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RESUMO

MANSUR, Luciana Ribeiro Coutinho de Oliveira; M. Sc.; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; abril de 2006; Utilizacdo de soro de leite para a
producéo de amilases por Bacillus sp. SMIA-2; Professora orientadora: Meire Lélis
Leal Martins.

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF),
em Campos dos Goytacazes — RJ, com o objetivo de estudar a producdo de
amilases pelo termofilico Bacillus sp. SMIA-2, quando cultivado num meio de
cultura contendo soro de leite. A producao de a-amilase por esse microrganismo,
em culturas liquidas contendo o soro de leite, alcangou o maximo apés 12 horas de
incubacdo, com niveis de 38 umol glicose/ml, quando o crescimento ja havia sido
cessado e a cultura encontrava-se na fase estacionaria. A adicdo da agua de
maceracao de milho (0,05%) ao meio de cultura contendo o soro de leite
proporcionou um aumento dos valores da densidade 6tica da cultura e da atividade
de a-amilase. Este aumento foi mais acentuado quando a atividade foi determinada

apos 24 horas de crescimento do microrganismo. O aumento na concentragdo da
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agua de maceracdao de milho de 0,05% até 0,4% nao afetou o crescimento do
microrganismo. Apenas quando esse residuo foi utilizado na concentragcéo de 0,5%,
€ que se observou um aumento do crescimento do microrganismo. Por outro lado, a
atividade da a-amilase ndo aumentou quando a concentracdo da agua de
maceragao de milho no meio de cultura foi aumentada. Quando o microrganismo foi
cultivado no meio contendo o soro de leite sem a presenca da lactose, foi
observado um baixo crescimento do mesmo. A medida que se aumentou a
concentracdo desta fonte de carbono, a densidade 6tica da cultura aumentou.
Porém, em relacao a secrecao da enzima, foi verificado que, quando a lactose foi
adicionada ao meio em concentracées de até 0,2%, houve um aumento da
atividade da a-amilase. Concentragcées maiores que 0,2% inibiram a atividade da
enzima. O aumento da concentragdo do soro de leite no meio de cultura de 0,02% a
0,2% nao influenciou no crescimento de Bacillus sp. SMIA-2, embora tenha se
observado um ligeiro decréscimo da densidade ética na concentragdo de 0,2%. Por
outro lado, a medida que a concentragéo deste residuo foi aumentada no meio de
cultura, a atividade da a-amilase também aumentou. A caracterizagdo da a-amilase
revelou que a enzima apresentou uma atividade crescente entre 50 °C e 90 °C,
onde a atividade atingiu o seu valor maximo. Acima de 90 °C, ocorreu uma redugéo
drastica da atividade da enzima, sendo que a 100 °C a «-amilase foi
completamente inativada. Em relacdo a estabilidade térmica da a-amilase,
verificou-se que esta enzima mostrou-se mais estavel a 80 °C, mantendo 95% da
sua atividade. Entretanto, a 90 °C a enzima perdeu 75% de sua atividade. O pH
6timo da enzima foi 8,5. Uma reducéo da atividade da ordem de 45% foi observada
para valores de pH iguais a 9,0 e 9,5. A estabilidade da a-amilase aumentou com o
aumento do pH até, mais ou menos, 8,5. Ja em pH 10, cerca de 76% da atividade
enzimatica foi perdida. Os ions metdlicos Zn®*, Li*, Ba®** e Na* estimularam a
atividade da o-amilase de Bacillus sp. SMIA-2 em ambas as concentragcbes
estudadas (5 e 10 mM) ou em apenas uma delas. Por outro lado, ions como o Ni*,

Fe?*, Mn?*, Hg?*, Cu®* e Co®* inibiram a atividade da o-amilase.
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ABSTRACT

MANSUR, Luciana Ribeiro Coutinho de Oliveira; M. Sc.; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; April, 2006; Utilization of milk whey to production

of amylases by Bacillus sp. SMIA-2; Orienting Professor: Meire Lélis Leal Martins.

The present work was carried out at the Laboratério de Tecnologia de
Alimentos of the Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), Campos dos Goytacazes-RJ and had as the objective to study the
production of a-amylase by thermophilic bacterium, Bacillus sp SMIA-2, when
growth in a medium containing milk whey. The production of a-amylase by
thermophilic Bacillus cultivated in liquid cultures containing milk whey reached a
maximum activity after 12 h of incubation with levels of 38 umol glucose/mL, when
the growth had stopped and the culture was in the stationary phase. The addition
of corn steep liquor (0.05%) into the medium increased the growth of the
microorganism and the activity of the a-amylase. This increase was more
pronounced when the activity was measured after 24 h of growth the
microorganism. The increase in the corn steep liquor concentration from 0.05% to

0.4% did not increase the growth of the microorganism. Only when this residue



was utilized in the concentration of 0.5% was observed an increased in the growth
of the microorganism. On the other hand, the activity of a-amylase did not change
with the increase of the corn steep liquor concentration. When the microorganism
was cultivated in the medium containing milk whey without lactose was observed a
low growth of this organism. With the increase of this source of carbon in the
medium, the growth of the organism also increased, but the activity of a-amylase
increased until concentrations of 0.2%. Values higher than 0.2% inhibited the
synthesis of the enzyme. The increased of the milk whey in the culture medium
from 0.02% to 0.2% did not influence the growth of the organism, although was
observed a slightly decreased in the optical density of the culture at 0.2%
concentration. On the other hand, increasing the milk whey concentration in the
medium, increased the activity of a-amylase too. Studies on the a-amylase
characterization revealed that the enzyme increased the activity at temperatures
between 50 °C and 90 °C, where the activity reached its maximum. Above 90 °C
occurred a reduction in the activity of the enzyme and at 100 °C the amylase lost
about 46% of its activity. Regarding the thermal stability of a-amylase was
observed that this enzyme showed more stable at 80 °C, maintaining 95% of its
activity. However, at 90°C the enzyme lost about 75 % of its activity. The optimum
pH of a-amylase was found to be 8.5. At values of pH of 9.0 and 9.5 the enzyme
lose about 45% of its activity. The stability of the enzyme increased with the
increase of pH until 8.5. At pH 10 about 76% of the activity of the enzyme was lost.
The metallic ions Zn?*, Ba** and Na* stimulated the activity of a-amylase in both or
in one of the concentrations studied (5 mM and 10 mM). On the other hand, the

ions like Ni*, Fe?, Cu® and Co? inhibited the enzyme activity.
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1. INTRODUCAO

As o-amilases sdo endoenzimas produzidas por bactérias, fungos,
leveduras, animais e vegetais e tém ampla aplicacdo nas industrias téxteis, de
alimentos, papel, detergentes, farmacéutica e bioquimica, de couro, entre outras.

As amilases produzidas por microrganismos termofilicos tém recebido
consideravel atengcédo da industria por serem termorresistentes e por possuirem
caracteristicas importantes como estabilidade a temperatura e ao pH. Entre as
o-amilases bacterianas, as secretadas pelo género Bacillus sao as mais
importantes industrialmente. Ha citacdo na literatura de que mais de 60% das
linhagens de Bacillus listadas na 82 edigcao do “Bergey’s Mannual of Determinative
Bacteriology (1975) sé@o produtoras de a-amilase. Bacillus subtilis, Bacillus
macerans, Bacillus coagulans, Bacillus stearotermophilus, Bacillus licheniformis,
dentre outras, sédo linhagens produtoras da enzima.

A utilizagdo de residuos agroindustriais como substrato para a producao
de amilases tem se mostrado uma grande alternativa na reducao do custo de
producdo destas enzimas. O soro de leite, um residuo altamente rico em
proteinas, tem sido utilizado por diversos pesquisadores (Kosikowski, 1979; Feijoo
et al.,, 1999; Romero et al., 2001) para a producdo de amilases. Além disso, a

agua de maceracao do milho, residuo resultante do processamento dos graos de



milho, tem sido adicionada ao meio de cultura para o crescimento de
microrganismos e producao de enzimas.

Apesar de existirem muitos trabalhos sobre a producéo e propriedades de
o-amilases bacterianas, as informagdes apresentadas, na maioria dos casos,
dificiimente podem ser generalizadas para diferentes linhagens. Isto se deve ao
fato de que os diferentes microrganismos se comportam de maneira diferente
frente a uma mesma condicdo de incubagado, podendo produzir enzimas com
propriedades diversas.

Neste trabalho, foi pesquisado o efeito da adicdo de agua de maceracao
de milho e lactose sobre a producdo de a-amilase por um microrganismo
termofilico, Bacillus sp. SMIA-2, quando cultivado num meio de cultura contendo
soro de leite. Algumas propriedades bioquimicas da enzima bruta, como
estabilidade em diferentes temperaturas e pH, assim como o efeito de ions

metalicos sobre a atividade de a-amilase foram também investigadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Microrganismos termofilicos

Uma das mais surpreendentes propriedades dos microrganismos é a
habilidade em se adaptar a ambientes extremos, nos quais fatores como pH,
temperatura, pressdo e concentragdo de sal ultrapassam valores considerados
como padréo para a maioria dos organismos (Lasa e Berenguer, 1993).

A maioria dos organismos atualmente conhecidos pode crescer somente
dentro de uma faixa estreita de temperatura. A existéncia de ambientes
geotérmicos estaveis tem permitido a selecdo ou a persisténcia de
microrganismos que nao apenas resistem, mas também requerem altas
temperaturas para sobreviverem. A adaptacdo de microrganismos em condi¢coes
ambientais extremas obrigou-os a desenvolver componentes celulares e
estratégias bioquimicas para garantir sua sobrevivéncia. Essas estratégias
implicam a estabilizacdo de todos os componentes celulares de modo que sua
funcionalidade seja mantida em condicdes que seriam danosas para a maioria
das biomoléculas dos organismos mesofilicos (Santos et al., 2001). Por isto, estes

microrganismos sao chamados de termdfilos ou termofilicos.



De acordo com sua faixa de temperatura de crescimento, 0s organismos
termofilicos foram arbitrariamente divididos em trés classes (Brock, 1978):
moderadamente termofilicos, com crescimento 6timo em temperaturas entre 45-
60 °C; extremamente termofilicos, com crescimento entre 60-95 °C; e
hipertermofilicos, cuja temperatura 6tima de crescimento supera 90 °C.
Ressalta-se que a maioria das bactérias cresce mais rapidamente entre 25 e
40 °C e que ainda ndo se encontraram animais ou plantas multicelulares que
vivam acima dos 50 °C (Bertoldo e Antranikian, 2002).

A temperatura € um dos fatores ambientais mais importantes que
influenciam o crescimento e a sobrevivéncia dos organismos (Madigan et al.,
1996). Em temperaturas elevadas, a maioria das enzimas e &cidos nucléicos dos
microrganismos desnatura. O papel das proteinas na adaptacao dos termofilicos
€ extremamente importante. Uma Unica mutacao na seqiiéncia de aminoacidos de
uma proteina pode promover o aparecimento de uma fonte termossensivel da
mesma, impossibilitando a linhagem mutada de crescer na mesma temperatura
da linhagem selvagem (Fontana, 1991). Assim, todas as evidéncias indicam que o
aumento da estabilidade de enzimas termofilicas ndo pode ser atribuido a
determinantes Unicos, mas é o resultado de varias mudangcas nos aminoacidos,
com efeitos cumulativos na estabilidade em relagdo a estrutura de proteinas
homoélogas de mesdfilos (Matsumura et al., 1986). Organismos termofilicos
produzem enzimas que, em geral, sdo mais termestaveis que aquelas produzidas
por mesofilicos (Legin et al., 1997).

Durante o crescimento dos microrganismos termofilicos, ao contrario do
que ocorre com os mesofilicos, observa-se que a fase logaritmica € curta e,
muitas vezes, dificil de ser medida. Os esporos germinam e as células
multiplicam-se rapidamente. Alguns microrganismos termofilicos tém tempo de
geracdo de 10 minutos em altas temperaturas. A velocidade da morte também é
rapida. A perda da viabilidade ou auto-esterilizacdo abaixo da faixa de
temperatura de crescimento é caracteristica desses microrganismos (Franco e
Landgraf, 1996).

O isolamento de linhagens bacterianas a partir de amostras de solo tem
sido frequente (Soares et al., 1999; Soares et al., 2001; Gomes et al., 2001;
Nunes e Martins, 2001). Isso é possivel pela presenca de esporos que conferem a

esses microrganismos resisténcia as condi¢coes desfavoraveis que esses locais



podem oferecer. A busca em solos cultivados com plantagcdes como de mandioca
e milho, que tém o amido como substancia de reserva, aumenta a possibilidade
de serem encontradas linhagens amiloliticas, uma vez que o tipo de
microrganismo que esta presente na microflora do solo estd relacionado as

oportunidades nutricionais oferecidas pelo ambiente.

2.2. Enzimas

As enzimas sdo catalisadores protéicos das reacgbes bioquimicas. A
maioria destas reagdes ocorreria muito lentamente se ndo fossem catalisadas por
enzimas. Cada enzima catalisa um pequeno numero de reagdes, portanto, sao
catalisadores com especificidade de reacao (Murray et al., 1994).

Com base no local de agédo, sdo considerados dois tipos de enzimas:
enzimas intracelulares, que atuam no interior da célula, e enzimas extracelulares,
que atuam fora da célula. A principal funcdo das enzimas extracelulares é a de
executar as alteracdes necessdarias a penetracdo dos nutrientes para o interior
das células. As enzimas intracelulares sintetizam o material celular e também
realizam reagbes catabdlicas que suprem as necessidades energéticas da célula
(Pelczar et al., 1981).

As enzimas que sado capazes de hidrolisar as ligagoes glicosidicas dos
polissacarideos que compdem o granulo de amido, amilose e amilopectina séo
denominadas enzimas amiloliticas ou amilases. Conforme seu modo de acao, as
enzimas amiloliticas podem ser divididas em duas grandes categorias:
endoamilases, que hidrolisam ligagdes glicosidicas ao acaso ao longo das
cadeias de amilose e amilopectina, e as exoamilases, que hidrolisam,
sucessivamente, liga¢des glicosidicas a partir da extremidade ndo redutora das
mesmas (Vihinem e Mantsala, 1989; Guzmén-Maldonado e Paredes-Lopez,
1995). Para que ocorra uma conversdo eficiente das macromoléculas do amido
em compostos de baixo peso molecular, € necessaria a acao coordenada de
muitas enzimas.

A maioria das enzimas utilizadas como catalisadores para a
biotransformacao é obtida de microrganismos mesofilicos e, apesar das muitas

vantagens que apresentam, sua aplicacdo € restrita pelo seu limite de



estabilidade a temperatura, pH e forgas ibnicas extremas (Hough e Danson,
1999).

2.3. Enzimas produzidas por microrganismos termofilicos

As enzimas produzidas por microrganismos termofilicos sdo conhecidas
como termoenzimas ou enzimas termestaveis e possuem uma temperatura 6tima
de atividade por volta de 60 °C (Vieille e Zeikus, 1996; Tolner et al., 1997;
Andrade et al., 1999).

Enzimas de microrganismos termofilicos e extremotermofilicos tém
recebido consideravel atencdo da industria por causa de suas caracteristicas
especiais, como estabilidade térmica e alta estabilidade as mudancas de pH,
consequentemente, essas moléculas tém consideravel utilidade industrial,
oferecendo melhores rendimentos sobre condicdes operacionais extremas
(Andrade et al., 1999).

As termoenzimas possuem caracteristicas como estabilidade a temperatura
e a determinadas faixas de pH. Elas podem ser usadas em diversos processos
industriais, nos quais, substituem as enzimas produzidas por microrganismos
mesofilicos ou produzidas sinteticamente. A resisténcia térmica a desnaturagao
de uma enzima é considerada como um dos critérios mais importantes para sua
aplicagé@o industrial; o uso dessas enzimas em processos conduzidos a altas
temperaturas reduz o risco de contaminagéo microbiana (Aguilar, 1996; Archana e
Satyanarayana, 1997; Bruins et al., 2001; Lee et al., 2001).

Apesar das vantagens que as enzimas termofilicas oferecem para o uso
rotineiro na industria, a aplicacdo biotecnoldégica de microrganismos termofilicos
tem sido muito limitada até agora. As razdes para esta contradicdo sdo muitas,
mas a principal delas esta relacionada ao escasso numero de linhagens
termofilicas para a pesquisa de enzimas termestaveis especificas, disponiveis em

colecdes (Aquino, 2000).

2.4. Amilases

As amilases, tanto no grupo dos eucariotos como no grupo dos

procariotos, atuam como uma das principais enzimas responsaveis pela obtengéo



de energia para as fungdes metabdlicas a partir do amido como fonte de carbono.
Porém, na maioria dos eucariotos, essas enzimas atuam em tecidos ou érgaos
especificos relacionados a nutricdo do organismo, o que inviabiliza, na maioria
dos casos, a sua extracdo e purificacdo para o uso comercial. Assim, 0s
microrganismos termofilicos surgem como uma alternativa simples e barata para
a producao dessas enzimas, uma vez que requerem condicdes muitas vezes
minimas de nutricdo e de manutengdo, apresentam alta eficiéncia na produgéo,
além de secretarem as enzimas para o meio extracelular.

Uma grande variedade de microrganismos produz um ou mais tipos de
amilases. As amilases produzidas por microrganismos termofilicos apresentam
caracteristicas mais termoestaveis do que as produzidas pelos microrganismos
mesofilicos. Essas amilases termestaveis sdo de grande interesse na industria de
processamento do amido, uma vez que a temperatura de gelatinizacao do mesmo
fica em torno dos 70 °C. Inumeros trabalhos tém reportado a produgéo de
amilases por microrganismos termofilicos. Seus dados indicam que fungos e
bactérias sdo capazes de produzir diferentes tipos de amilases termestaveis, as
quais apresentam caracteristicas fisico-quimicas variadas (Mamo et al., 1999;
Mamo e Gessesse, 1999).

As amilases sdo enzimas de natureza extracelular, uma vez que o amido,
0 substrato das amilases, possui alto peso molecular, ndo podendo passar
através da célula microbiana, sendo entdo essas enzimas produzidas dentro da
célula e posteriormente excretadas para o meio. Para que o microrganismo
acelere a sintese dessas enzimas, a célula recebe um sinal por meio de
fragmentos de baixo peso molecular, formados pela agdo de pequenas
quantidades de enzimas produzidas constitutivamente (Goto et al., 1998).

As enzimas de maior importancia na hidrélise do amido sdo: a-amilases
(E.C.3.2.1.1 1,4-a-D-glucano glucanohidrolase) - correspondem a endoamilases
que atuam ao acaso ao longo das cadeias de amilose e amilopectina hidrolisando
as ligagdes a-1,4 e liberando maltose, glicose e dextrina (Antranikian et al., 1995;
Vihinem e Mantsala, 1989). Também sdo chamadas enzimas dextrinizantes e sao
divididas em duas categorias de acordo com o grau de hidrélise do substrato:
a-amilases sacarificantes, que hidrolisam de 50 a 60% do substrato e as
liqueficantes, que quebram cerca de 30 a 40% do substrato. Sdo produzidas,

principalmente, por bactérias do género Bacillus, Pseudomonas e Lactobacillus e



por fungos como os Aspergillus; B-amilases (E.C.3.2.1.2 1,4-a-D-glucano
maltohidrolase) - exoenzimas que hidrolisam a penultima ligagdo o-1,4 a partir da
extremidade n&o redutora da molécula liberando maltose, ndo sendo capazes de
hidrolisar ligacbes o-1,6 dos substratos ramificados. Sao produzidas por algumas
espécies de Bacillus e Clostridium thermosulfurogenes com caracteristicas
termestaveis; Glicoamilases (E.C.3.2.1.3 1,4-a-D-glucano glicohidrolase) - séo
exoamilases que produzem (-D-glicose a partir da extremidade n&o redutora da
cadeia de amilose, e amilopectina e glicogénio através da hidrélise das ligagdes
glicosidicas a-1,4 removendo sucessivas unidades de glicose. As glicoamilases
hidrolisam também ligagdes do tipo a-1,6, mas com uma velocidade muito menor.
Também chamadas de enzimas de sacarificacdo, sdo capazes de hidrolisar
completamente amido em incubagbes por longos periodos; Pululanases
(E.C.3.2.1.41 pullulan 6-glicohidrolase) - sdo enzimas desramificantes que
guebram as ligagdes a-1,6 do pululano, um polissacarideo linear que consiste de
maltotrioses unidas por ligagoes glicosidicas a-1,6 € que ndo pode ser degradado
por o ou B-amilase. O produto dessa hidrélise corresponde as maltotrioses.
Dentro desta categoria, estdao também as isopululanases (E.C.3.2.1.57 pululano-
4-glicanohidrolase), que sao enzimas que quebram também as ligacbes
glicosidicas a-1,4 do pululano, mas que ndo tém nenhuma atividade sobre o

amido. O produto da agéo desta enzima € a isopanose (Marchal et al., 1999).



Tabela 1 - Exemplos de enzimas da familia a-amilase que atuam em substratos
contendo glicose

Enzima Numero EC Substrato principal
Ciclodextrina glicosiltransferase 2.41.19 Amido
Amilomaltase 2.4.1.25 Amido, glicogénio
o-amilase 3.2.1.1 Amido
Oligo-1,6-glicosidase 3.2.1.10 Amilopectina
a-glicosidase 3.2.1.20 Amido
Amilopululanase 3.2.1.41 Pululano
Cyclomaltodextrinase 3.2.1.54 Ciclodextrina
Isopululanase 3.2.1.57 Pululano
Isoamilase 3.2.1.68 Amilopectina
Glucodextranase 3.2.1.70 Amido

Fonte: Marc et al., 2002.

2.4.1. Utilizacao de amilases pelas industrias

A aplicagdo de enzimas microbianas em processos industriais € uma area
que vem adquirindo crescente importancia nos ultimos anos. Cerca de 75% das
enzimas industriais sao hidroliticas no seu modo de acao, sendo os setores de
detergente (32%), de amido (15%), de laticinios (14%) e téxtil (10%) os principais.
Os 29% restantes do mercado mundial abrangem os seguintes setores: alcool;
alimentagdo animal; panificagdo; biotransformacdes; exames clinicos (analises);
gorduras e 6leos; aromatizantes; sucos € vinhos; couro; proteinas — outras que
nao sejam para a coagulagdo e detergentes; papel e celulose e tratamento de
residuos (Godfrey e West, 1996).

As amilases sdao amplamente distribuidas na natureza e, além de serem
as responsaveis pela reciclagem do carbono contido nos amilaceos, em geral,
exercem um importante papel na industria de processamento de amido (Guzméan-
Maldonado e Paredes-Lopez, 1995).

Um dos processos que utilizam as amilases € o de conversdo do amido
em: dextrinas, que sdo utilizadas em formulag¢des clinicas, como material para a

sacarificacdo enzimatica, estabilizadores etc.; maltose, usada em confeitarias,
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refrigerantes, cervejaria, fermentacdes para producdo de etanol, fabricacdo de
geléias e sorvetes; glicose, usada em refrigerantes, na panificacao, cervejarias e
fermentagdes para producao de etanol; e frutose, usada em refrigerantes, geléias,
iogurtes e frutas enlatadas (Glazer e Nikaido, 1995).

Na liquefacdo do amido, o amido € convertido em xarope de milho com
alto teor de frutose, este processo requer uso da alta termoestabilidade da
a-amilase (Pandey et al., 2000a; Van der Maarel et al., 2002).

A necessidade de aumentar a produtividade, diversificar e melhorar a
qualidade dos “hidrolisados de amido” tem impulsionado o desenvolvimento de
processos catalisados por enzimas, que, na maioria das vezes, tém substituido o
processo acido utilizado na conversao do amido (Hebeda et al., 1988).

O acido nado é um catalisador especifico para a hidrélise do amido, de
modo que reacles indesejaveis podem ocorrer resultando na formacao de
subprodutos dificeis de serem removidos do produto final, como compostos
coloridos, além da diminuigdo do flavor. Por sua vez, a hidrolise enzimdtica é
muito mais especifica que a &cida, e a introducdo de enzimas visando a
substituicdo da conversao acida, mesmo que parcialmente, tem colaborado muito
para minimizar a formacado de cor, produtos de degradacdo e perda de flavor,
resultando em produtos de melhor qualidade e reduzindo custos de refino
(Hebeda, 1987).

As enzimas que atuam de algum modo na produgédo de xaropes de amido
sdo a-amilase bacteriana, glicoamilase, beta-amilase, pululanase e isolamilase
ao-amilase fungica. A produgao industrial de glicose tem inicio com a liquefagéo do
amido, geralmente realizada em dois passos: um primeiro estagio de 5 a 15
minutos a 105-107 °C seguido de um segundo estagio de 60 a 80 minutos a
95-98 °C, em concentragdes de amido de no maximo 38% e pH com valores entre
58 e 6,2. As oa-amilases termestaveis, derivadas geralmente de Bacillus
licheniformis e Bacillus stearothermophilus, sao adicionadas ao processo,
gerando, ao final da liquefagao, um hidrolisado claro, negativo ao teste com iodo e
com valor DE aproximadamente de 10 a 18 (valor equivalente em dextrose, que
se refere a porcentagem de agucares redutores, calculado como glicose) (Brumm,
1998). O objetivo da liquefagdo é converter uma suspensdo concentrada de
amido granular purificado em uma solugdo de soluveis, ou seja, dextrinas com

comprimentos de cadeias curtas (Crabb e Mitchinson, 1997).
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Além da industria de alimentos, segundo Glazer e Nikaido (1995), a
industria téxtil tem utilizado as amilases para a remocado da pasta de amido
aplicada ao fio, com a finalidade de aumentar a resisténcia do mesmo a friccao
durante o processamento. Essa pasta, quando nao totalmente removida, dificulta
o processamento final das roupas (tingimento, clareamento ou outro tipo de
acabamento).

Na industria de papel, o uso de a-amilases da-se para a modificacdo do
amido utilizado para revestir o papel. Assim como para o material téxtil, o amido é
utiizado como protetor do papel contra danos mecanicos durante o
processamento, 0 que aumenta a qualidade final do papel. A viscosidade do
amido natural é alta e é ajustada por degradacao parcial do polimero por meio da
o-amilase em um processo continuo. As condi¢cdes do processo dependem de
acordo com da fonte do amido e da a-amilase utilizadas (Bruinenberg et al., 1996;
Tolan, J.S., 1996).

Na industria de detergentes, as o-amilases tém sido utilizadas em
detergentes em p6 de lavanderias desde 1975. Cerca de 90% dos detergentes
liquidos contém a-amilase. Elas sdo utilizadas em detergentes para remogéo de
manchas contendo amido, chocolate, comida de bebé, entre outras (Kottwitz et
al., 1994). Uma moderna tendéncia entre consumidores é usar agua fria para
lavar roupas e loucas. Nessas baixas temperaturas, a remog¢do do amido das
roupas e porcelanas torna-se mais problematica. Detergentes contendo a-amilase
otimizam o trabalho em temperaturas moderadas e pH alcalino podendo ajudar a
resolver esse problema (Marc et al., 2002). Os diferentes campos de aplicacao de
enzimas da familia das a-amilases (Marc et al., 2002) sdo apresentados na
Tabela 2.
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Tabela 2 - Setores de aplicagdo de enzimas da familia das a-amilases

Aplicacoes Enzimas
Liquefacao do amido o-amilase
Sacarificagao do amido o-amilase, isoamilase,

amiloglucosidase, pullulanase

Detergentes, reducao de escurecimento o-amilase

dos sucos, fermentacao

Producao de ciclodextrinas Ciclodextrina glicosiltransferase

Cicloamilose Amilomaltase, ciclodextrina

Fonte: Marc et al., 2002.

2.4.2. o-amilase

As a-amilases secretadas por bactérias sdo mais termestaveis que as de
origem fangica. Entre as bacterianas, aquelas secretadas pelo género Bacillus
sao as mais termestaveis, aumentando ainda mais a sua aplicabilidade industrial.
As o-amilases produzidas por vérias espécies de Bacillus diferem entre si quanto
a faixa 6tima de pH, temperatura, estabilidade da enzima, além de outros fatores
fisioldégicos inerentes a cada espécie. Portanto, as enzimas de diferentes origens
tém aplicabilidades especificas em diferentes setores (Chandra et al., 1980).

Campbell (1995) isolou e purificou o-amilase produzida pelo Bacillus
coagulans. Esta enzima mantém 90% da sua atividade apés uma hora a 90 °C.

Hartman et al. (1995) verificaram que o-amilase de Bacillus
stearothermophilus permaneceu ativa apds 12 horas a 90 °C. A enzima produzida
por este microrganismo € mais termestavel do que a secretada pelo Bacillus
subtilis.

Madsen et al. (1973) e Chiang et al. (1979) isolaram de diferentes
linhagens de Bacillus licheniformis uma o-amilase termestavel e ativa em solugéao
de amido a temperaturas superiores a 100 °C, que recebeu a denominagio
comercial de Thermamyl e Taka Therm.

Na Tabela 3, estdo relacionadas as propriedades gerais de amilases
secretadas por algumas espécies de Bacillus (Fogarty e Kelly, 1979).
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Tabela 3 - Propriedades gerais de amilases secretadas por algumas espécies de

Bacillus
Microrganismos pH étimo de pH étimo de Temperatura
atividade estabilidade 6tima (°C)
B. subtili 6,5 <71 50
B. stearothermophilus 46-51 | = - 55-70
B. licheniformis 9,0 6,0-11,0 76
Bacillus sp. US 100 5,6 45-8,0 82

Fonte: Manning e Campbell, 1961; Saito, 1973; Marco et al., 1996; Ali et al., 1999.

A inducéo e a repressao catabdlicas sdao os dois fatores principais que
controlam a sintese das amilases em microrganismos. Quando essas enzimas
sao sintetizadas na presencga de carboidratos contendo ligagdes glicosidicas do
tipo a-1,4, sdo consideradas indutivas (Saito e Yamamoto, 1975). A sintese de
a-amilase também pode ser constitutiva; neste caso, o microrganismo é capaz de
sintetiza-la quando a Unica fonte de carbono € a glicose (Pelczar et al., 1996). As
diferencas observadas quanto ao carater constitutivo ou indutivo das a-amilases
bacterianas estdo relacionadas, em parte, a diversidade das linhagens
empregadas, as diferencas existentes entre os variados meios de cultura e as
distintas condi¢des experimentais (Saito e Yamamoto, 1975).

As o-amilases sao parcialmente indutiveis para algumas espécies de
Bacillus. Como o amido ndo pode penetrar na célula bacteriana, ele ndo esta
diretamente envolvido no processo de indugdo. Essas bactérias sintetizam
constitutivamente a a-amilase em niveis bem mais baixos, mas o suficiente para
quebrar o substrato exdgeno, resultando em produtos de baixo peso molecular.
Estes compostos resultantes da hidrélise entram na célula e estimulam a maior
producéo de a-amilase (Priest, 1977).

Varias a-amilases tém sido cristalizadas e todas contém um atomo grama
de calcio por molécula. A a-amilase do B. subtilis € a Unica que contém zinco,
além do calcio (Stein et al., 1964).

O ion calcio esta ligado firmemente a molécula e tem papel importante na
preservagao da integridade da enzima, tornando-a estavel e imune aos ataques
de enzimas proteoliticas, além de atuar em sua atividade catalitica (Stein et al.,
1964).
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A disponibilidade de fontes de carbono e nitrogénio sdo fatores decisivos
para 6tima producdo da enzima (Krishnan e Chandra, 1982). A maxima atividade
da a-amilase de Bacillus sp. TS-23 foi obtida em meio contendo peptona e amido
como fonte de nitrogénio e carbono, respectivamente; os autores sugeriram que a
peptona favorece o crescimento microbiano e a sintese enzimética (Lin et al.,
1998).

As fontes de carbono como glicose e maltose tém sido utilizadas para a
producdo de a-amilase. Entretanto, o uso de residuos de amido € promissor. Um
numero de outros substratos ndo convencionais como lactose (Kelly et al., 1997),
frutose (Welker e Campbell, 1963), 6leo de sementes (Krishnan e Chandra, 1982)
e amido processado tem sido utilizado para producdo de a-amilase como
subprodutos agroindustriais (Losane e Ramesh, 1990).

2.5.Utilizacao de residuos agroindustriais em processos biotecnoldgicos

A cada ano, a preocupagdo em relacdo a utilizacdo mais eficiente dos
residuos agroindustriais vem aumentando. Residuos como o bagaco de cana-de-
acucar, casca e polpa de café e maca, polpa de beterraba e residuos do
processamento de mandioca, entre outros, sdo gerados em grandes quantidades
(Pandey et al., 2000b).

Entretanto, varios processos que utilizam esses residuos como substratos
estdo sendo desenvolvidos para a producao de substancias quimicas e produtos
de maior valor comercial, como o etanol, proteina de biomassa microbiana,
cogumelos, enzimas, acidos organicos, aminoacidos, metabdlitos secundarios
biologicamente ativos, etc. (Pandey et al., 1988; Pandey, 1992; Pandey, 1994;
Pandey et al., 2000).

O langamento indevido de residuos sdlidos, liquidos e gasosos de
diferentes fontes ocasiona modificagées nas caracteristicas do solo, da agua e do
ar, podendo poluir ou contaminar o meio ambiente. Atualmente, algumas
industrias brasileiras estdo realizando programas internos para reciclagem de
seus residuos, pois a segregacao do material, ainda na fonte geradora, diminui o
volume total de residuos, reduz os gastos operacionais e, em alguns casos, pode

gerar uma nova receita para a industria (ANA, 2006).
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Na busca de solugbes alternativas para o problema do descarte dos
residuos, muitas industrias tém optado pelo uso de microrganismos como agentes
redutores de matéria organica desses materiais ou para a eliminacao ou reducao
de compostos tdxicos, sendo as enzimas termofilicas de grande aplicacao nesses
processos (Tavares et al., 1998; Andrade et al., 1999).

A aplicagdo de residuos agroindustriais em bioprocessos, por um lado
fornece substratos alternativos e, por outro, ajuda a solucionar os problemas de
poluicdo que sua deposi¢cdo no meio ambiente poderia causar. Com o advento de
inovagdes biotecnoldgicas, principalmente na area de tecnologia de enzimas e
fermentagdo, muitos caminhos novos tém sido abertos para sua utilizagao
(Pandey et al., 2000).

O Brasil € o sexto produtor de leite do mundo e apresenta, para este
importante produto, uma taxa anual de crescimento da produgéo leiteira em torno
de 4%, representando um valor superior ao de todos 0s paises que ocupam 0s
primeiros lugares (IDF, 2001). De acordo com Viotto e Roig (1994), cerca de 35%
da producao leiteira brasileira é destinada a fabricacdo de queijo e esta ultima
apresenta uma taxa média significativa de crescimento — em continua ascensao —
de 4,6% ao ano, superior ao da propria producao leiteira.

O soro de leite é a fase aquosa, opaca e de coloracdo verde-amarelada,
obtida durante a producao de queijo ou de caseina, resultante da coagulacéo do
leite por acido ou enzimas proteoliticas (Scott, 1989). Sua composigao varia
substancialmente dependendo da variedade de queijo ou caseina produzida
(Zadow, 1994). O soro de leite contém quase a metade dos nutrientes originais do
leite, sendo rico em componentes ndo caseicos do leite, tais como proteinas do
soro, vitaminas hidrossolUveis, minerais e lactose, porém, nao contém
quantidades significativas de lipidios ou vitaminas lipossoluveis (Scott, 1989). O
soro de leite contém 20% das proteinas encontradas no leite. Deste montante, as
proteinas mais abundantes sao a B-lactoglobulina (50%), a-lactoalbumina (12%),
imunoglobulinas (10%), albuminas (5%) e peptonas (0,23%) (Siso, 1996). O pior
destino que se pode dar ao soro de leite € 0 seu descarte em lagoas e rios, pois
trata-se de um dos dejetos industriais que promovem o desenvolvimento de
biomassa dos depdsitos naturais de agua, causando o esgotamento de oxigénio

dissolvido, com conseqliente desastre ecoldgico (FI South América, 2002).
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O soro lacteo é, sobretudo, uma matéria-prima nobre e rica, da qual se
pode ainda obter muito em termos quantitativos e qualitativos. Do soro rejeitado
anualmente no Brasil (1.000.000 t), poderiam ser extraidas 70.000 t de materiais,
correspondendo a 50.000 t de lactose e 7.500 t de proteinas. A utilizacdo do soro
na elaboragdo de produtos lacteos ou como substrato biotecnolégico para
producao de enzimas contribui para a redugcéo do custo operacional da producao,

bem como para a preservagao do meio ambiente (Ferreira e Mosquim, 1998).

Um dos principais problemas associados a producdo de queijo é a
geracdo do subproduto denominado soro de queijo (soro de leite), que apresenta
elevado poder poluente devido a presenca de proteinas, gordura, lactose e sais
minerais (Khamrui et al., 2001). Sua demanda biol6gica de oxigénio varia de
30.000 a 50.000 mg de oxigénio por litro de soro, valor aproximadamente 100
vezes maior ao do esgoto doméstico. Assim sendo, uma fabrica, com produgao
média de 10.000 litros de soro ao dia, provoca a mesma carga poluente de uma
populacao de 5.000 habitantes (Knipschildt e Andersen, 1994). Portanto, o volume
de soro produzido é elevado e seu tratamento é dispendioso. Por isso, para as
empresas brasileiras, independentemente do seu porte, o descarte total do soro
representa uma grave agressdo ambiental ou, quando feito o seu tratamento
adequado para posterior descarga do efluente tratado, implica um custo muito
alto.

Em média, para a fabricacdo de um quilo de queijo, sdo necessarios 10
litros de leite, levando a producao de 8 a 9 litros de soro. Considerando-se que a
producdo de queijo no Brasil esta em torno de 450 mil toneladas/ano, esta
quantidade corresponde a 4.050.000 toneladas de soro de leite. Descartar este
volume de soro sem um tratamento eficiente ndo € s6 um crime ambiental
previsto por lei, mas também significa rejeitar um alimento de alto valor
nutricional. As proteinas do soro de leite possuem um dos mais altos indices de
valor biolégico em comparagdo com outras fontes de proteinas. Desse modo, é
urgente a viabilizagdo de unidades industriais destinadas a producéo de produtos
ricos em proteinas de soro, aliviando consideravelmente o custo do tratamento
(Santos e Ferreira, 2001; Richards, 1997).
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A producado de enzimas microbianas utilizando soro de leite foi realizada
por diversos pesquisadores (Kosikowski, 1979; Feijoo et al., 1999; Romero et al.,

2001), e a produtividade enzimatica aumentou com o uso deste substrato.

O milho ocupa posicdo estratégica na agropecudria € na economia
brasileiras, sendo o Brasil o terceiro maior produtor mundial desse grao, com
producdo inferior somente a dos Estados Unidos e a da China (Abimilho, 2006).

O processo industrial de moagem Umida é o segundo maior setor de
consumo do grdo apods a alimentagdo animal, utilizando 12% do total produzido
(Abimilho, 2006). Este envolve transformagdes quimicas, bioquimicas e
operacdes mecanicas, com o objetivo de separar o grao do milho em suas fragoes
relativamente puras: germe, fibra, amido e glaten (Singh et al., 1997).

Os produtos primarios de moagem Umida sdao amidos alimenticios e
industriais, os quais podem ser convertidos em xaropes e etanol. Os co-produtos
incluem o 6leo de milho e os produtos destinados a producao de ragdes animais,
tais como o gluten de milho, farelo do gluten de milho, farelo do germe de milho,
fibras e agua de maceragéo, sendo os ultimos sélidos soluveis removidos durante
a maceragao e concentrados por evaporacdo. A agua de maceracado de milho,
usualmente vendida na base de 50% de solidos, € rica em vitaminas,
especialmente do complexo B. Além de ser usada em racbes, a agua de
maceragcao de milho também é aplicada na producdo de antibiéticos, produtos
farmacéuticos e fermentos (Abimilho, 2006).

A agua de maceracao do milho, resultante do processamento dos graos
de milho, é um subproduto rico em carboidratos, aminoacidos, peptideos,
minerais, metais, vitaminas e fosfato (Kona et al.,2001). Burkert et al. (2004) e Lee
et al. (2001) sugerem a utilizagdo da agua de maceracao de milho para a reducao
do custo do meio de cultura empregado para o crescimento e producao de

enzimas por microrganismos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo foi uma bactéria termofilica,
Bacillus sp. SMIA-2, isolada por Nunes e Martins (2001) no Laboratério de
Tecnologia de Alimentos do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, na
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, a partir de amostras

de solo do municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

3.2. Manutencao do microrganismo

O microrganismo foi mantido em tubos de ensaio contendo meio TSY
(triptona 20 g/L; NaCl 10 g/L; extrato de levedura 10 g/L; agar 20 g/L e agua 1 L),
sob temperatura de refrigeragéo (7 °C).
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3.3. Meio de crescimento

Os meios de cultura utilizados para o crescimento do microrganismo

tinham a seguinte composi¢éo (g/L):

Meio 1: soro de leite (70% de proteina, 3% de umidade, 15% de lactose, 2% de
gordura e 10% de sais minerais) 1,0; peptona 1,0; KCI 0,3; MgSO,4 0,5; K:HPO4
2,0; CaCly; 0,5; Zn0O-2.03x10%; FeCl3.6H,0-2.7x10% MnCl,.4H,0-1.0x 107%;
CuCl,.2H,0-8.5x10°; CoCl,.6H,0-2.4x10°; NiCls.6H,0-2.5x10™ e
H3BO3-3.0x10™.

Meio 2: soro de leite (4% de célcio, 1,7% de sédio, 6,3% de potassio, 5,42% de
gorduras totais, 81% de proteinas e 1,58% de umidade) 1,0; peptona 1,0; KCI 0,3;
MgSO, 0,5; K;HPO, 2,0; CaCl, 0,5; ZnO-2.03x10%; FeCls.6H,0-2.7x107%;
MnCl,.4H,0-1.0x10%; CuCl,.2H,0-8.5x10°; CoCl,.6H,0-2.4x10°%;
NiCls.6H,0-2.5x10* e H3B05-3.0x10™.

O soro de leite do meio 2 ndo continha lactose em sua composicao para
que se pudesse avaliar a influéncia da adicdo deste composto ao meio em
diferentes concentragdes.

Os meios foram preparados utilizando agua destilada e esterilizados em
autoclave a 121 °C por 15 minutos. O soro de leite foi esterilizado separadamente
e adicionado assepticamente ao meio de cultura.

O pH final do meio foi ajustado para 7,2 com NaOH 2M, antes da

esterilizagao.

3.4. Preparo do inéculo

O inoculo foi preparado germinando-se o microrganismo em placas de
Petri contendo o meio TSY (triptona 20 gL™', NaCl 10 gL, extrato de levedura 10
gL, agar 20 gL' e agua 1 L) descrito por Liao et al. (1986). As placas foram
incubadas em uma estufa QUIMIS modelo Q 315 D26 a 50 °C. Ap6s 18 horas de
incubacéo, as células foram transferidas para outras placas contendo meio TSY
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com 1% de amido e incubadas por mais 18 horas em uma estufa QUIMIS modelo
Q 315 D26 a 50 °C. Apods este tempo de incubagéo, 5 ml do meio de crescimento
foram pipetados para dentro das placas e as células sugadas junto com este
meio, usando uma pipeta estéril. Estas células foram inoculadas em frascos
erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml do meio de crescimento e estes incubados
por mais 18 horas a 50 °C em “shaker” rotatério (Thermo Forma Orbital Shaker,
Ohio, EUA) operando a 180 rpm. Este meio, denominado pré-indculo, foi utilizado
para inocular o meio de crescimento (volume suficiente para que a absorbancia
inicial, ou seja, o valor de D.O. 600 nm do meio inoculado menos o valor de D.O.
600 nm do meio sem indculo, fosse igual a 0,1).

3.5. Crescimento do microrganismo

O microrganismo foi cultivado nos meios descritos anteriormente em
incubadora horizontal TECNAL TE 420 a 180 rpm e a temperatura de 50 °C.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata, sendo cada amostra
constituida de 50 ml de meio de cultura, em erlenmeyer de 250 ml. A intervalos de
tempo determinados, foram retirados frascos para medida da densidade otica a
600 nm, utilizando um espectrofotometro Hitachi modelo U-2000, e a dosagem da

atividade da a-amilase nos filtrados da cultura.

3.6. Determinacao do pH

As variacOes dos valores de pH, durante o crescimento celular, foram

determinadas utilizando o pHmetro da marca WTW pH330.

3.7. Determinacao da atividade da a-amilase

Amostras em triplicata (10 ml) foram centrifugadas em centrifuga
CENTRIFUGE 5415 C, a 4.500 rpm, a 5 °C por 15 minutos. A atividade da
a-amilase foi dosada no sobrenadante (extrato livre de células) de acordo com o

método descrito por Cordeiro e Martins (2002).
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Uma mistura contendo 0,3 ml do sobrenadante, 0,5 ml de solugao de
amido 1,0% em tampéo fosfato 0,05 M e pH 7,0 e mais 0,2 ml do tampao fosfato
0,05 M e pH 7,0 foi incubada a 70 °C por 10 minutos. Apds o tempo de incubacgao,
a reacao foi paralisada pela adicao de 1,0 ml de uma solucdo de &cido 3,5-
dinitrossalicilico 0,5% (DNS). A mistura foi rapidamente resfriada e colocada em
agua em ebulicdo por 10 minutos e, em seguida, resfriada em banho de gelo. A
coloragdo desenvolvida foi medida através de espectrofotometro HITACHI —
modelo U 2000 utilizando comprimento de onda de 540 nm. O mesmo
procedimento foi realizado com o controle, sendo, entretanto, o reagente de Miller
(DNS) adicionado juntamente com o sobrenadante a solugdo de amido 1,0%, e
esta mistura foi colocada em agua em ebuligdo, como descrito anteriormente.

O teor de agucares redutores foi determinado por meio de uma curva
padrédo de glicose nas concentragées de 0, 30, 50, 70, 100, 120, 150, 200, 250, e
300 pmol/ml. Uma unidade de a-amilase foi definida como a quantidade
necessaria para produzir 1 umol de agucar redutor por minuto a partir do amido

soluvel nas condi¢des do ensaio.

3.8. Efeito da adicao da agua de maceracao de milho ao meio de cultura

sobre o crescimento do microrganismo e a atividade da a-amilase

Para estudar a influéncia da agua de maceracdo de milho sobre a
secrecao da o-amilase, o microrganismo foi cultivado no Meio 1 descrito
anteriormente, acrescido deste residuo em varias concentracdes (0,05%; 0,1%;
0,2%; 0,3%; 0,4% e 0,5%). A cultura foi incubada a 50 °C em “shaker” rotatério
(Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, EUA) operando a 180 rpm, e, a intervalos
de tempo definidos, foram retirados frascos para medida do crescimento e

atividade da a-amilase, conforme o método descrito anteriormente.

3.9. Efeito da adicao da lactose ao meio de cultura sobre o crescimento do

microrganismo e a atividade da a-amilase

Varias concentracbes de lactose (0%, 0,1%, 0,2% e 0,5%) foram

adicionadas individualmente ao meio de crescimento (Meio 2) para avaliar o seu
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efeito sobre a secrecao da enzima. Apds o cultivo do microrganismo nestes meios
por 24 horas a 50 °C em “shaker” rotatério (Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio,

EUA) operando a 180 rpm, foram medidos o crescimento e a atividade da enzima.

3.10. Efeito da adicao de diferentes concentracoes do soro de leite sobre o

crescimento do microrganismo e a atividade da a-amilase

Diferentes concentra¢des do soro de leite (0,025%:; 0,05%; 0,1% e 0,15%)
foram adicionadas ao meio de crescimento (Meio 2) a fim de estudar o seu efeito
sobre a secrecdo da enzima e o crescimento do microrganismo. As culturas foram
incubadas por 24 horas a 50 °C em “shaker” rotatério (Thermo Forma Orbital
Shaker, Ohio, EUA) operando a 180 rpm e, apds este periodo, a densidade o6tica

e a atividade da a-amilase foram determinadas, como descritas anteriormente.

3.11. Caracterizacao da a-amilase bruta

3.11.1. Efeito do pH na atividade e estabilidade da enzima

O efeito do pH na atividade de a-amilase foi avaliado na faixa de pH 6,0 a
10,0 com intervalo de 0,5 unidade. O substrato foi preparado numa mistura
tamponante contendo acetato de sédio (pH 5,0-5,5), fosfato (pH 6,0-8,0) e tris/HCI
(pH 8,5-10,0) na concentragao final de 50 mM. Os valores de pH da mistura de
reacao foram ajustados com NaOH ou HCI 1N.

O pH étimo foi determinado pela incubacao de 0,3 ml do sobrenadante e
0,8 ml de tampdes (6,0 a 10,0) contendo 0,5% de amido soluvel. Depois da
incubagéo a 70 °C por 10 minutos, foi analisada a atividade enzimatica, conforme
descrita no item 3.6.

A estabilidade da enzima a diferentes valores de pH (6,0; 6,5; 7,0; 7,5;
8,0; 8,5; 9,0; 9,5; 10,0) foi também determinada pela incubacado da enzima em
varios valores de pH por 2h em temperatura ambiente e, entdo, estimada a
atividade residual conforme descrito no item 3.6.
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3.11.2. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da a-amilase

A mistura de reacao foi incubada em banho-maria, em temperaturas que
variaram de 40 a 100 °C, com intervalos de 10 °C. Apdés 10 minutos de incubagao
nestas temperaturas, a atividade enzimatica foi determinada, conforme descrita
no item 3.6.

A estabilidade térmica foi avaliada pela incubagao da mistura de reacao
em temperaturas que variaram de 40 a 100 °C (tubo de ensaio com tampa
rosqueada), com intervalos de 10 °C por 1h. A intervalos de tempo determinados,
as amostras foram transferidas para o banho-maria a 90 °C por 10 minutos, e a

atividade residual da enzima foi determinada.

3.11.3. Efeito de ions metalicos na atividade da o-amilase

O efeito de ions sobre a atividade de a-amilase foi determinado pela
incubacdo da mistura de reagdo, na presenca dos seguintes ions, nas
concentragdes de 5 mM e 10 mM: cloretos de Ca®*, Mg?*, Fe**, Co®, Zn?*, Mn?*,
Hg®*, Cu?*, Cs**, Ni**, Sr**, Ba®*, Na**, Li*, K*. Uma amostra controle (auséncia de

metais) foi considerada como 100% da atividade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil do crescimento de Bacillus sp. no meio contendo soro de leite

O crescimento do Bacillus sp. SMIA-2 e a atividade da a-amilase em
funcéo do tempo de fermentacao foram observados por 56 horas em meio liquido
contendo 0,1% de soro de leite (Meio 1). De acordo com os resultados
apresentados na Figura 1, o crescimento foi iniciado imediatamente apds a
incubagcdo do meio de cultura. Entretanto, a secrecdo da a-amilase foi iniciada
posteriormente ao crescimento, indicando que, para a secregdo da mesma, ha

necessidade de uma massa minima de células.
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Figura 1 - Crescimento (m), atividade de a-amilase (A) e pH (o) em funcdo do
periodo de crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 em meio de cultura
contendo soro de leite (Meio 1).

O crescimento exponencial do microrganismo foi observado por um
periodo de tempo relativamente curto, iniciando apds 4 horas de crescimento e
finalizando ap6s 12 horas. A partir deste tempo, a cultura entrou na fase
estacionaria.

A produgéo enzimatica aumentou ao final da fase exponencial e inicio da
fase estacionaria de crescimento. A atividade maxima da a-amilase foi alcancada
apos 12 horas de incubagao do microrganismo, com niveis de 38 umol glicose/ml,
quando o crescimento ja havia sido cessado e a cultura se encontrava na fase
estacionaria. Durante esta fase, quando a cultura ja havia alcangcado a maxima
produtividade enzimatica, a atividade da a-amilase foi reduzida, o que sugere que
a producdo da enzima estd associada ao crescimento e que a mesma foi
produzida quando a cultura estava metabolicamente ativa.

De acordo com varios autores, a sintese de «-amilase por
microrganismos do género Bacillus, de modo geral, ocorre de duas maneiras,
dependendo das condicées do experimento e do microrganismo utilizado. Na
primeira, a formacao da enzima é lenta durante a fase logaritmica de crescimento,
seguida de um aumento da velocidade de sintese na medida em que a velocidade

de crescimento diminui e atinge a fase estacionaria (Mahon et al., 1997; Egas et
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al., 1998; Bajpai e Bajpai, 1998; Legin et al., 1998). Na segunda maneira, a
sintese da enzima acompanha o crescimento microbiano e diminui sua velocidade
a medida que a cultura entra na fase estacionaria (Welker e Campbell, 1964; Cork
et al., 1980; Baig et al., 1984; Emanuilova e Toda, 1984; Cheng et al., 1989;
Stephenson et al., 1998). Este comportamento foi similar ao encontrado para a a-
amilase de Bacillus sp. SMIA-2.

Em relacdo a variagdo do pH do meio em fungdo do tempo de
fermentacgao, foi observado um decréscimo dos valores no inicio do crescimento
microbiano e, posteriormente, com o inicio da producao enzimatica, os valores
aumentaram novamente. De acordo com Ming Chu (1992), durante o crescimento
da cultura, a acidificagao ou alcalinizacao do meio reflete 0 consumo de substrato.
Quando ions ambnio estdo sendo utilizados, o meio torna-se mais &cido e,
quando nitrogénio organico (aminoacidos e peptideos) esta sendo assimilado, o
meio torna-se mais alcalino. Devido a essa relacao entre a sintese de a-amilase e
a utilizacdo de compostos nitrogenados, a variagdo do pH é utilizada para
fornecer informacgdes importantes sobre a producao de a-amilase, como o inicio e

o final de sua sintese (Nascimento, 2005).

4.2. Efeito da suplementacao do meio de cultura com a agua de maceracao
de milho

A adicdo da agua de maceracao de milho (0,05%) ao meio de cultura
contendo o soro de leite (Meio 1) proporcionou um aumento dos valores da
densidade otica da cultura (Figura 2a). Segundo Kumar e Takagi (1999), a agua
de maceragdo de milho € considerada uma fonte de nitrogénio, varios
micronutrientes, vitaminas e fatores estimulantes do crescimento microbiano.

Em relacdo a secrecdo da a-amilase pelo microrganismo, foi observado
que a atividade desta enzima também aumentou quando o meio foi suplementado
com a agua de maceracao de milho (Figura 2b). Este aumento foi mais acentuado
quando a atividade foi determinada apdés 24 horas de crescimento do

microrganismo.
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Figura 2 - Crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 (a) e atividade de a-amilase (b) em
meio de cultura contendo soro de leite (Meio 1) e suplementado ou nao
com a agua de maceragao de milho.

Varios autores (Kona et al., 2001; Liu et al., 2002; Lee et al., 2003; Burkert
et al., 2004) sugerem a utilizacdo da agua de maceracao de milho (Corn steep
liquor), que & um subproduto rico em carboidratos, aminodcidos, peptideos,
minerais, metais, vitaminas e fosfato, para a reducédo do custo do meio de cultura
utilizado para o crescimento dos microrganismos.

Portanto, a agua de maceracao de milho, além de beneficiar o meio de
crescimento pelo fornecimento de uma fonte de nutrientes relativamente baratos,

pode ser utilizada para a producdo de amilases. Desta maneira, em todos os
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experimentos que se seguiram, a agua de maceragao de milho foi adicionada ao
meio de cultura.

A agua de maceragao de milho foi utilizada no meio de cultura como fonte
de nitrogénio para a secrecao de amilase por Bacillus sp. IMD 435 (Hamilton,
1999). Foram utilizadas outras fontes de nitrogénio, como extrato de levedura e
bactopeptona; a fonte de nitrogénio mais eficiente para a producao de amilase foi
o extrato de levedura, que rendeu 12 units/ml; enquanto que, com agua de
maceragéo de milho como fonte de nitrogénio, a produgao foi de 10 units/ml.

Foi investigado o efeito da concentragdo inicial da agua de maceragéao de
milho, no meio de cultura, sobre o crescimento do microrganismo e a atividade da
a-amilase. De acordo com os resultados apresentados na Figura 3, a adicao de
agua de maceracao de milho em concentracbes de até 0,4% nao proporcionou
aumento dos valores da densidade o6tica da cultura. Apenas quando este residuo
foi utilizado na concentracdao de 0,5%, € que se observou um aumento do
crescimento do microrganismo (Figura 3a). Por outro lado, a atividade da
a-amilase ndo aumentou quando a concentragdo da dgua de maceracao de milho

no meio de cultura foi aumentada.
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Figura 3 - Crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 (a) e atividade de a-amilase (b) em
meio de cultura contendo soro de leite (Meio 1) e suplementado com
diferentes concentracdes de agua de maceracao de milho, com 24

horas de crescimento.

De acordo com alguns autores, a agua de maceragcao de milho favorece
uma maxima producdo de a-amilase por bactérias (Krishnan e Chandra, 1982;
Emanuilova e Toda, 1984).

Segundo Priest (1977), um meio de cultura de composicdo pobre pode
reduzir o crescimento microbiano e, consequentemente, as diferencas de
velocidade de sintese da a-amilase nas diversas fases de crescimento. Salva
(1990) ressalta que nutrientes como o extrato de levedura e a peptona,
dependendo da concentracdo em que sao utilizados no meio, ndo afetam a
sintese de a-amilase por Bacillus subtilis ATCC 601B, mas apenas o crescimento
celular. Afetando o crescimento celular, no entanto, esse componente do meio de
cultura afetou a quantidade total da enzima produzida. No caso da influéncia da
agua de maceracao de milho, que tem um papel similar ao do extrato de levedura
no meio de cultura, pode-se sugerir que a adicdo da mesma ao meio é importante
para o desenvolvimento do microrganismo e para a producdo da enzima. No

entanto, a concentracdo na qual este composto é adicionado ao meio é



30

igualmente importante, uma vez que quantidades maiores que 0,05% deste

residuo ndo proporcionam aumentos na atividade da a-amilase.

4.3. Efeito da lactose sobre o crescimento e atividade de o—amilase de
Bacillus sp. SMIA-2

Para estudar o efeito da lactose sobre a secre¢do da a-amilase, Bacillus
sp. SMIA-2 foi cultivado no Meio 2, cuja composi¢ao do soro de leite ndo continha
lactose. Entdo, diferentes concentragbes desta fonte de carbono foram
adicionadas ao meio individualmente e, apés a incubagao por 24 horas a 50 °C, o
crescimento e atividade da enzima foram determinados. Os resultados deste
experimento sdo mostrados na Figura 4.

Quando o microrganismo foi cultivado no meio contendo o soro de leite
sem a presenca da lactose, observou-se um baixo crescimento do mesmo.
Resultados similares foram encontrados para a atividade da a-amilase em que a
mesma foi detectada em baixos niveis.

A adicao de lactose ao meio de cultura aumentou a densidade ética da
cultura, sugerindo que a mesma foi importante para o crescimento do
microrganismo. A medida que se aumentou a concentragdo desta fonte de
carbono, a densidade o6tica da cultura também aumentou. Em relagao a secrecao
da enzima, foi observado que, quando a lactose foi adicionada ao meio em
concentracoes de até 0,2%, houve um aumento da atividade da o-amilase.
Concentragbes maiores que 0,2% inibiram a atividade da enzima. Portanto,
conclui-se que, muito embora se tenha no meio de cultura uma maior
concentracao celular, quando maiores concentracdes da lactose sao utilizadas, se
tem uma menor concentragdo enzimatica. Esta inibicdo da sintese de a-amilase
provavelmente é causada pela prépria lactose remanescente no meio de cultura.
Em Bacillus licheniformis, ocorreu uma diminuicao da sintese da a-amilase com o
aumento da concentracao inicial de lactose no meio de cultura, na faixa de 1,0 a
5,0 g/L (Chandra et al., 1980). Portanto, Bacillus sp. SMIA-2 parece ser menos
sensivel ao efeito repressor da lactose sobre a sintese da a-amilase do que a
linhagem de Bacillus licheniformis, estudada por Chandra et al. (1980).
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Figura 4 - Crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 (a) e atividade de a-amilase (b) em
meio de cultura contendo soro de leite (Meio 2) e lactose em diferentes
concentragdes, apds a incubagdo por 24 horas a 50 °C.

De acordo com Kelly et al. (1997), a lactose também foi selecionada como
uma das melhores fontes de carbono para a producéo de a-amilase por Bacillus

flavothermus, quando comparada com o amido soluvel, maltose, frutose, glicose e

sacarose.
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Segundo Bajpai e Bajpai (1989), a utilizacdo de fontes de carbono, como
glicose, frutose e sacarose, promove um melhor crescimento do microrganismo
com concomitante redugdo na producdo de a-amilase; por outro lado, fontes de
carbono, como glicogénio, lactose, galactose, rafinose e xilose, sdo pobremente
utilizadas como fonte de energia para o crescimento, porém, maiores quantidades
da enzima sao sintetizadas.

No estudo realizado por Lynn et al. (1999), a maxima produgcdo de
a-amilase por Bacillus sp. IMD 435 foi proporcionada pela concentracao de 4% de
lactose (26 units/ml).

De acordo com Roychoudhury et al. (1989), a lactose foi a melhor fonte

de carbono utilizada para a produc¢ao de a-amilase por Bacillus amiloliquefaciens.

4.4. Influéncia da concentracao do soro de leite no meio de cultura sobre o

crescimento e a atividade da o-amilase

O aumento da concentragdo do soro de leite, no meio de cultura de
0,025% a 0,15%, nao influenciou o crescimento de Bacillus sp. SMIA-2, embora
tenha sido observado um ligeiro decréscimo da densidade 6tica na concentracao
de 0,15% (Figura 5). Por outro lado, a medida que a concentracao deste residuo
foi aumentada no meio de cultura, a atividade da a-amilase também aumentou.

A adicdo do soro de leite na concentragdo de 0,1% promoveu um
aumento na densidade 6tica, mostrando que esta foi a melhor concentracao para
0 crescimento do microrganismo.

O soro de leite contém quase a metade dos nutrientes originais do leite,
sendo rico em componentes ndo caseicos do leite, tais como proteinas do soro,
vitaminas hidrossolUveis, minerais e lactose, porém, ndo contém quantidades
significativas de lipidios ou vitaminas lipossollveis (Scott, 1989).

A utilizagdo do soro na elaboragédo de produtos lacteos ou como substrato
biotecnolégico para producdo de enzimas contribui para a reducdo do custo
operacional da producdo bem como para a preservacdo do meio ambiente
(Ferreira e Mosquim, 1998).

A producdo de enzimas microbianas utilizando soro de leite foi realizada
por diversos pesquisadores (Kosikowski, 1979; Feijoo et al., 1999; Romero et al.,

2001), e a produtividade enzimatica aumentou com o uso deste substrato.
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Figura 5 - Crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 (a) e atividade de a-amilase (b) em
meio de cultura contendo lactose (0,2%) e soro de leite (Meio 2), em
diferentes concentragdes.

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 5, houve uma

maior atividade da a-amilase no meio contendo 0,15% de soro de leite.
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4.5. Perfil do crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 e atividade de a-amilase em

condicoes otimizadas do meio de cultura

A Figura 6 mostra as curvas de crescimento e de atividade da a-amilase
em fungdo do tempo de fermentacdo. A atividade maxima da enzima foi

alcancada quando a densidade o6tica da cultura ja havia se estabilizado.
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Figura 6 - Crescimento (m), atividade de a-amilase (A), agucar redutor (V) e pH
(o) em funcado do periodo de crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 em
meio de cultura contendo soro de leite (0,1% - Meio 2), agua de
maceracao de milho (0,05%) e lactose (0,2%).

A introdugcdo no meio de cultura da agua de maceracao de milho (0,05%)
e de lactose (0,2%) proporcionou um aumento do crescimento do microrganismo
e da atividade da a-amilase. Entretanto, a secrecdo da enzima ocorreu mais
tardiamente comparada a do meio inicial utilizado neste trabalho. Estes resultados
sao similares aos encontrados para o Bacillus subtilis ATCC 601B (Salva, 1994)
em que a produgado de a-amilase tem inicio na fase exponencial de crescimento,
com um grande aumento da velocidade de sintese na fase estacionaria. Segundo
estes mesmos autores, a maior velocidade da sintese enzimatica ocorre ao

mesmo tempo em que ocorre a esporulacao deste microrganismo, sugerindo que
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a esporulagdo e a sintese de a-amilase sao fendbmenos interdependentes, de
modo que a esporulagédo fosse imprescindivel para a sintese da enzima ou vice-
versa. Entretanto, Dancer e Mandelstam (1975) e Shaeffer (1977) relataram que,
em Bacillus subtilis, a producao de a-amilase ocorreu mesmo em condicdes onde
nao ocorria a esporulagdo. Concluiram entdo que, embora se déem ao mesmo
tempo, a esporulagdo e a sintese de a-amilase sdo fendmenos independentes
gue se manifestam como consequiéncia de mudangas nas fungbes vegetativas da

célula, decorrentes de alteragcées no meio de cultura ao final da fase exponencial.

4.6. Caracteristicas da a-amilase bruta

4.6.1. Efeito da temperatura sobre a atividade da a-amilase e estabilidade

térmica da enzima

A a-amilase mostrou uma atividade crescente entre 50 °C e 90 °C em que
a atividade atingiu o seu valor maximo. Acima de 90 °C, ocorreu uma redugao
drastica da atividade da enzima, sendo que, a 100 °C, a a-amilase perdeu em
torno de 46% de sua atividade (Figura 7).

A temperatura étima de 90 °C, encontrada para a a-amilase de Bacillus
sp. SMIA-2, foi superior a de outras a-amilases de Bacillus sp., cuja temperatura
6tima para a produgao da a-amilase foi de 70 °C (Kelly e Forgart, 1997; Sidhu et
al., 1997; Lin et al., 1998; Konsula Z. e Liakopoulou-Kyriakides M., 2004).

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram relatados
por Uguru et al. (1996) para a o-amilase produzida por Thermoactinomyces
thalpophilus em que a temperatura 6tima para a atividade desta enzima foi de
90 °C.

Em relagéo a estabilidade térmica da a-amilase, foi observado que essa
enzima mostrou-se mais estavel a 80 °C, mantendo 95% da sua atividade.
Entretanto, a 90 °C, a enzima perdeu 75% de sua atividade.

Segundo Krishinam e Chandra (1982), a a-amilase é mais estavel em
temperaturas entre 60-90 °C. As a-amilases secretadas por bactérias sdo mais

termestaveis que as de origem fungica. Entre as bacterianas, aquelas secretadas
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pelo género Bacillus sao as mais termestaveis, aumentando ainda mais a sua
aplicabilidade industrial (Chandra et al., 1980).
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Figura 7 - Efeito da temperatura na estabilidade (m) € na atividade de a-amilase
(V) de Bacillus sp. SMIA-2, em meio de cultura contendo 0,1% de soro
de leite (Meio 1), 0,05% de agua de maceracao de milho e 0,2% de
lactose, cultivado por 24h a 50 °C. 100% de atividade = 49,81 pmol

glicose/ml.

4.6.2. Efeito do pH na atividade e estabilidade da a-amilase

O perfil da atividade da a-amilase secretada por Bacillus sp. SMIA-2 com
o pH do meio de hidrélise € mostrado na Figura 8. O pH étimo da enzima foi 8,5.
Uma reducao da atividade da ordem de 45% foi observada para valores de pH
iguais a 9,0 € 9,5.

Resultados semelhantes foram encontrados por Saito (1973) para
oa-amilase de Bacillus licheniformis, e por Shinke et al. (1996) para amilases de
Bacillus sp.. Segundo estes autores, o pH étimo para a atividade da a-amilase foi
8,0.

Kang et al. (1997) reportaram que a o-amilase produzida por Bacillus

stearothermophilus apresentou atividade maxima no pH 7-8.
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Para avaliar a estabilidade da a-amilase ao pH, o extrato enzimatico sem
0 substrato foi incubado em solugbes tampao a diversos valores de pH (6,0 —
10,0). Em seguida, a atividade enzimatica foi determinada usando-se o substrato
preparado no pH 6timo e a temperatura de 90 °C.

A estabilidade da a-amilase aumentou a medida que os valores do pH
também aumentaram, sendo que, em pH 8,5, a enzima manteve 65% de sua
atividade apds 2 horas de incubacdo. Ja4 em pH 10, cerca de 76% da atividade
enzimatica foi perdida (Figura 8).

Segundo Mamo e Gessesse (1999), a o-amilase de um Bacillus
termofilico foi estavel na faixa de pH 5,5-9,0, com valores de aproximadamente
100% de atividade. De acordo com resultados encontrados por Burhan et al.
(2003), a amilase de Bacillus sp. é mais estavel a pH 9,0, mantendo cerca de 58%
da atividade.
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Figura 8 - Efeito do pH na estabilidade (m) e na atividade de a-amilase (V) de
Bacillus sp. SMIA-2, em meio de cultura contendo soro de leite (Meio
2), suplementado com tracos de metais, agua de maceracao de milho
(0,05%) e lactose (0,2%). 100 % de atividade = 77,47 umol glicose/ml.
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4.6.3. Efeito dos ions metalicos na atividade da o-amilase

O efeito de diferentes ions metalicos sobre a atividade da o-amilase foi
determinado incubando-se a enzima a 90 °C/10minutos (em banho-maria) na
presenga do respectivo ion, nas concentragbes de 5 e 10mM, seguido da
determinacdo da atividade enzimatica residual (%) na mesma temperatura. Um
controle, conduzido na auséncia dos metais, foi também feito e considerado como
100% da atividade da enzima. Os resultados deste trabalho sdo mostrados na
Tabela 4.

Os fons metdlicos Zn?*, Li*, Ba®* e Na* estimularam a atividade da
a-amilase em ambas as concentragbes estudadas ou em apenas uma delas. Por
outro lado, fons como o Ni*, Fe?*, Mn?*, Hg?*, Cu** e Co?* inibiram a atividade da
o-amilase.

Segundo Hayashida et al. (1988), os ions Zn** e Ca®* estabilizaram a
atividade da a-amilase de Bacillus sp. Por outro lado, de acordo com estudos
realizados por Mamo e Gessesse (1999), os fons Fe*, Hg®, Cu* na
concentracao de 5mM inibiram a atividade da a-amilase de Bacillus sp.; e 0s ions
que aumentaram a atividade enzimatica foram Ca?*, Na*, Co** e Ba?*.

De acordo com Heinem e Lauwers (1975), o calcio das enzimas livres
pode ser reativado pela adicdo de ions Ca®*. Alguns estudos sobre a habilidade
de outros fons substituir Ca®*, como por exemplo o Sr** nas amilases de Bacillus

caldoyticus, tém sido conduzidos.
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Tabela 4 — Efeito de alguns ions metalicos, nas concentragcées de 5 mM e 10 mM,

na atividade da o-amilase

METAIS % Atividade residual [5 mM] % Atividade residual [10 mM]
Controle 100% + 1,73 100% + 1,73
ZnCl» 111,41 £1,19 42,95 +1,34
LiCl 106,16 + 2,36 72,20 £ 0,30
BaCl, 102,26 + 3,96 118,75 + 1,33
SrCl, 95,92 + 3,58 69,39 + 0,48
KCI 96,10 £ 2,39 67,58 + 1,96
NaCl 83,16 £+ 1,78 118,75 + 2,60
CaCl, 88,41 +2,88 83,07 + 3,40
CsCl 79,06 + 2,66 74,91 £ 1,40
HgCl> 75,00 £ 2,71 28,46 + 1,01
NiClo 68,03 £ 1,15 4412 £ 2,02
FeCl, 44,03 +£0,18 52,86 + 2,07
CuCl» 42,76 + 1,14 0
CoCly 31,44 £ 0,84 35,34 + 2,32
MnCl, 27,46 £ 0,48 0
MgClL, 63,69 + 1,35

A enzima foi pré-incubada com o ion metélico a 90 °C por 10 minutos. A atividade
€ expressa como porcentagem da atividade obtida em auséncia de metais. O
controle (atividade da enzima na auséncia de ions) foi considerado como 100%
de atividade e correspondeu a 41 umol glicose/ml.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

As o-amilases sdo endoenzimas produzidas por bactérias, fungos,
leveduras, animais e vegetais e tém ampla aplicacdo nas industrias téxteis, de
alimentos, papel e detergentes, farmacéutica e bioquimica, de couro, entre outras.

Considerando a grande potencialidade da utilizagdo industrial das
amilases, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a producao
o-amilase por um microrganismo termofilico, Bacillus sp. SMIA-2, quando
cultivado num meio de cultura contendo o soro de leite. Algumas propriedades
bioquimicas da enzima foram também estudadas.

A adigdo da agua de maceragao de milho (0,05%) ao meio de cultura
contendo o soro de leite proporcionou um aumento dos valores da densidade
6tica da cultura e da atividade de a-amilase. Porém, o aumento na concentracao
da agua de maceracao de milho de 0,05% até 0,4% né&o afetou o crescimento do
microrganismo nem a atividade da a-amilase.

Na auséncia da lactose no meio de cultura, um baixo crescimento do
microrganismo foi observado. A medida que se aumentou a concentragdo desta
fonte de carbono, a densidade ética da cultura aumentou. Entretanto, para a
sintese da a-amilase, a melhor concentragdo da lactose no meio foi de 0,2%.

Concentracbes maiores que esta inibiram a atividade da enzima.
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O aumento da concentracdo do soro de leite no meio de cultura de
0,025% a 0,15% nao influenciou o crescimento de Bacillus sp. SMIA-2. Por outro
lado, a atividade da a-amilase aumentou quando se adicionou 0,15% de soro de
leite a0 meio de crescimento.

Estudos sobre a caracterizagdo da a-amilase revelaram que a enzima
mostrou uma atividade crescente entre 50 °C e 90 °C, em que a atividade atingiu
o seu valor maximo. Acima de 90 °C, ocorreu uma redugdo drastica da atividade
da enzima, sendo que, a 100 °C, a a-amilase foi completamente inativada. A
enzima mostrou-se mais estavel a 80 °C, mantendo 90% da sua atividade.

O pH étimo da enzima foi 8,5. Uma reducdo da atividade da ordem de
45% foi observada para valores de pH iguais a 9,0 e 9,5. A estabilidade da
o-amilase aumentou com o aumento do pH até mais ou menos 8,5. Ja em pH 10,
cerca de 76% da atividade enzimatica foi perdida.

Os fons metdlicos Zn?*, Li*, Ba®* e Na* estimularam a atividade da
o-amilase de Bacillus sp. SMIA-2 em ambas as concentragdes estudadas ou em
apenas uma delas. Por outro lado, fons como o Ni*, Fe**, Mn**, Hg?*, Cu** e Co**

inibiram a atividade da a-amilase.
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