdo da enzima.

Resultado diferente foi relatado por Akassou e Groleau (2018) que ao estudarem a
producdo de enzimas amiloliticas por Thermus thermophilus encontraram a concentracao de
20% de in6culo como sendo 6tima para a producgéo de enzimas.

Foram dosados o agucares redutores no sobrenadante livre de células, Figura 29, o
crescimento do micro-organismo, Figura 30, e os valores de pH no meio de cultura, Figura
31.
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De acordo com a Figura 29 as concentragdes mais baixas de agucares redutores
foram observados nos meios de cultura contendo 7 e 10% de pré-indculo, porém a variacao,
de um modo geral, entre os resultados das concentracdes de aclcares redutores para todas
concentracdes de pré-indculo foi baixa. Neste mesmo sentido, de acordo com a Figura 30,
houve pouca variagdo no crescimento do micro-oragnismo entre as amostras avaliadas, exceto
por um pequeno aumento do crescimento observado nos meio de cultura contendo 1, 4 e 10%
de inoculo. De acordo com a Figura 31, o pH do meio de cultura para todas as amostras
analisadas ndo sofreu variacao significativa, permanecendo proximo a neutralidade.

Considerando as baixas varia¢fes apresentadas na concentracdo de acucar redutor,
crescimento do micro-organismo e pH do meio de cultura, conclui-se que as diferentes
concentragdes de pré-indculo utilizadas no meio de cultura ndo influenciaram de
sobremaneira o crescimento do micro-organismo, ocorrendo porém variacdo na producédo de
a-amilase, nas concentracdes de 1 e 10% de indculo, podendo ser justificado somente pela
concentracdo muito baixa e muito alta de micro-organismos. Assim, a producdo enzimatica
depois de um certo tempo de crescimento pode estar associada a necessidade de uma massa
minima celular para que o micro-organismo possa sintetizar enzimas (SINGH et al., 2003)
fato pelo qual ocorreu a baixa producdo da enzima na concentracdo de 1% de indculo, ja na
concentracdo de 10% de in6culo o0 excesso de micro-organismos propiciou um

direcionamento para seu crescimento e ndo para a sintese de enzimas.
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Figura 29. Concentracdo de acUcares redutores presente no sobrenadante da cultura. Micro-
organismo crescido em meio de cultura contendo diferentes concentragdes de pré-indculo,

com pH inicial 6,5 por 24h, 30 °C e 150 rpm. As barras representam o desvio padrao.
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Figura 30. Crescimento de B. amyloliquefaciens VR002 em meio de cultura contendo
diferentes concentracfes de pré-indculo. Micro-organismo crescido a 30 °C, 150 rpm por 24h

com pH inicial 6,5. As barras representam o desvio padrao.
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Figura 31. Valor de pH do meio de cultura apds 24h aa2de crescimento de
B.amyloliquefaciens em diferentes concentracdes de pré-indculo. As barras representam o

desvio padréo.
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6.7 EFEITO DA CONCENTRACAO DE EXTRATO BRUTO ENZIMATICO E DA
CONCENTRACAO DE SUBSTRATO NO MEIO REACIONAL PARA A ATIVIDADE DE
a-AMILASE

Para avaliar o efeito da concentracdo de extrato bruto enzimatico no meio reacional
sobre a atividade enzimatica, foram experimentadas as concentracdes de 0,1; 0,15; 0,2 e 0,25
mL de extrato bruto enzimatico em meio reacional contendo 0,50 mL de solucdo de amido.
Para se avaliar o efeito de diferentes concentracGes de substrato no meio reacional, foram
utilizadas as concentragbes de 0,2; 0,5; 0,7, 1,0 e 1,5% de solucdo de amido. Os dois
experimentos foram realizados concomitantemente. A atividade enzimatica foi determinada
de acordo com item 5.1.1 com excecdo da temperatura de incubacdo e pH do meio,
anteriormente otimizados. Os resultados obtidos est&o apresentados na Figura 32.

Foi realizada analise de variancia para se avaliar o efeito entre as diferentes

concentragOes de extrato bruto enzimatico e as diferentes concentragdes de substrato no meio
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reacional, sob a atividade enzimatica. A analise de varidncia est4 descrita em Anexo, Tabela
9.

A andlise de variancia evidenciou que houve efeito significativo nas diferentes
concentracdes das varidveis enzima e substrato , bem como houve efeito significativo na
interacdo dessas duas variaveis, indicando que a atividade de a-amilase depende da interagdo
da concentracdo de extrato bruto enzimético e da concentragdo de substrato no meio
reacional, desta forma, procedeu-se ao desdobramento da interacdo da atividade de a-amilase

dentro de cada fator avaliado.

Figura 32. Atividade de a-amilase de B.amyloliquefaciens VR002 sob efeito de diferentes
concentracdes de substrato e diferentes concentracdes de extrato bruto enzimatico. Micro-
organismo crescido a 30 °C, 150 rpm por 24h e pH inicial de 6,5 em meio de cultura contendo
1% de extrato de carne, como fonte de nitrogénio e 1% de fécula de batata como fonte de
carbono. As barras representam o desvio padréo.

500 -
450 -

v 400 -

é 350 - ‘:rF extrato

§ -] bruto

5“ 3 300 7 E: enzimatico

%) = il

3 g 250 - = =

m ‘.- -.

=T T 200 - -

= -z E0,10ml

= 150 -

S X

- 100 - o [0,15ml
50 ’ - . £0,20ml

0 = ; . @0,25ml

0,20% 0,50% 0,70% 1,00% 1,50%
Concentracio de substrato (%)

De acordo com a Figura 32, observa-se que a medida que a concentracao de substrato
aumenta, a atividade enzimética também aumenta, porém maiores concentraces de extrato
bruto enziméatico ndo aumentaram a atividade da enzima. Pode-se observar um aumento na

atividade enzimatica de 140% quando a concentracdo de substrato que era de 0,2% mudou
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para 0,5%, quando o substrato aumentou para 0,7% a atividade enzimatica aumentou
aproximadamente 198%, com o substrato na concentracdo de 1% o aumento na atividade foi
de 308%, aproximadamente e na concentracdo de 1,5% a atividade aumentou em 400%,
indicando um crescimento constante na atividade da enzima em relacdo ao aumento de
substrato, ndo sé quando na concentracdo de 0,15 mL de extrato bruto enzimético mas
também em todas as outras concentracBes de extrato bruto enzimético. Esse aumento
constante observado na atividade enzimatica, promovido pela elevacdo da concentragdo de
substrato ndo é observado quando se aumenta a concentracdo de extrato bruto enzimatico, por
exemplo, na concentracdo de substrato a 1,5%, observa-se um aumento de aproximadamente
76% na atividade quando a concentracdo de extrato bruto enzimético passa de 0,10 mL para
0,15 mL, j& quando a concentracdo € aumentada para 0,20 mL a atividade cai cerca de 30%
em relacdo ao resultado anterior, e quando a concentracdo de extrato bruto enzimatico
aumenta para 0,25 mL, a atividade enzimatica cai cerca de 55%. Deste modo conclui-se que
as concentracdes mais adequadas para o extrato bruto enziméatico é de 0,15 mL e para o
substrato é de 1,5% de amido

Akassou e Groleau (2018) relataram que ao estudarem a producdo de enzimas
amiloliticas por Thermus thermophilus encontraram a concentragdo de substrato 6tima de
2,5%. Foram avaliadas concentracdes entre 0,1 e 3,5% de amido, onde se observou um
aumento de atividade enzimatica constante a medida que houve aumento da concentracéo de
substrato no meio reacional, porém a atividade estabilizou-se quando concentra¢fes maiores
que 2,5% do substrato foram utilizadas.

As propriedades cinéticas de a-amilase foram determinadas em fungéo das crescentes
concentragfes de substrato adiciondas ao meio reacional. Os célculos dos resultados das
constanstes foram realizados pelo método de Lineweaver-Burk (1934). A atividade foi
expressa em U/mL. O Ky, determinado para a a-amilase de B. amyloliquefaciens VR002 foi
de 0,0302 mg/mL e o valor de Vmax foi de 1,428 mg/mL/min. A Figura 33 traz o efeito da
concentracdo de amido (mg/mL) sobre a velocidade da reagdo catalisada pela a-amilase

(umol/mL/min).
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Figura 33. Efeito da concentracdo de substrato sobre a velocidade da reacdo catalisada por o-

amilase.
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De acordo com Nelson e Cox (2011) a constante K., é igual a concentracdo de
substrato na qual a velocidade inicial da reacdo é metade da velocidade maxima. O Ky, para
uma reacdo e um substrato tem a dimensional moles pro litro e é independente da
concentracdo enzimética. Desta forma a constante de Michaelis-Menten (K) é uma
guantidade determinada experimentalmente definida de maneira operacional : a concentracao
do substrato em que a velocidade da reacdo é a metade da velocidade maxima.

Liu et al. (2014) caracterizando a a-amilase produzida por Bacillus licheniformis
encontraram um K, de 11,8 mg/mL para o tipo selvagem e K, de 8,6 mg/mL em um mutante
H281l, indicando uma maior afinidade pelo amido.

Wanderley et al. (2004) estudando a a-amilase produzida por Cryptococcus flavus
encontraram um K, de 0,056 mg/mL, similar ao presente estudo em que o Ky, encontrado foi
de 0,0302 mg/mL, indicando que ambas enzimas possuem uma alta afinidade pelo substrato.

Fincan et al. (2014) encontraram Ky, 0,005 mM e Vpax de 3,5 pmol/min/L para a-

amilase de Anoxybacillus flavithermus.
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6.8 EFEITO DO TEMPO DE INCUBACAO DO EXTRATO BRUTO ENZIMATICO
SOBRE A ATIVIDADE DE o-AMILASE

Foi realizado experimento para se determinar o melhor tempo de incubacdo do meio
reacional (extrato bruto enzimatico + substrato) para a atividade de a-amilase, para tanto,
foram investigados os tempo de incubacdo de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos

O meio de cultura foi incubado por 24h, na temperatura de 30 °C, a 150 rpm e com
pH inicial de 6,5 ¢ a atividade de a-amilase foi avaliada de acordo com item 5.1.1, porém com
temperatura de 45 °C, pH 7, 0,15 mL de extrato bruto enzimatico e concentracdo de substrato
de 1,5%, otimizados anteriormente. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Figura 34.

Foi realizada andlise de varidncia para se avaliar o efeito de diferentes tempos de
incubagdo do extrato bruto enziméatico sobre a atividade enzimética, onde se observou que

houve efeito significativo. A analise de variancia esta descrita em Anexo, Tabela 10.

Figura 34. Atividade de o-amilase de B.amyloliquefaciens VR002 avaliada em diferentes
tempos de incubacdo. Extrato bruto enzimatico na concentracdo de 0,15 mL, incubado a 45
°C, em meio contendo substrato na concentracdo de 1,5% e pH 7. Micro-organismo crescido a

30 °C, 150 rpm por 24h e pH inicial de 6,5. As barras representam o desvio padréo.
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De acordo com a Figura 34, observa-se maxima atividade enzimatica em U/ml no
tempo de incubacdo de 5 minutos. Observa-se que os tempos de incubacédo de 30, 40, 50 e 60
minutos foram estatisticamente iguais e inferiores aos demais tempos de incubacéo, os tempos
de 15 e 20 minutos foram estatisticamente iguais e superiores aqueles. De acordo com 0s
resultados obtidos, pode-se observar uma atividade nove vezes maior no tempo de incubagéo
de 5 minutos comparado com o tempo de 30 minutos, o qual era utilizado anteriormente.

Deb et al. (2013) ao estudarem a producdo de a-amilase por Bacillus
amyloliquefaciens encontraram resultado que destoa do presente trabalho, verificaram que no
tempo de incubacgdo da enzima de 40 minutos obteve-se maxima atividade enzimaética, para
tanto, foram verificados os tempo 5 a 50 minutos em intervalos de 5 minutos observando-se
um aumento crescente até o tempo de 35 minutos e logo apos a estabilizacdo da atividade

enzimatica.

6.9 EFEITO DE CATIONS SOBRE A ATIVIDADE DE o-AMILASE

Foi realizado experimento para se avaliar o efeito de cations sobre a atividade da
enzima a-amilase, desta forma, o meio de cultura foi incubado por 24h, na temperatura de 30
°C, a 150 rpm e com pH inicial de 6,5 e para a avalia¢do da atividade enzimatica de a-amilase,
0 extrato bruto enzimatico foi incubado no gelo por 10 minutos na presenca de Ca®*, Mg?",
Na*, K*, Co*, Zn?* e Cu?**, individualmente, nas concentragdes de 1, 5 e 10 mM. A atividade
enzimatica residual foi determinada de acordo com o item 5.1.1, porém com a temperatura,
pH, concentracdo de extrato bruto enzimatico, concentracdo de substrato e tempo de
incubacdo, ja otimizados. O extrato bruto enzimatico foi incubado na auséncia de metais,
como controle, e o resultado foi considerado como 100% de atividade, os resultados estdo
apresentados na Figura 35. Foi relizada andlise de variancia para se avaliar o efeito de
diferentes cations em diferentes concentracGes sobre a atividade enzimatica. A analise de
variancia esta descrita em Anexo, Tabela 11.

De acordo com a Figura 35, observa-se que ndo houve inibicdo da atividade
enzimatica por nenhum dos cations, pelo contrario, a presenca de cations no meio reacional
estimulou a atividade de a-amilase. Zn?* foi o fon que menos estimulou a atividade
enzimaética, por sua vez, a adi¢do de CoCl, ao extrato bruto enziméatico aumentou a atividade

enzimatica em aproximadamente 1004%.
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Figura 35. Atividade relativa de a-amilase de B. amyloliquefaciens VR002 sob o efeito de
diferentes cations. A atividade é expressa como porcentagem da atividade obtida na auséncia

de cations (Controle =100% de atividade enzimatica).
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De acordo com a Figura 35, observa-se que a adi¢do de calcio na concentracao de 10
mM aumentou em 4,3 vezes a atividade de a-amilase, 0 magnésio na concentracdo de 5 mM
aumentou em 4,9 vezes a atividade, ja a adicdo de potassio na concentracdo de 10 mM
aumentou em 5,2 vezes a atividade da enzima; a adicdo de sédio na concentracdo de 10 mM
aumentou em 6,3 vezes a atividade, porém nada comparavel quando se utilizou o cobalto na
concentracdo de 10 mM, aumentando assim em 10 vezes a atividade de a-amilase. Os cétions
que registraram desempenho menor, porém satisfatérios, foram cobre e zinco, ambos na
concentracdo de 5 mM, aumentando a atividade em 3,3 e 2,3 vezes, respectivamente.
Portanto, o cobalto na concentracdo de 10 mM foi o cation mais adequado, dentre os cations
analisados, para se obter a maxima atividade enzimatica de o-amilase.

Muitas amilases sdo metaloenzimas, possuindo um ion metéalico com importante
papel na atividade catalitica (LEVEQUE et al., 2000). Geralmente, as a-amilases requerem
Ca’®* para sua funcdo e estabilizagdo (SAJEDI et al., 2005). Neste sentido, Teodoro e Martins
(2000) concluiram que a adicdo de 10 mM de calcio no meio de cultura aumentou em 1,2
vezes, aproximadamente, a sintese de a-amilase por Bacillus sp., assim como Konsula e

Liakopoulou-Kyriakides (2007) investigando o efeito de cations divalentes inseridos no meio
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de cultura de Bacillus subtilis para a produgdo de a-amilase, relataram que a utilizagdo de ions
calcio na concentragdo de 0,0075% w/v foi fundamental para a sintese da enzima. No presente
trabalho, a adicdo de céalcio no meio reacional influenciou positivamente a atividade da
enzima, na concentragdo de 10 mM o célcio aumentou a atividade enzimatica
aproximadamente 4,3 vezes, porém outros cations obtiveram resultados melhores.

Contudo, em outros trabalhos como o de Singh et al. (2012), que investigando a
producao de a-amilase por Streptomyces sp na presenca de diferentes ions metalicos no meio
de cultura, identificaram que Mn®*, Mg®* e Co®" estimularam a producéo da enzima, Mg** e
Co**, ambos na concentragéo de 0,05% aumentaram e atividade em aproximadamente 17 e 15
%, respectivamente, ja os cations Pb?*, Fe?*, Cu®, zZn?*, Mo*, Ca*" e Sn* inibiram a
producdo de a-amilase, enquanto que Hg®* ndo influenciou a producéo da enzima. Resultado
semelhante foi descrito por Mitidieri et al. (2006) estudando o efeito de varios ions metalicos,
na concentracdo de 4 mM, sobre a atividade enzimética de a-amilase por Aspergillus niger,
descobriram que quando se adicionou ao meio reacional Cu®**, Zn?*'e Fe?* a atividade
enzimatica caiu drasticamente, sendo que com a adicdo de Cu®" a atividade da enzima caiu
aproximadamente 96%, ja na presenca de Ca** e Mg*" a atividade enzimatica ndo foi afetada.
Neste sentido, Sajedi et al. (2005) relataram que a presenca de K*, Mg®*, Na* e Ca?* na
concentragdo de 5 mM néo influenciaram na atividade de a-amilase produzida por Bacillus
sp. diferente do presente trabalho, onde todos esses cétions influenciaram positivamente a
atividade da enzima elevando a atividade em pelo menos 26%.

Algumas amilases ndo requerem obrigatoriamente nenhum tipo de ion metalico
divalente para a atividade, nem sdo estimuladas na presenca desses ions (YANG e LIU,
2004), desta forma, Ali et al. (2015) investigando a produgdo de a-amilase por Aspergillus
penicillioides, estudaram o efeito de diferentes ions metalicos, no meio reacional na
concentracdo de 2 mM, sobre a atividade enzimatica e identificaram que a utilizacdo de CaCl,
aumentou a atividade enzimatica discretamente, ja com ZnCl,, na mesma concentra¢do a
atividade caiu drasticamente, sendo que a adicdo de MgCl, ndo alterou a atividade enzimatica.
Hashim et al. (2005), observaram um efeito inibitério de a-amilase produzida por Bacillus
halodurans quando na presenca de Ca®*, Cu** e Mn?* no meio reacional, na concentracéo de
5mM, sendo que na presenca de Ca** a atividade caiu aproximadamente 40% e para os cations
Cu?* e Mn?* ndo foi registrada atividade enzimatica, no entanto, a presenca de Co?*, na
concentracdo de 1 mM, aumentou a atividade em 5%, diferente do presente trabalho, onde foi
registrado aumento da atividade enzimatica de a-amilase na presenca destes mesmos cétions

nas concentracdes de 1, 5 e 10 mM.
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Srivastava e Baruah (1986) relataram que os fons Ca?* Mg?* e Ba®* induziram a
producdo de a-amilase, enquanto que Cu®* e Fe® inibiram sua producéo, e fons Zn?* e Mn?*
ndo afetaram a producdo da enzima por Bacillus stearothermophillus, em contraste com 0s
mencionados autores a amilase de B. amiloliquefaciens VR002 nédo sofreu inibicdo, tampouco
ficou indiferente & exposicdo aos diferentes cations, havendo aumento de atividade na
presenca de Ca** Mg®* Cu?* e Zn*" tanto nas concentragdes de 1, 5 e 10 mM.

Desta forma, conclui-se que, embora as a-amilases possuam funcdo catalitica
semelhante, elas possuem cadeias de aminoacidos diferentes, além disso provém de uma
diversidade de organismos (HOMAEI et al., 2016), deste modo cada a-amilase é afetada de
maneiras distintas na presenca de ions metalicos, embora o mais relatado na literatura seja o

estimulo causado na presenca de calcio, constata-se que nao é uma regra.

6.10 EFEITO DE INIBIDORES E DETERGENTES SOBRE A ATIVIDADE DE a-
AMILASE

Para a determinacdo do efeito de alguns inibidores e detergentes na atividade de a-
amilase foi realizado experimento incubando-se o meio de cultura por 24h, na temperatura de
30 °C, a 150 rpm e com pH inicial de 6,5 e para a avaliacdo da atividade de a-amilase, 0
extrato bruto enzimatico foi incubado no gelo por 10 minutos na presenga de SDS (dodecil
sulfato de sddio), EDTA (&cido etileno diamino tetracético), PMSF (fluoreto de
fenilmetilsulfonil), DTT (ditiotreitol), Benzamidina, TRITON X100, TWEEN 20 e TWEEN
80, individualmente, na concentracdo final de 1 e 5 mM. Apos o periodo de pré-incabacdo foi
adicionado a mistura, 0,5ml de substrato (solucdo de amido 1,5%). A atividade enzimatica
residual foi determinada de acordo com o item 5.1.1, porém com o temperatura, pH,
concentracdo de extrato bruto enzimatico, concentracdo de substrato e tempo de incubacao, ja
otimizados. O extrato bruto enzimatico foi incubado na auséncia de quaisquer substancias,
como controle, e o resultado foi considerado como 100% de atividade, os resultados estdo
apresentados na Figura 36. Foi relizada analise de variancia para se avaliar o efeito de
diferentes inibidores e detergentes em diferentes concentracGes sobre a atividade enzimatica.

A andlise de variancia esta descrita em Anexo, Tabela 12.
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Figura 36. Atividade relativa de a-amilase de B. amyloliquefaciens VR002 sob efeito de
inibidores e detergentes. A atividade é expressa como porcentagem da atividade obtida na

auséncia de qualquer substancia (Controle = 100% de atividade enzimatica).
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De acordo com a Figura 36, pode-se observar que a adicdo de EDTA no meio
reacional na concentracdo de 1 mM provocou uma queda na atividade da enzima de
aproximadamente 4%, j& na concentracdo de 5 mM a atividade caiu cerca de 60%. Na
presenca de PMSF na concentracdo de 1 mM a atividade aumentou em aproximadamente
24%, ja na concentracdo de 5 mM houve decréscimo da atividade de aproximadamente 40%.
Na presenca de benzamidina, a atividade de a-amilase aumentou nas duas concentragdes
analisadas, sendo maior na concentracdo de 1 mM, cerca de 52%. Na presenca de Tween 20,
houve aumento na atividade enzimética, sendo maior na concentracdo de 1 mM,
aproximadamente 20%, ja na presenca de Tween 80 houve decréscimo da atividade
enzimatica nas concentracdes de 1 e 5 mM. A adicdo de Triton x-100 no meio reacional ndo
interferiu na atividade da enzima quando utilizado na concentragdo de 1 mM. O uso de SDS,
um detergente anionico, potente agente desnaturante de proteina, no meio reacional aumentou
a atividade enzimética, na concentracdo de 1 mM, em aproximadamente 12%. Quando se

utilizou o DTT no meio reacional, houve aumento da atividade em todas as concentragoes
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analisadas, na concentragcdo de 5 mM, o aumento foi de aproximadamente 45%, sugerindo a
auséncia de quaisquer grupos dissulfeto criticos

Resultado semelhante foi relatado por Ballschmiter et al. (2006) que ao estudarem o
efeito de DTT sobre a atividade enzimatica de a-amilase produzida por Thermotoga maritima
observaram um aumento na atividade de aproximadamente 350% com o0 uso de DTT na
concentracdo de 10 mM. No presente trabalho também foi observado aumento na atividade
enzimatica de aproximadamente 45% com a adicdo de DTT na concentracdo de 5 mM.

Além de possuir estabilidade ao pH e a temperatura, a amilase apropriada para uso
em detergentes deve também possuir estabilidade na presenca de substancias que compde sua
férmula, como surfactantes, agentes quelantes e oxidantes (SAXENA et al., 2007)

Konsula e Liakopoulou-Kyriakides (2007) investigando a produgdo de a-amilase por
Bacillus subtilis verificaram que a adicdo de Tween 20 e Triton X-100 nas concentracdes de
0,01 e 0,1 % respectivamente, no meio de cultura, suprimiram o crescimento bacteriano e a
producdo da enzima. No presente trabalho a presenca de Tween 20 e Triton X-100 no meio
reacional na concentracdo de 1 mM ndo diminui a atividade enzimatica, porém o0 na
concentracdo de 5 mM de Triton x-100 provocou queda de aproximadamente 20% na
atividade de a-amilase, ja o0 uso de Tween 20, nesta mesma concentracdo, ndo alterou a
atividade da enzima.

Ali et al. (2015) investigando a producdo de a-amilase por Aspergillus penicillioides
constataram que o uso de EDTA no meio reacional na concentracdo de 2 mM inibiu a
atividade enzimatica. Resultado semelhante foi encontrado no presente trabalho onde o uso de
EDTA nas concentraces de 1 e 5 mM ocasionou queda na atividade enzimatica de
aproximadamente 3 e 60%, respectivamente.

Hashim et al. (2005) estudando a producdo de a-amilase por Bacillus halodurans,
verificaram que a presenca no meio reacional de DTT ndo influenciou a atividade enzimatica,
tanto na concentracdo de 1 mM quanto na de 5 mM, ja a presenca de EDTA na concentracdo
de 1 mM, a atividade enzimatica caiu cerca de 40% e na concentracdo de 5 mM, néo foi
registrada atividade enzimatica. A adicdo de SDS ao meio reacional nas concentracdes de 0,1;
0,5 e 1% ndo afetou a atividade da enzima, porém na concentracdo de 5% a atividade caiu
cerca de 57%. No presente trabalho, a adicdo de EDTA no meio reacional na concentracao de
5 mM diminuiu a atividade em cerca de 60%, resultado diferente foi encontrado por Sajedi et
al. (2005), que relataram que a presenca EDTA na concentragdo de 5 mM néo influenciou a

atividade de a-amilase produzida por Bacillus sp.
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Srivastava e Baruah (1986) relataram que a adigdo de Tween 80 e Triton X-100 no
meio de cultura de Bacillus stearothermophillus aumentaram a biomassa, porém suprimiram a
sintese de a-amilase.

Singh et al. (2012), investigando a produgdo de a-amilase por Streptomyces sp na
presenca de diferentes substancias no meio de cultura, identificaram que a presenca de EDTA
na concentracdo de 0,05% wl/v, a atividade da enzima caiu cerca de 10%, na presenga de
Triton X-100 na concentracdo de 1% v/v houve queda na atividade enzimatica de
aproximadamente 30%, porém na presenca de Tween 80 na concentracdo de 1% v/v foi

constatado aumento na atividade, cerca de 11%.
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7 CONCLUSOES

A otimizacdo das condi¢bes de cultivo e do meio de cultura influenciaram
positivamente a producdo da enzima e a atividade de a-amilase.

Como era de se esperar a fonte de carbono mais adequada para a produgdo de a-
amilase foi um polissacarideo, a fécula de batata, aumentando a producdo enzimatica cerca de
70%. A utilizacdo de glicose como fonte de carbono inibiu completamente a producao
enzimatica. Desta forma, a secre¢do de a-amilase por Bacilllus amyloliquefaciens VR002
demosntrou ser do tipo indutiva.

A produgdo de a-amilase por Bacilllus amyloliquefaciens VR002 demosntrou ser
independente do crescimento do micro-organismo.

A otimizacdo do meio reacional e das condi¢cdes de incubacdo do extrato bruto
enzimatico influenciaram fortemente a atividade enzimética.

A enzima demonstrou atividade 6tima em pH neutro, bem como 6tima atividade a
temperatura de 45 °C, podendo ser aplicada em processos que sejam proximos as condicdes
fisioldgicas.

A o-amilase de Bacillus amyloliquefaciens VR002 foi positivamente afetada na
presenca de ions metélicos. Observou-se que a adi¢do de 10 mM de cobalto aumentou a
atividade enzimatica em aproximadamente 1.004%.

A atividade de a-amilase na presenca de inibidores e detergentes foi afetada, no
geral, de forma positiva. A a-amilase demosntrou ser tolerante na presenca de detergentes e
na presenga de EDTA. Na concentragdo de 1 mM a atividade néo foi afetada.

Neste contexto, a a-amilase produzida por Bacillus amyloliquefaciens VR002 deve
ser mais investigada para possiveis aplicacGes, o estudo de termoestabilidade e de estabilidade

ao pH séo importantes, assim como a purificacdo da enzima.
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ANEXO

Tabela 2. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do tempo de cultivo de

B. amyloliquefaciens VR002 e da concentracdo de amido no meio de cultura sobre a producéo

de a-amilase.
Fator de variacdo GL QM P>0,05
Tempo (t) 3 43753,96 *

Concentracéo (C) 2 903,74 *
txC 6 550,76 *
Erro 24 288,68
Total 35

CV =9,09%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Tabela 3. Resumo da anélise de varidncia dos dados obtidos do efeito da temperatura de
cultivo de B. amyloliquefaciens VR002 e da temperatura de incubagdo do extrato bruto

enzimatico sobre a atividade enzimatica.

Fator de variacao GL QM P>0,05
Cultivo (Tc) 3 66509,45 *
Incubacao(Ti) 4 1233,4 *
Tex Ti 12 131,91 *
Erro 40 41,23
Total 59
CV=9,1%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.
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Tabela 4. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do pH inicial no meio
de cultura de B. amyloliquefaciens VR002 e do pH de incubacgéo da enzima sobre a atividade

enzimatica.
Fator de variacao GL QM P>0,05
pH inicial (pHi) 5 122490,89 *
pH Enzima (pHE) 6 4704,53 *
pHi x pHE 30 367,27 *
Erro 42 39,82
Total 83
CVv=10,87%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Tabela 5. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito de diferentes fontes de

nitrogénio no meio de cultura de B. amyloliquefaciens sobre a produgdo de a-amilase.

Fator de variacdo GL QM P>0,05
Fonte nitrogénio (fN) 7 4617,79 *
Erro 8 49,11
Total 15
CV=28,38%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Tabela 6. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos do efeito de diferentes
concentracdes de extrato de carne, como fonte de nitrogénio no meio de cultura sobre a

produgdo de a-amilase.

Fator de variacao GL QM P>0,05

Concentracao extr. 5 2446 *

de carne (Ec)

Erro 6 26,23
Total 11
VC=2,82%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.
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Tabela 7. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito de diferentes fontes de
carbono no meio de cultura sobre a produgao de a-amilase

Fator de variacao GL QM P>0,05
Fontes carb. (Fc) 8 5424,71 *
Erro 9 29,51
Total 17
CV=9,36%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Tabela 8. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito de diferentes

concentragdes de pré-indculo no meio de cultura sobre a produgdo de a-amilase.

Fator de variacao GL QM P>0,05
Pré-inoculo (In) 6 577,9 *
Erro 7 11,3
Total 13
VC=1,46%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Tabela 9. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos do efeito de diferentes
concentracfes de substrato e diferentes concentracBes de extrato bruto enziméatico na
atividade de a-amilase.

Fator de variacao GL QM P>0,05
Enzima (E) 8 61926,94 *
Substrato (S) 4 67651,73 *
ExS 12 3223,84 *
Erro 20 220,43
Total 39
CV=28,56%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.
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Tabela 10. Resumo da anélise de variancia dos dados obtidos do efeito de diferentes tempos

de incubacdo da enzima sobre a atividade de a-amilase.

Fator de variacao GL QM P>0,05
Tempo de incubacao 7 1095212,47 *
(Tin)
Erro 16 3650,26
Total 23
VC=11,03%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Tabela 11. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito de diferentes cations

em diferentes concentragdes sobre a atividade de a-amilase de B. amyloliquefaciens VR002.

Fator de variacao GL QM P>0,05
Cétion (C) 6 872033,1 *
Concentracéo (c) 3 3780815,9 *
Cxc 18 394521 *
Erro 28 6294,3
Total 55
CV=9,13%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.
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Tabela 12. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito de diferentes

inibidores e detergentes em diferentes concentragdes sobre a atividade de a-amilase.

Fator de variacao GL QM P>0,05
Inibidores e 7 790417,3 *
Detergentes (ID)
Concentracéo (c) 2 1636497,7 *
Ixc 14 160457,7 *
Erro 24 6881,3
Total 47
CV=5,73%

*Significativo a 5% de significancia pelo teste F.



