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RESUMO

CARVALHO, Raquel Vieira de; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; fevereiro, 2007; Producdo e caracterizagdo de a-amilase por
Bacillus sp. SMIA-2 termofilico utilizando proteinas do soro de leite, e algumas
aplicagdes da enzima; Orientadora: Meire Lelis 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 produg¢do da enzima
a-amilase pelo termofilico Bacillus sp. cepa SMIA-2 e avaliar algumas de suas
caracteristicas. A producédo de a-amilase por esse microrganismo, cultivado em
meio liquido contendo baixa concentragdo de amido como fonte de carbono e
suplementado com 0,5 g/L de proteinas soro de leite e 2 g/L de peptona, alcangou
0 maximo em 32 horas com niveis de 37 U/ml. O microrganismo foi capaz de
utilizar uma grande variedade de fontes de carbono, porém a atividade da amilase
variou em cada uma delas. O amido foi a melhor fonte de carbono neste estudo
para a secregao da amilase, enquanto a sacarose, lactose, maltose, galactose e
glicose nao foram efetivas. Uma redugdo na concentracdo de amido de até 2,5
g/L, no meio de cultura, melhorou o crescimento do organismo e a atividade da
enzima, visto que, em altas concentracbes de amido, a producédo da enzima foi

comparativamente menor. Tendo em vista a quantidade de proteinas do soro de

Xii



leite no meio de cultivo, a concentracao de 0,25 g/L foi considerada a mais efetiva
para a secregdo da a-amilase pelo microrganismo. As fontes organicas de
nitrogénio foram encontradas como as melhores para a producdo da amilase,
sendo a peptona (2 g/L) a melhor. A producdo maxima de atividade enzimatica
pelo Bacillus sp. SMIA-2 foi observada quando o microrganismo foi crescido a
temperatura de 50 °C e pH 8,5. Estudos sobre a caracterizacdo da amilase
revelaram que a temperatura 6tima desta enzima foi 90 °C. A enzima foi estavel
por 1 hora a temperaturas de 40 °C e 50 °C enquanto a 90 °C, 66% da atividade
maxima foi perdida. Entretanto, na presenca de 5 mM de CaCl,, a enzima foi
estavel a 90 °C por 30 minutos e manteve cerca de 58% de sua atividade residual
por 1 hora. O pH 6timo da enzima encontrado foi 8,5. Apds a incubacao da
enzima por 2 horas em pH 9,5 e 11,0, foi observado um decréscimo de
aproximadamente 6,3% e 16,5% da atividade original. Em pH 6,0, a enzima
perdeu cerca de 36% de sua atividade original. A enzima foi fortemente inibida por
Co?*, Cu?*, Ba** e Mn?*, porém pouco afetada por Mg?*, Na*, Zn** e K*. Na
presenca de 2,0 M de NaCl, 63% da atividade da amilase foi mantida apés 2
horas de incubagdo a uma temperatura de 45 °C. A amilase exibiu atividade
acima de 70% quando incubada por 1 hora a 50 °C em presenca de dodecil
sulfato de sodio (SDS). Entretanto, uma baixa atividade residual foi obtida na
presenca do hipoclorito de sédio e uma completa inibicdo quando a enzima foi
incubada em peroxido de hidrogénio. A compatibilidade da amilase produzida pelo
Bacillus sp. SMIA-2 em relagao a alguns detergentes comerciais mostrou que a
enzima manteve 86%, 85%, e 75% da atividade apds 20 minutos de incubagao a

50 °C na presenca dos detergentes Omo®, Campeiro® e Tide®, respectivamente.
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ABSTRACT

CARVALHO, Raquel Vieira de; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; February, 2007; Production and characterization of an a-amylase
from thermophilic Bacillus sp. SMIA-2 from whey protein and some applications of
enzyme; Adviser: Meire Lelis Leal Martins.

This work was carried out at the Food Technology Laboratory of the
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos
Goytacazes—RJ, with the objective of studying the production of a-amylase from
thermophilic Bacillus sp. strain SMIA-2 and to evaluate some features. a-Amylase
production by microorganism cultivated in liquid cultures containing low starch
concentration as a carbon source and supplemented with 0.5 g/L whey protein and
2 g/L peptone reached a maximum at 32 h, with levels of 37 U/ml. The
microorganism was capable of utilizing a wide range of carbon sources, but
activity of amylase varied with each carbon source. Starch was the best carbon
sources in the present study for amylase secretion, while lactose, maltose,
sucrose, galactose, and glucose were not very effective. Decreasing starch
concentration in the medium until 2.5 g/L, improved the growth of the organism
and the enzyme activity. At higher starch concentrations, enzyme production was
comparatively lower. Regarding the amounts of whey protein in the medium, the

concentration 0.25 g/L was considered the most effective for amylase secretion by
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the organism. Among the various organic and inorganic nitrogen sources, peptone
(2 g/L) was found to be the best. The maximum production of amylase activity by
Bacillus sp SMIA-2 was observed at 50 °C and pH 8.5. The enzyme was able to
degrade all the starches tested. Studies on the amylase characterization revealed
that the optimum temperature of this enzyme was 90 °C. The enzyme was stable
for 1 h at temperatures ranging from 40 °C — 50 °C while at 90 °C, 66% of its
maximum activity was lost. However, in the presence of 5 mM CaCl,, the enzyme
was stable at 90 °C for 30 min and retained about 58% residual activity after 1 h.
The optimum pH of the enzyme was found to be 8.5. After incubation of enzyme
for 2 h at pH 9.5 and 11.0 was observed a decrease of about 6.3% and 16.5% of
its original activity. At pH 6.0 the enzyme lost about 36% of its original activity. The
enzyme was strongly inhibited by Co?*, Cu?*, Ba®* and Mn?*, but less affected by
Mg®*, Na*, Zn?* and K". In the presence of 2.0 M NaCl, 63% of amylase activity
was retained after 2 h incubation at 45 °C. The amylase exhibited more than 70%
activity when incubated for 1 h at 50 °C with sodium dodecyl sulphate (SDS).
However, very little residual activity was obtained with sodium hypochlorite and
with hydrogen peroxide the enzyme was completely inhibited. The compatibility of
Bacillus sp. SMIA-2 amylase with certain commercial detergents was shown to be
good as the enzyme retained 86%, 85% and 75% of its activity after 20 min
incubation at 50 °C in the presence of the detergent brands, Omo®, Campeiro®

and Tide® respectively.
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1. INTRODUGAO

As enzimas sao catalisadores biologicos, versateis, que apresentam
varias propriedades que as tornam atrativas em processos de biotransformacgdes.
Sua aplicagdo na industria € objeto de muitas investigagcbes, devido a alta
atividade catalitica em comparacdo com os catalisadores convencionais, e por
atuarem com alta eficiéncia em condi¢cdes reacionais amenas. Atualmente, as
enzimas sdo usadas comercialmente em industrias de alimentos, bebidas,
farmacéutica, papel e celulose, téxtil, detergentes, entre outras.

As enzimas podem ser encontradas em células de tecidos animais e
vegetais bem como em microrganismos, sendo que nestas ultimas tornam-se uma
opg¢ao particularmente atrativa, devido a razées como ampla disponibilidade,
custo de producao relativamente baixo, condicbes suaves de sintese, ampla
especificidade pelo substrato, diferentes caracteristicas fisico-quimicas e
suscetibilidade de manipulagéao genética.

As enzimas termoestaveis, obtidas de microrganismos termofilicos, vém
sendo investigadas em fungdo, principalmente, das industrias de base
biotecnoldgica emergentes. Essas enzimas tém trazido diversas vantagens para a
industria, pois atuam em elevadas temperaturas reduzindo riscos de

contaminagao por microrganismos mesofilicos. O grande interesse por esse grupo



de microrganismos esta relacionado ao seu grande potencial de aplicacdo nos
processos industriais. Entretanto, alguns microrganismos produzem uma
quantidade limitada de enzimas dificultando sua aplicacéo industrial. Além disso,
fatores como pH, temperatura, componentes do meio de cultura como as fontes
de carbono e nitrogénio, tempo de incubacgao, transferéncia de oxigénio entre
outros podem comprometer a producéo de enzimas. Assim, adotando-se métodos
simples como a utilizagdo de um meio de cultura especifico e otimizado, é
possivel aumentar significativamente o rendimento enzimatico.

As amilases estao entre os grupos mais importantes sob o ponto de vista
biotecnolégico, cujas aplicagdes crescem significativamente. A a-amilase é uma
enzima que cliva as ligagbes a-1,4 do amido liberando unidades de glicose e
dextrinas.

As a-amilases produzidas por microrganismos termofilicos tém recebido
uma consideravel atencdo da industria por serem termorresistentes e por
possuirem caracteristicas importantes, como estabilidade a temperatura e ao pH.
Entre as a-amilases bacterianas mais importantes industrialmente estdo as
secretadas pelo género Bacillus.

Considerando a grande potencialidade do emprego industrial das enzimas
a-amilases, este trabalho teve como objetivo avaliar algumas condi¢gdes para
producdo de a-amilase pelo termofilico Bacillus sp. SMIA-2, isolado de amostras
de solo de Campos do Goytacazes. Além disso, foram estudadas algumas
propriedades bioquimicas da enzima, bem como sua compatibilidade com

detergentes comerciais e sua eficiéncia em hidrolisar varios tipos de amido.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia dos microrganismos termofilicos em processos industriais

Os organismos capazes de sobreviverem em ambientes com
temperaturas entre 50 °C e 110 °C sdo chamados de termofilicos, termofilicos
extremos e hipertermofilicos. Existem espécies que foram isoladas em regides
vulcanicas continentais e submarinas, com temperaturas chegando até a 1.000
°C. Sao provenientes de fontes geotermais ou mesmo de solos sob incidéncia de
luz solar. Crescem em temperaturas entre 60 °C e 70 °C e agrupam-se em dois
ramos filogenéticos: Eubactéria e Archaeabactéria (Archaea) (Woese et al., 1990).
Geralmente, os chamados termofilicos moderados sao bactérias primarias
classificados como Eubactéria e apresentam crescimento 6timo em temperaturas
que variam entre 60 °C e 80 °C (Andrade, et al., 1999; Bertoldo e Antranikian,
2002). Por outro lado, os termofilicos extremos sao classificados como
Archaeabactéria e crescem a temperaturas de 80 °C ou superiores (Woese et al.,
1990).

Os microrganismos termofilicos apresentam mecanismos altamente
especializados de adaptacao e proliferagao sob altas temperaturas, ao contrario

de organismos que crescem em ambientes temperados, aerobicos ou ndo, onde a



taxa metabdlica € extensamente limitada pela temperatura (Kelly et al., 1994;
Holst et al., 1997). Estudos de microrganismos termofilicos demonstraram que
estes possuem proteinas que sdo termoestaveis e resistentes a desnaturagcao e
protedlise (Kumar e Nussinov, 2001). A estabilidade térmica de suas proteinas
tem sido atribuida a sua maior hidrofobicidade, maior enovelamento, reducao dos
pontos de ramificagdo, substituicdo de residuos de aminoacidos na estrutura
secundaria externa, aumento nos residuos de prolina, redu¢gado da ocorréncia de
residuos termolabeis, aumento na quantidade de pontes de hidrogénio e maior
formagdo de pontes salinas (Jaenicke e Bohm, 1998; Scandurra et al., 1998;
Szilagil e Zavodszky, 2000; Kumar e Nussinov, 2001).

Atualmente, a utilizagdo de microrganismos termofilicos produtores de
enzimas termoestaveis tem despertado um grande interesse biotecnologico e
comercial. Isso se deve, entre outros fatores, ao fato de estes microrganismos,
quando comparados aos mesofilos, possuirem uma maior velocidade de reacéo,
apresentarem sistemas enzimaticos mais estaveis e serem capazes de catalisar
reagdes bioquimicas em temperaturas mais elevadas (Oliveira et al., 2000). Além
disso, a energia requerida para manter o sistema homogéneo é reduzida, pois,
sob alta temperatura, a solubilidade da maioria dos compostos € aumentada,
ocorrendo diminuigdo da viscosidade do meio de cultivo (Wiseman, 1985; Zamost
et al., 1991; Lévéque et al., 2000; Lee et al., 2001; Asgher et al., 2007).

Cerca de mais de 200 espécies de termofilicos foram isoladas, cultivadas e,
pelo menos, caracterizadas parcialmente, pertencendo a mais de 90 géneros dos
dominios Archaea e Bacteria (Amend e Plyasunov, 2001). A partir destas espécies
identificadas, surgiram novas oportunidades para a descoberta de enzimas que
apresentassem atividades em condigdes extremas de temperatura, possibilitando
sua utilizagcdo em varios processos industriais onde esta condicdo € necessaria
(Hough e Danson, 1999; Andrade et al., 1999; Banerjee et al., 1999). Essas
enzimas sédo de especial interesse biotecnoldgico devido a sua capacidade de
atuar em condigdes em que enzimas produzidas por microrganismos mesofilicos
sao geralmente desnaturadas (Zeikus, 1979; Hough e Danson, 1999).

Dentre as bactérias termofilicas, espécies do género Bacillus constituem os
maiores produtores de enzimas de ampla aplicacdo nas industrias de alimentos e
processamento de amido (Sarikaya et al.,, 2000). Nas industrias de petrdleo,

quimica, de papel e celulose, por exemplo, as enzimas termoestaveis tém sido



utilizadas para eliminar os poluentes sulfurosos oriundos da biodegradacao de
determinados compostos (Haki e Rakshit, 2003), além das industrias de
detergentes, entre outras. Assim, o isolamento dessas espécies, a partir de uma
variedade de ambientes, € incentivado para a obtencao de fontes de enzimas com
atividades apropriadas, como amilases, lipases, proteases, xilanases e celulases
utilizadas em diferentes processos industriais (Cordeiro et al., 2002; Kambourova et
al., 2003; Nascimento e Martins, 2004; Asgher et al., 2007).

2.2. Enzimas microbianas

O papel das enzimas € conhecido ao longo dos anos em muitos
processos e, com o desenvolvimento de novas técnicas, como a purificacdo de
enzimas, vem aumentando seu numero de aplicagbes. Além disso, com a
disponibilidade das enzimas termoestaveis, um numero de novas possibilidades
para processos industriais tem emergido (Haki e Rakshit, 2003).

Enzimas séo proteinas presentes na natureza. Reacgdes catalisadas por
enzimas utilizando células microbianas vém sendo empregadas ao longo da
histéria, principalmente na fabricacdo de cervejas, vinhos e na panificagao
(Jaeger e Eggert, 2002). De uma maneira geral, as enzimas sao utilizadas
amplamente nos mais diversos processos industriais em razdo da sua
especificidade e do seu potencial catalitico. Entretanto, uma enzima adquire valor
comercial somente se houver demanda ou possuir propriedades que atendam aos
requerimentos técnicos e econdmicos em escala industrial (Bravo et al., 2000).

As enzimas podem ser obtidas de fontes vegetais, animais e de
microrganismos. Das enzimas de origem vegetal utilizadas pelas bio-industrias
destacam-se as proteases, como a papaina, bromelina e ficina, e o complexo
amilolitico, malte de cereais que é utilizado na industria cervejeira. Ja as enzimas
de origem animal, as de maior interesse industrial, sdo as pepsinas bovina e
suina. Entretanto, sdo as enzimas microbianas que oferecem mais vantagens,
como independéncia geografica e sazonal, utilizacdo de substrato barato,
viabilidade da produg&o em larga escala em fermentador industrial, haja vista o
processo fermentativo ser a fonte quase que exclusiva de obtengao de enzimas

comerciais.



A selecao de cepas microbianas proporciona a produgcdo de diversas
enzimas com propriedades especificas e um aumento nos rendimentos de
producao (Jaeger e Reetz, 1998; Sumerly et al., 2003). 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 (Wiseman, 1985).

O isolamento e a selegdo de organismos capazes de proporcionar
mudangas desejadas de um produto e expressar uma enzima com propriedades
adaptadas as necessidades industriais tém sido realizados por meio da utilizacéo
de agentes mutagénicos, como radiagao, luz ultravioleta e substancias quimicas,
com posterior selecdo daqueles que obtiveram as modificacbes desejadas
(Nthangeni et al., 2001). Hoje, com o advento e evolugédo da tecnologia do DNA
recombinante, as enzimas derivadas de microrganismos disponiveis para uso
industrial sdo fontes de novos e interessantes produtos, permitindo novas
aplicagdes, com alto ganho nos processos biotecnoldgicos; maior eficiéncia, com
aumento na produgao de enzimas de interesse industrial e consequente redugéo
de gastos; menor necessidade de utilizagdo de reagentes quimicos perigosos,
apresentando vantagens ao meio ambiente; e ainda a manipulagdo genética
(Jaeger e Reetz, 1998; Jaeger e Eggert, 2002).

Com base no local de acao, as enzimas podem ser consideradas de dois
tipos: enzimas intracelulares, com atuagdo dentro da célula, e enzimas
extracelulares, com atuacao fora da célula. As enzimas intracelulares sintetizam o
material celular e também realizam reacbes catabdlicas que suprem as
necessidades energéticas da célula. Por outro lado, a principal fungdo das
enzimas extracelulares é a de executar as alteracbes necessarias a penetracio
dos nutrientes para o interior das células (Pelczar et al., 1998).

Aproximadamente 80% das enzimas produzidas por fermentagdo, em
escala industrial, sdo hidroliticas e quase todas sado extracelulares (Arbige e
Pitcher, 1989). Dentre as industrias que utilizam enzimas em larga escala
incluem-se as de alimentos (laticinios, processamento de amido, cervejarias e
padarias), de detergentes, de couro e téxteis (Nielsen e Borchert, 2001; Kirk et al.,
2002; Nielsen et al., 2003; Saxena et al., 2007).

O mercado mundial de enzimas é responsavel por mais de cinco bilhdes
de dodlares, sendo dois bilhdes de dolares pertencentes ao mercado de enzimas

industriais (enzimas para a industria de alimentos e enzimas para ragdo animal) e



trés bilhdes de doélares ao de enzimas especiais (enzimas terapéuticas, enzimas
para diagnosticos e enzimas para quimica quiral) (Bon, 2006).

As principais enzimas utilizadas industrialmente s&o: o-amilase,
glicoamilase, glicose isomerase e varias proteases. A Tabela 1, a seguir, mostra

as principais industrias consumidoras de enzimas.

Tabela 1 - Principais utilizagdes industriais de enzimas

Industria Consumo em %
Detergentes 40-45
Processamento de amido 20-25
Laticinios 12-15
Cervejarias 2-4
Suco de frutas e vinho 3-5
Panificagao 1-2
Téxtil e papel 4-6
Couro 1-2
Outras 6-10

Fonte: Lima et al., 2001.

2.3. Amido

O amido € um dos principais componentes da maioria dos vegetais. Entre
0s vegetais amilaceos mais usados na alimentacdo humana, destacam-se os
cereais, como arroz, milho e trigo, os tubérculos e as raizes, como a batata,
mandioca, cara e as leguminosas (Cruz e Ciacco, 1980).

O amido é um hidrato de carbono, composto por carbono, hidrogénio e
oxigénio, de férmula geral, (CsH1005),. As unidades de glicose estéo ligadas entre
si pelo carbono 1 (C1) e carbono 4 (C4) através do oxigénio formando uma ligagéo
glicosidica (Sumerly et al., 2003).

O gréanulo de amido natural & essencialmente constituido de dois
polissacarideos, a amilose e a amilopectina. A proporcao destes polissacarideos
no granulo €& controlada geneticamente, existindo, hoje em dia, plantas
desenvolvidas pelo homem com maior ou menor propor¢cdo de um destes

componentes. Além dos polissacarideos, o granulo de amido contém compostos



nitrogenados, lipideos e minerais que, apesar de estarem presentes em baixas
concentragdes, podem ter uma influéncia marcante nas propriedades do amido
(Cruz e Ciacco, 1980).

Os granulos de amido sao insoluveis em agua fria. A agua, quando
penetra nas areas amorfas do granulo, forma ligacbes de hidrogénio com os
grupos hidrofilicos livres da molécula do amido. A for¢a de ligagao do hidrogénio é
do tipo fraca, mas o numero de ligagdes no granulo é tdo alto que impede sua
dissolugédo (Sumerly et al., 2003). Quando a temperatura da suspenséo é maior
que a forgca de ligagdo de hidrogénio, o granulo de amido comega a inchar
irreversivelmente, e ocorre a gelatinizagdo. Esta propriedade depende da origem
do amido e determina seu aproveitamento em um processamento especifico. O
comportamento do amido pode, entretanto, ser alterado através da introducéo de
determinados compostos na sua estrutura ou por meio de tratamentos fisicos.
Durante a gelatinizacao, ocorre a formacgao de ligagdes entre moléculas de agua e
grupamentos hidroxilas liberados pela entrada de agua (Sumerly et al., 2003). A
gelatinizagdo de um amido € o primeiro passo para o processo de hidrélise, pois a
atuagao das enzimas sobre o amido na forma granular ocorre muito lentamente.

O amido é largamente utilizado na industria alimenticia, sendo empregado
na producédo de hidrolisados que funcionam como adogantes em refrigerantes e
doces, e como espessantes em alimentos semi-solidos, estabilizantes, agentes
gelificantes, diluentes, entre outros. Cerca de um ter¢co da produgao de amido é
utilizado em outros tipos de industria, principalmente as industrias de papel, tecido
e embalagens, que utilizam o amido como aglutinante de fibras e como adesivo.
Entretanto, o maior uso do amido processado é para produgéo de glicose, a qual
pode ser subsequentemente convertida por fermentacdo em etanol, gas,
hidrogénio e antibidtico; por isomerizacdo em frutose; e por hidrogenagao
quimica, em sorbitol (Bigelis, 1993).

Os amidos sao facilmente hidrolisados por acidos, mas a aplicacdo de
biocatalisadores nestes processos tem conduzido ao uso de enzimas em
substituicdo aos produtos quimicos na produgcdo de uma variedade de produtos a

base de glicose (Guzman-Maldonado e Paredes-Lépez, 1995).



2.4. Enzimas amiloliticas ou amilases

As amilases s&o um dos mais importantes e antigos grupos de enzimas
industriais com aplicacdes em diferentes ramos industriais, como alimentos, téxtil,
quimica, farmacéutica e detergentes (Nielsen e Borchert, 2001; Kirk et al., 2002;
Surmely et al., 2003; Gupta et al., 2003; Szakacs, 2004; Demirkan et al., 2005;
Soccol et al., 2005; Pandey et al., 2005). Sua produgéo teve inicio no comego do
século passado em decorréncia do interesse industrial da producao de glicose a
partir de materiais amilaceos. O pesquisador Takamine desenvolveu o primeiro
método para a produgdo microbioldgica, em grande escala, da enzima a-amilase
fungica, denominada Takadiastase, citado por Soccol et al. (2005). Desde entéo,
as técnicas e os processos utilizados para este fim foram aprimorados.

As enzimas amilotiticas sao responsaveis por 25-33% da producio
mundial de enzimas, vindo em segundo lugar, apés as proteases (Nguyen et al.,
2002). Dentre as 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.

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).

Conforme o seu modo de agado, as enzimas amiloliticas podem ser
divididas em duas grandes categorias: as endoamilases e exoamilases. As
endoamilases catalisam a hidrolise das ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4, de uma
maneira aleatéria, no interior da molécula de amido. Sua acdo resulta na
formagao de oligossacarideos ramificados e lineares de varios comprimentos de
cadeias. Por outro lado, as exoamilases hidrolisam, sucessivamente, ligacdes
glicosidicas a partir da extremidade ndo redutora das mesmas, resultando em
produtos finais pequenos (Gupta et al., 2003). A Figura 1 apresenta um resumo

das enzimas que degradam o amido.
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Figura 1 - Classificagdo das enzimas amiloliticas

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

Exomaltotetrahidrolase
B-Amilase

Glicoamilase

Isopululanase

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

Fonte: Nigham e Singh, 1995.

Para a conversao eficiente do amido em compostos de baixo peso
molecular, € necessaria uma agao coordenada das enzimas citadas anteriormente
na Figura 1. Algumas dessas enzimas sdo descritas a seguir em relagdo a sua
especificidade:

As o-amilases (EC 3.2.1.1, «a-1,4-D-glicano glicanoidrolase)
correspondem a endoamilases, que atuam ao acaso ao longo da cadeia de
amilose e amilopectina hidrolisando as ligacbes «o-1,4 e liberando
maltoligossacarideos. Também chamadas de enzimas dextrinizantes, estas
enzimas sao divididas em duas categorias, de acordo com o grau de hidrdlise do
substrato: o-amilases sacarificantes, que hidrolisam 50 a 60% do amido
produzindo glicose e maltose, e as liquidificantes, que quebram cerca de 30 a
40% do substrato produzindo, predominantemente, maltoligossacarideos, sendo
responsaveis pela rapida reducéo da viscosidade do amido em comparagéo com
as primeiras (Declerck et al., 2000).

As B-amilases (EC 3.21.2, o-1,4-D-glicano-maltoidrolase) séao
exoenzimas que hidrolisam a penultima ligagao a-1,4, a partir da extremidade n&o
redutora da molécula de amilose, separando-a em duas unidades de glicose, por

inversdo, na forma de B-maltose (Harger, 1982). Esse tipo de amilase esta
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distribuido nos tecidos das plantas onde hidrolisa amido em p-maltose, sendo
particularmente abundante em soja, trigo e cevada, principalmente durante a
germinacao.

As glicoamilases (EC 3.2.1.3, a-1,4-D-glicano-glicoidrolase) sao enzimas
extracelulares que rompem as ligagcdes a-1,4 e a-1,6 do amido; esta ultima em
menor velocidade, a partir da extremidade n&o redutora, levando a producéo de
glicose (Lin et al, 1993; Pandey et al., 2005). Além das fracbes amilose e
amilopectina do amido, outras moléculas, como maltose, dextrinas e glicogénio,
sao hidrolisadas pela enzima. Também chamadas de enzimas de sacarificacao,
elas sdo capazes de hidrolisar completamente o amido em incubagdes por longos
periodos. Ocorrem em muitos microrganismos, principalmente em alguns fungos
(Aspergillus, Rhizopus), bactérias e trato digestivo de mamiferos (Cruz e Ciacco,
1980).

Pululanases (EC 3.2.1.4 «a-dextrina-6-glicanoidrolase) sao enzimas
desramificantes que clivam as ligagdes a-1,6 do pululano, um polissacarideo
linear que consiste de maltotrioses unidas por ligagcdes glicosidicas a-1,6 e que
nao pode ser degradado por o ou f-amilase. O produto dessa hidrdlise
corresponde as maltotrioses. E a principal enzima extracelular de certas linhagens
de Aerobacter aerogenes e, provavelmente, ocorre largamente nas bactérias que

metabolizam glicanos (Cruz e Ciacco, 1980).

2.5. Amilases termoestaveis

A velocidade de uma reagcdo enzimatica mediada por uma enzima
termofilica dobra, aproximadamente, a cada aumento de 10 °C na temperatura.
Considerando que a enzima € estavel a elevadas temperaturas, a velocidade de
reacdo pode ser aumentada grandemente ao se operar a uma temperatura
relativamente elevada. Consequentemente, a estabilidade térmica &€ uma
caracteristica desejavel das enzimas (Janssen et al., 1994).

A resisténcia térmica é considerada um dos critérios mais importantes de
aplicacado industrial da enzima, pois a maioria dos processos requer o uso de
temperaturas elevadas (Ray e Nanda, 1996). Entretanto, a utilizacdo de altas
temperaturas para a atividade de tais enzimas depende do limite de estabilidade

da proteina, pois esta possui uma faixa dentro da qual a sua estrutura € mantida.
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Fora desta faixa, ocorreria a desnaturagao resultando uma perda de atividade.
Um aumento na utilizagcdo da enzima oa-amilase na biotecnologia tem ocorrido
devido a grande variedade de condi¢des de atuacgao, tais como alta temperatura,
extremo de pH e a presenca de surfactantes e solventes organicos (Tanaka e
Hoshino, 2002).

As amilases estado entre as enzimas industriais mais importantes (Van der
Maarel et al., 2002; Aquino et al., 2003) e podem ser obtidas a partir de varias
fontes (Pandey et al., 2000). As amilases termoestaveis sdo produzidas por um
pequeno numero 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 (Forgaty e Kelly, 1980; Medda e Chandra,
1980; Krishnan e Chandra, 1983).

As amilases produzidas por microrganismos termofilicos tém recebido
uma consideravel atencao da industria por serem termorresistentes e possuirem
caracteristicas importantes, como estabilidade a temperatura e ao pH. 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 Bacillus
licheniformis (Nigan e Singh, 1995; Haki e Rakshit, 2003; Sajedi et al., 2005).

Alguns autores basearam-se na diminuicdo da viscosidade para a
classificagado das amilases. Segundo eles, as amilases liquidificantes diminuem a
viscosidade do amido mais rapidamente que as sacarificantes. Estas, por sua vez,
agem sobre a enzima B-dextrina ciclica, abrindo o anel e liberando 7 unidades de
glicose, mas nao possuem propriedades liquidificantes (Manning et al., 1961;
Medda e Chandra, 1980).

A producdo de a-amilase termoestavel capaz de operar em altas
temperaturas € vantajosa para a conversao industrial do amido em agucares
simples (Crabb e Mitchinson, 1997). A temperatura ideal para a producdo e
atividade de a-amilase varia com a espécie e dentro de uma mesma espécie.

As a-amilases termoestaveis produzidas por Bacillus sdo amplamente
utilizadas na liquefagdo do amido, nas industrias de papel, téxtil, detergentes,
alimentos, adesivos, quimica fina, farmacéutica e bioquimica. Também possuem

grande aplicagdo na produgdo de combustivel etanol, xarope de frutose e de



13

glicose (Sarikaya et al., 2000; Van der Maarel et al., 2002; Gupta et al., 2003;
Nielsen et al., 2003; Saxena et al., 2007). Entretanto, estudos tém sido
necessarios para aumentar sua estabilidade sob altas temperaturas (Sidhu et al.,
1997; Sarikaya et al., 2000; Peixoto et al., 2003).

2.6. Influéncia da composicao e das condigées de cultivo para a produgao

de amilases

A aplicagdo industrial de enzimas pode ser dificultada devido a
quantidade limitada produzida por alguns microrganismos, além dos custos dos
substratos utilizados para o seu cultivo. Estima-se que cerca de 30 a 40% do
custo envolvido na produgédo de enzimas estejam relacionados ao meio de cultura
utilizado para o crescimento do microrganismo. Contudo, na maioria dos casos,
adotando-se métodos simples como a utilizagdo de um meio de cultura especifico
e otimizado, é possivel aumentar significativamente o rendimento enzimatico e
reduzir os custos de producéo (Kumar e Takagi, 1999; Joo e Chang, 2005).

De todos o0s organismos vivos, 0s microrganismos sdo 0s mais versateis e
diversificados em sua exigéncia nutricional, enquanto outros microrganismos
assemelham-se aos organismos superiores na sua necessidade de compostos
organicos complexos. Essas exigéncias quimicas juntamente com as condi¢des
fisicas devem ser fornecidas pelo meio onde o organismo se encontra, permitindo
assim o seu desenvolvimento (Madigan et al., 1996; Lima et al., 2001).

As bactérias termofilicas podem ser cultivadas numa variedade de fontes
de energia. Dentre os substratos, incluem-se: biopolimeros comuns, agucares,
polipeptideos, aminoacidos, alcoois, acidos carboxilicos, aromaticos, mondxidos
de carbono e lipidios. Como todos os organismos, as bactérias requerem certa
quantidade de energia para manutencdo de determinados processos, como a
renovacao de constituintes celulares e preservacao da composigao idnica. Assim,
em temperaturas extremas, os termofilicos tém seus requerimentos aumentados
para preservar a organizagao espacial de componentes especificos da membrana
e podem aumentar em taxas maiores do que a eficiéncia catalitica global (Zeikus,
1979).

Priest (1977) atribui a composi¢ao do meio de cultura o fato de alguns

pesquisadores terem observado que a sintese de a-amilase por Bacillus subtilis é
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linear durante todo o ciclo de crescimento. Conforme este autor, um meio de
cultura de composicdo pobre pode reduzir o crescimento microbiano e,
consequentemente, as diferencas de velocidade de sintese da enzima nas

diversas fases de crescimento.

2.6.1. Efeito das fontes de carbono

Na producdo de amilases por fungos e bactérias, o efeito da fonte de
carbono na inducido e repressdo da enzima € muito importante como fonte de
regulacédo da biossintese. Amido e substancias amilaceas tém sido descritos
como os substratos mais adequados para a alta produtividade de amilases
(Cherry et al., 2004; Messaoud et al., 2004; Tanyldizi et al., 2005; Agrawal et al.,
2005; Konsula e Liakopoulou-Kyriakides, 2007; Saxena et al., 2007), podendo ser
aproveitados residuos agricolas ou de processamento de amido, os quais contém
quantidades residuais de amido suficientes para esse fim (Haq et al., 2003;
Kunamneni et al., 2005; Djekrif-Dakhmouche et al., 2006; Konsula e Liakopoulou-
Kyriakides, 2007).

A inducdo e a repressao catabdlicas sdo os dois fatores principais que
controlam a sintese da amilase em microrganismos. De acordo com Gancedo
(1992), a utilizagdo de glicose e outras fontes de carbono rapidamente
metabolizaveis reprime a expressdo de genes que codificam as enzimas
relacionadas ao metabolismo de outras fontes de carbono.

A produgao de a-amilase em muitas espécies de Bacillus também esta
sujeita a represséo catabodlica pela glicose e outros substratos, como a xilose e a
frutose, que podem reprimir a sua produgao (Gupta et al., 2003; Bernhardsdotter,
et al., 2005).

De fato, ha uma tendéncia de polissacarideos, como amido soluvel,
dextrina e glicogénio, proporcionarem uma maior produ¢cdo da enzima por
microrganismos do género Bacillus do que mono ou dissacarideos, como glicose,
frutose, lactose, galactose e sacarose. Nao se sabe, no entanto, se nesses casos
sao os polissacarideos adicionados ao meio de cultura em si, ou se sao seus
produtos de degradacdo ou metabdlitos formados durante a fermentagcdo que

estimulam a sintese da enzima (Tsuchiya et al., 1975).
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Quando as a-amilases sao sintetizadas na presenga de carboidratos
contendo ligagbes glicosidicas do tipo a-1,4, sdo consideradas indutivas. A
sintese dessas enzimas também pode ser constitutiva; neste caso, o
microrganismo € capaz de sintetiza-la quando a unica fonte de carbono é a
glicose (Ray e Nanda, 1996).

Muitas pesquisas avaliam a indugao de a-amilase em presenga de amido,
maltose, lactose, trealose e a-metil-D-glicosidio. Porém, o uso do amido e, ou, as
fontes de carbono amilaceas sé&o os principais substratos para a sua produgao
(Gupta et al., 2003).

Saxena et al. (2007), estudando o efeito de diferentes fontes de carbono
sobre a producdo de a-amilase por Bacillus sp. PN5, verificaram que o amido
induziu fortemente a sintese da enzima enquanto que a frutose e glicose inibiram
sua producdo. Resultado semelhante foi encontrado por Teodoro e Martins (2000)
e Lin et al. (1998) em Bacillus sp. e Bacillus sp. TS-23, respectivamente. A
secregao de amilases no meio de cultivo quando o amido é utilizado como fonte
de carbono tem sido descrita, em varias cepas de Bacillus, por varios autores
(Santos, 2000; Cordeiro et al., 2002; Messaoud et al., 2004; Cherry et al., 2004;
Agrawal et al., 2005; Tanyldizi et al., 2005; Konsula e Liakopoulou-Kyriakides,
2007).

2.6.2. Efeito das fontes de nitrogénio

Muitos organismos utilizam o nitrogénio organico e inorganico para
produzir, principalmente, acidos nucléicos, aminoacidos, proteinas e componentes
de parede celular.

As fontes de nitrogénio organico tém sido descritas por varios
pesquisadores como sendo as preferidas para a produgcdo de a-amilase
(Pedersen e Nielsen, 2000; Jin et al., 2001; Kunamneni et al., 2005; Goyal et al.,
2005; Konsula e Liakopoulou-Kyriakides, 2007).

O extrato de levedura tem sido usado em meios de cultura para a
producao de a-amilase em Streptomyces sp. (McMahon et al., 1999), Bacillus sp.
IMD 435 (Hamilton et al., 1999) e Hadomonas meridiana (Coronado et al., 2000).
Também tem sido usado conjugado com outras fontes de nitrogénio, como a

peptona em Bacillus sp. (Tanyldizi et al., 2005; Cordeiro et al., 2002, Santos,
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2000), as bactopeptona no caso de Bacillus sp. IMD 434 (Hamilton et al., 1999),
mostrando aumentar a atividade enzimatica. Em contrapartida, varios sais
inorganicos, tais como sulfato de aménio, nitrato de amdénio, tém sido relatados
para a melhor producéo de a-amilase por fungos e alguns tipos de bactérias como
em Bacillus subtilis (Dercova et al., 1992; Gupta et al., 2003).

2.6.3. Importancia do calcio e outros metais na estabilidade de a-amilase

Os ions metalicos possuem uma variedade de fungcdes nas proteinas.
Esses ions podem estar diretamente envolvidos no processo catalitico durante a
reacao enzimatica ou podem participar nas reacoes de transferéncia de elétrons
ou reagodes redox (Nazmi et al., 2006).

A estabilizagdo de algumas enzimas pode ser induzida, principalmente,
por ions divalentes como Ca**, Mn?*, Zn?** e Mg?*. Estes ions, usados em baixas
concentracdes, podem estabilizar a estrutura terciaria da proteina promovendo a
formagdo de ligagdes cruzadas, que conferem a ela uma maior estabilidade
(Tomazic, 1991).

Diversos ions metalicos tém sido estudados com o objetivo de aumentar a
atividade e a estabilidade térmica das amilases, porém, ions metalicos,
principalmente, de metais pesados s&o fortes inibidores de a-amilase. O ion
magnésio (Mg?) é um elemento importante na produgdo de a-amilase,
apresentando um aumento da produgéo da enzima na sua presencga. Sodio (Na*)
e magnésio (Mg**) mostraram ser ativadores da producdo da enzima por Bacillus
sp. Potassio (K*), sodio (Na*), ferro (Fe?*), manganés (Mn®"), molibdénio (Mo**),
cloreto (CI') e sulfato (SO4*) ndo apresentaram efeito sinergistico, enquanto o
calcio (Ca2+) foi inibidor para a produgédo de amilase por A. oryzae (Gupta et al.,
2003). Entretanto, certas amilases ndo requerem obrigatoriamente nenhum tipo
de ion metalico divalente para a atividade, e nem sao estimuladas na presencga
desses ions (Yang e Liu, 2004; Najafi et al., 2005).

Varios ions metalicos tém sido utilizados com o objetivo de aumentar a
atividade e termoestabilidade das amilases. Os ions calcio tém um importante
papel na manutencdo da atividade enzimatica e na integridade estrutural das

amilases, em varias espécies de Bacillus (Konsula e Liakopoulou-Kyriakides,
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2004; Sodhi et al.,, 2005; Demirkan et al., 2005; Goyal et al., 2005; Djekrif-
Dakhmouche et al., 2006).

A enzima a-amilase € uma metaloproteina que contém pelo menos um
jon Ca®* (Vallee et al., 1959). A afinidade da a-amilase por Ca®* é mais forte do
que por qualquer outro ion. As amilases de diferentes origens se diferenciam pela
forga de ligagdo com o calcio. Segundo Bruchmann (1980), tem sido demonstrado
que as a-amilases privadas deste ion ndo possuem atividade, ou entdo, possuem
baixa atividade. A remocao do calcio pode levar a queda da atividade enzimatica
e aumentar a susceptibilidade da enzima a degradagao proteolitica (Saboury e
Karbassi, 2000).

O calcio nado influi somente na atividade da enzima como também
aumenta sua estabilidade frente a trocas de temperatura e de pH. Portanto, o
calcio nao participa diretamente na formacdo do complexo enzima-substrato, mas
mantém a molécula da enzima na conformacgao 6tima para a maxima atividade e
estabilidade (Lévéque et al., 2001).

Na pratica, é importante a presenca de calcio para garantir que a enzima
permaneca completamente ativa. Na verdade, tracos de calcio presentes no
amido sao geralmente suficientes para compensar as enzimas, sem a
necessidade de adiciona-lo. Entretanto, a adicao de sais de calcio € recomendada
para alcancar maxima protecdo das enzimas contra desnaturacdo pelo calor
(Lévéque et al., 2001).

Em contrapartida, diversos pesquisadores verificaram que o Ca** ndo tem
nenhum efeito sobre a atividade da a-amilase, ou ainda pode ter um efeito
inibitério quando utilizado em altas concentragdes. Alguns estudos mostram
também que a estabilidade da o-amilase € comprometida na presenca de
pequenas quantidades deste ion (Yang e Liu, 2004; Bernhardsdotter et al., 2005;
Hashim et al., 2005).

2.7. Utilizacao de residuos agroindustriais em processos biotecnolégicos
Varios residuos agroindustriais sdo usados como fontes alternativas de

substratos para a producdo de enzimas, devido a disponibilidade local e por

representarem uma fonte alternativa de baixo valor comercial, principalmente
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quando o objetivo é a produgao dessas enzimas em larga escala (Bocchini et al.,
2005; Hernandez et al., 2006).

De modo geral, a preocupagédo em relagéo a utilizagdo mais eficiente de
residuos agroindustriais vem aumentando a cada ano. Residuos, como o bagago
de cana-de-acgucar, 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., 2000; Dey et al., 2001; Haq et al., 2003; Kunamneni et
al., 2005; Konsoula e Liakopoulou-Kyriakides, 2007). O soro de leite, um residuo
altamente rico em proteinas, tem sido utilizado por diversos pesquisadores com
diferentes objetivos em processos biotecnolégicos (Bajpai e Bajpai, 1989; Romero
et al., 2001; Nascimento e Martins, 2004; Ustariz et al., 2004; Wu et al., 2006).

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 eliminagéo, ou redugao
de compostos toxicos, sendo as enzimas termofilicas de grande aplicagdo nesses
processos (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 disposicdo no meio ambiente poderia causar. Com o advento de
inovacgdes biotecnoldgicas, principalmente na area de tecnologia de enzimas e
fermentagdo, muitos caminhos novos tém sido abertos para sua utilizagao
(Pandey et al., 2000).

O soro de leite € um produto de composi¢do quimica definida, cujas
concentragdes, de seus diversos componentes, variam consideravelmente de
acordo com o produto do qual é derivado, como 0 queijo ou caseina, bem como
do seu processo de obtengcdo. Logo, diferentes tipos de queijo produzem
diferentes tipos de soro (Knipschildt e Andersen, 1994). As diferengas na matéria-
prima, assim como as diferencas nos sistemas de processamento, podem originar
variagdes nas propriedades funcionais e nutricionais do soro.

Com base nestas caracteristicas, os produtos do soro podem ser
classificados em 7 categorias: soro doce em pod, soro acido em po, soro com
baixo teor de lactose, soro desmineralizado, concentrado de proteinas do soro,

isolado de proteinas do soro e lactose (Scott, 1989).
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Em geral, pode-se dizer que o soro € altamente rico em proteinas,
respondendo por 20% das proteinas encontradas no leite. Dessas, as mais
abundantes s&o a -lactoglobulina (50%), o-lactoalbumina (12%), as
imunoglobulinas (10%), albuminas (5%) e peptonas (0,23%) (Siso, 1996).

O soro apresenta um elevado poder poluente devido a presenca de
proteinas, gordura, lactose e sais minerais (Scott, 1989). Sua demanda biolégica
de oxigénio varia de 30.000 a 50.000 miligramas de oxigénio por litro de soro,
valor aproximadamente 100 vezes maior ao do esgoto doméstico (Knipschildt e
Andersen, 1994). Considerando-se a alta producdo de queijo no Brasil, sabe-se
que, para a fabricagdo de um quilo de queijo, sdo necessarios dez litros de leite,
levando a producéao de oito a nove litros de soro. Se a produgao de queijo esta em
torno de 450 mil toneladas por ano, a quantidade de soro de queijo corresponde a
4.050.000 toneladas. O descarte deste volume de soro sem um tratamento
eficiente ndo é sé um crime previsto por lei, mas também significa rejeitar um
alimento de alto valor nutricional. As proteinas de soro possuem um dos mais
altos indices de valor biolégico em comparagdo com outras fontes de proteinas
(Santos e Ferreira, 2001).

O soro € uma fonte econbmica de proteina que oferece uma série de
beneficios funcionais em inumeras aplicacbes alimenticias (solubilidade,
viscosidade, emulsificacdo, gelificagdo, entre outros) e, apesar disso, é
descartado. Muitos autores sugerem a utilizagdo desse subproduto para produgéo
de enzimas microbianas, encontrando resultados favoraveis na produtividade
enzimatica (Feijoo et al., 1999; Romero et al.,, 2001; Ustariz et al., 2004;
Nascimento, 2005; Eissa e Khan, 2006; Mota et al., 2006).

2.8. Aplicagao industrial de amilases

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas hidroliticas
utilizadas nas industrias de amido. Hoje em dia, elas s&o aplicadas em varios
segmentos industriais, como em industrias de alimentos, detergentes, industrias
téxteis e de papéis, com maior aplicagao na industria de amido. Neste sentido, as
amilases microbianas substituiram completamente a hidrélise quimica na industria

de processo de goma (Gupta et al., 2003). Com o advento de novas fronteiras
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biotecnolégicas, a gama de aplicagées de a-amilase tem também se expandido
para areas medicinais e quimica fina e farmacéutica.

O maior mercado para a aplicacdo das a-amilases esta na producio de
amido hidrolisado na forma de glicose e frutose. O amido & convertido em xarope
de milho com alto teor de frutose. Devido a sua alta propriedade adocante, a
glicose e a frutose sdo usadas como adogantes na industria de refrigerantes. O
processo de liquefagdo do amido requer o uso de a-amilase juntamente com a
glicoamilase que necessariamente devem apresentar elevada termoestabilidade.
O uso destas enzimas na liquefacdo do amido tem sido amplamente estudado e
comentado (Pandey et al., 2000; Van der Maarel et al., 2002).

Na industria de panificacdo, as amilases proporcionam melhor coloracgao,
volume e textura do miolo de paes. O emprego dessas enzimas na preparagao do
pao pode retardar o processo de envelhecimento, mantendo o pao “fresco” por
mais tempo. A a-amilase fungica confere maior potencial fermentativo, ja a
amiloglicosidase confere melhora do sabor e aroma de paes e também
proporciona crosta com melhor coloragdo (Novozymes, 2005). De acordo com
Cruz e Ciacco (1980), as enzimas a e B-amilases atuam sobre a farinha de trigo,
mais especificamente sobre as moléculas de amido. Estas enzimas aceleram o
processo de fermentagédo, promovendo a hidrélise do amido, que gera dextrinas,
maltose e glicose; dessa forma, ocorre a reducao da viscosidade da massa de
pao, acelerando o processo de fermentagao e, consequentemente, a liberagcao de
gas carbbnico, um dos metabdlitos produzidos durante a fermentagdo pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, como também em processos de
fermentacao natural (Quaglia et al., 1991).

Durante a germinagao da cevada para a produgao de malte, que constitui
um dos ingredientes para a produgcdo de cerveja, sdo produzidas enzimas
amiloliticas, que s&o importantes durante a fermentagdo. As amilases degradam
as fracbes de amilose e amilopectina do amido em uma mistura de maltose,
maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e dextrinas, importantes para a
fermentagdo da cerveja pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces carlsbergensis (Reed, 1975; Wainwright, 1995). As amilases
fungicas, na industria cervejeira, convertem substratos amilaceos a agucares
antes da fermentagao alcodlica, além de controlarem a turbidez devido ao amido

presente, sao utilizadas na producdo de cervejas livres de dextrinas
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(denominadas cervejas de baixa caloria ou cervejas light) (Wainwright, 1995).
Conforme Ward (1989), nas cervejas tradicionais, de um tergo a um quarto dos
carboidratos do mosto encontram-se na forma de dextrinas limite, que né&o
fermentam e permanecem no produto final. Entdo, a amiloglucosidase de
Aspergillus niger hidrolisa essas dextrinas em agucares fermentaveis, permitindo
a obtencdo de um mosto mais diluido, com menor conteudo calérico e mesmo
teor alcodlico que a cerveja normal.

Outro mercado para as amilases é o processo de fabricacdo dos cereais
para alimentagao infantil, tais como farinha lactea (a base de trigo), mingau de
milho, arroz e misturas de cereais. As amilases sdo adicionadas para diminuir a
viscosidade da mistura de cereais durante o processo de pré-gelatinizagéo,
facilitando o escoamento pela tubulagdo. De acordo com Surmely et al. (2003), a
oa-amilase é considerada uma enzima liquidificante, porque reduz drasticamente a
viscosidade de pastas gelificadas de amido. As amilases sdo inativadas com o
aquecimento durante a etapa final do processo de secagem desses cereais, por
isso sdo consideradas coadjuvantes tecnologicas de fabricagao.

Na industria téxtil, o uso de amilases para a quebra de amido é conhecido
desde 1910 e serve para a eliminagdo de gomas de amido ou gomas de
derivados de amido, ao invés do uso de oxidantes, acidos ou bases, que danifica
em maior proporcao a celulose ao proteger as fibras. As a-amilases sao
empregadas na degomagem de tecidos e de jeans (Novozymes, 2005), assim
como s&o empregadas, historicamente, na limpeza de tecidos.

O uso da a-amilase para a remogao da cobertura de amido usada no
processamento de papel é descrito em Novozymes (2005). Como ocorre com 0s
produtos téxteis, a cobertura do papel é feita para protegé-lo contra danos
mecanicos durante o processamento, para melhorar sua apagabilidade e
qualidade final (Gupta et al., 2003). A temperatura desse processo ocorre entre 45
e 60 °C. Para a reprodutibilidade dos resultados nesse estagio, é importante que o
filme de amido possua viscosidade constante, podendo ser variada de acordo
com o tipo de papel. A viscosidade natural do amido é muito alta para a cobertura
no papel, sendo ajustada pela degradagao parcial do polimero com o emprego de
o-amilases, tanto em batelada como em processos continuos. As condigdes

dependem frequentemente da fonte de amido e do uso da a-amilase (Tolan,
1996).
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A industria de detergentes esta em grande desenvolvimento, com
destaque especial para a aplicagdo de enzimas como um dos ingredientes
empregados em sua constituigdo. De um modo geral, os produtos que contém
enzimas respondem por 89% do mercado de detergentes fabricados nos Estados
Unidos, Europa e Japao (Stoner et al., 2004).

No inicio do século XX, Rohm (1913) desenvolveu o primeiro método de
lavagem de tecidos com detergentes que continham enzimas, fabricando a
primeira formulacdo desses detergentes. A Empresa de RoOhm patenteou o
produto em 1913, e a preparacao foi comercializada até os anos sessenta.

Os detergentes modernos apresentam um espectro de acao e utilizagao
bastante amplo, havendo, consequentemente, necessidade de especializagao das
formulagdes. A substituicdo de produtos causticos, acidos e solventes téxicos,
que agridem o meio ambiente e provocam o desgaste de materiais e de
instrumentos tornou-se um grande atrativo para as industrias de detergentes
devido a preocupagdo crescente com o ambiente. Este fator tem levado os
fabricantes a reavaliarem as formulagdes ja existentes. O uso de enzimas, em
particular as amilases, em processos industriais, satisfaz as exigéncias das
normas de ISO 9000 e 14000 de baixo impacto ambiental, além da reducao de
gastos energéticos associados ao aumento da qualidade do produto (Bon, 1995).

As a-amilases tém sido usadas em detergentes em p6 para lavanderias
desde 1975. Cerca de 90% de todos os detergentes liquidos contém a-amilase
(Kottwitz et al., 1994), e a demanda por elas para uso em detergentes em
lavagens automaticas tem crescido nos ultimos anos. Porém, uma das limitagbes
do emprego de oa-amilases em detergentes é que a enzima mostra uma
sensibilidade ao calcio, e sua estabilidade é gravemente comprometida em meio
contendo este composto em pequenas quantidades. Além disso, alguns tipos de
o-amilase selvagem sao sensiveis a oxidantes, os quais geralmente sao
componentes da formulacao de detergentes. A estabilidade contra os oxidantes,
em detergentes de uso domeéstico, foi alcancada pela utilizagdo de estratégias
bem sucedidas seguidas do uso com outras enzimas, como as proteases (Gupta
et al., 2003).

Ultimamente cientistas das duas maiores fabricantes de enzimas,
Novozymes e Genencore International, utiizam a engenharia protéica para

melhorar a estabilidade das a-amilases em alvejantes (Gupta et al., 2003). Eles,
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independentemente, substituiram um aminoacido sensivel a oxidagao por outro
aminoacido. A substituicdo corresponde a posicao 197 por leucina em amilase de
Bacillus licheniformis, o que produz uma amilase com maior resisténcia contra
componentes oxidantes. Isso aperfeicoou a estabilidade de oxidacdo, resultando
em melhor estabilidade de armazenamento e no desempenho das enzimas
mutantes em alvejantes contidos na formulagdo de detergentes.

O uso diversificado das enzimas deve-se a sua propriedade de atuarem
como biocatalisadores especializados. Devido a sua eficiéncia, agao especifica,
condigdes moderadas nas quais atuam e a alta biodegradabilidade, as enzimas
sdo ferramentas importantes para uma extensiva aplicagdo industrial. As
projecdes indicam que combinagdes variadas de misturas de enzimas venham a
substituir, cada vez mais, os componentes menos aceitaveis do ponto de vista

ambiental, nas formulag¢des de detergentes.
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3. TRABALHOS

3.1. EFEITO DAS CONDIGOES DE CULTIVO SOBRE A PRODUGAO DE
AMILASES PELO TERMOFILICO Bacillus sp. SMIA-2 E HIDROLISE DE
AMIDOS PELA AGAO DA ENZIMA
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RESUMO

A producdo de a-amilase por um termofilico Bacillus sp. cepa SMIA-2,
cultivado em meio liquido contendo baixa concentragdo de amido como fonte de
carbono e suplementado com proteinas do soro de leite (0,5 g/L) e peptona (2
g/L), alcangou o maximo em 32 horas com niveis de 37 U/ml. O microrganismo foi

capaz de utilizar uma grande variedade de fontes de carbono, porém a atividade
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da amilase variou em cada fonte. O amido foi a melhor fonte de carbono, neste
estudo, para a secrecdo da amilase, enquanto a sacarose, lactose, maltose,
galactose e glicose ndo foram muito efetivas. Uma redug¢do na concentracéo de
amido em até 2,5 g/L, no meio de cultura, ndo alterou o crescimento do organismo
e aumentou a atividade da enzima. Em altas concentragdes de amido, a produgao
da enzima foi comparativamente menor. Em relacdo as fontes de nitrogénio
organico e inorganico, a peptona (2 g/L) foi a melhor. Considerando a quantidade
de proteinas do soro de leite no meio de cultivo, a concentragéo de 0,25 g/L foi a
mais efetiva para a secregdo da a-amilase pelo microrganismo. A produgao
maxima da atividade enzimatica foi observada a 50 °C e pH 8,5. A hidrdlise do
amido de batata resultou num alto rendimento de acgucares redutores em
comparagao as outras fontes de amido. Amido soluvel e amido de mandioca
ocuparam, respectivamente, a segunda e terceira posicdbes em relacdo a
liberacdo dos acucares redutores, enquanto que a amilase estudada mostrou
apenas uma ligeira afinidade pelo amido de milho. Com o aumento da
temperatura da reagcdo para 70 °C, a hidrdlise dos substratos, em menor
extensao, resultou em maiores quantidades de agucares redutores.

Palavras-chave: amilase; Bacillus; proteinas do soro de leite; amido; hidrdlise.

EFFECT OF THE CULTURE CONDITIONS ON THE PRODUCTION OF
AMYLASES BY THERMOPHILIC Bacillus sp. SMIA-2 AND HYDROLYSIS OF
STARCHES BY THE ACTION OF THE ENZYMES
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ABSTRACT

a-Amylase production by thermophilic Bacillus sp. strain SMIA-2 cultivated
in liquid cultures containing low starch concentration as a carbon source and
supplemented with whey protein (0.5 g/L) and peptone (2 g/L) reached a
maximum at 32 h, with levels of 37 U/ml. The microorganism was capable of
utilizing a wide range of carbon sources, but activity of amylase varied with each
carbon source. Starch was the best carbon sources in the present study for
amylase secretion, while lactose, maltose, sucrose, galactose, and glucose were
not very effective. Decreasing starch concentration in the medium until 2.5 g/L, not
affected the growth of the organism and improved the enzyme activity. At higher
starch concentrations, enzyme production was comparatively lower. Among the
various organic and inorganic nitrogen sources, peptone (2 g/L) was found to be
the best. Regarding the amounts of whey protein in the medium, the concentration
0.25 g/L was considered the most effective for amylase secretion by the organism.
The maximum production of amylase activity was observed at 50 °C and pH 8.5.
Potato starch hydrolysis resulted in a higher yield of reducing sugars in
comparison to the other starches. Soluble and cassava starch took, respectively,
the second and third position regarding reducing sugars liberation, while the
amylase studied showed slightly lower affinity for corn starch. Upon increase of
reaction temperature to 70 °C, the substrates hydrolysis resulted in higher levels of
reducing sugars.

Key-words: amylase; Bacillus; whey protein; starch; hydrolysis.

1. INTRODUGAO

As amilases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
industriais e tém aplicacdes em diferentes industrias, como de alimentos, téxtil,

quimica, farmacéutica e de detergentes (Nielsen e Borchert, 2001; Gupta et al.,
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2003; Surmely et al., 2003; Demirkan et al., 2005; Soccol et al., 2005; Pandey et
al., 2005).

As enzimas amilotiticas sao responsaveis por 25-33% da producio
mundial de enzimas, vindo em segundo lugar, apds as proteases (Nguyen et al.,
2002). Dentre as 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. E
desejavel que a a-amilase seja ativa em altas temperaturas, para a gelatinizag&o
(100-110 °C) e liquefagado (80-90 °C) do amido (Sidhu et al., 1997; Sarikaya et al.,
2000; Peixoto et al., 2003).

As amilases produzidas por microrganismos termofilicos tém recebido
uma consideravel atencado da industria por serem termorresistentes e possuirem
caracteristicas importantes, como estabilidade a temperatura e ao pH. Entre as a-
amilases bacterianas mais importantes industrialmente, estdo as secretadas pelo
género Bacillus. Dentro deste género, B. amyloliquefaciens, B.
stearothermophilus, B. subtilis e Bacillus licheniformis s&o as espécies mais
utilizadas frequentemente na produgdo comercial de a-amilase (Sajedi et al.,
2005). As vantagens em se usar o-amilase termoestavel em processos industriais
incluem diminuicdo do risco de contaminagao, aumento da taxa de difusdo dos
reagentes e diminuicdo dos custos com refrigeragcao externa (Lin et al., 1998).

Alguns microrganismos produzem uma quantidade limitada de enzimas,
dificultando sua aplicagéo industrial, porém, na maioria dos casos, adotando-se
métodos simples como a utilizacdo de um meio de cultura especifico e otimizado,
€ possivel aumentar significativamente o rendimento enzimatico (Kumar e Takagi,
1999). A produgao industrial de enzimas é frequentemente limitada devido aos
custos dos substratos utilizados para o cultivo dos microrganismos. Estima-se que
por volta de 30-40% do custo envolvido na produgdo de enzimas esteja
relacionado ao meio de cultura utilizado para o crescimento do microrganismo.
Portanto, sua otimizacdo € de grande importancia para a redugdo dos custos de
producao (Joo e Chang, 2005).

Amido e amilaceos tém sido descritos como os substratos mais
adequados para a alta produtividade de amilases (Ghosh et al., 1991; Ali e
Hossain, 1991; Kilikian, 1996), podendo ser aproveitados residuos agricolas ou de

processamento de amido, os quais contém quantidades residuais de amido
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suficientes para esse fim (Haq et al., 2003; Konsoula e Liakopoulou-Kyriakides,
2004; Djekrif-Dakhmouche et al., 2006).

Varios residuos agroindustriais sdo usados como fontes alternativas de
substratos para a produgcdo de enzimas (Bocchini et al., 2005), devido a
disponibilidade local e por representar em uma fonte alternativa de baixo valor
comercial, principalmente quando se visa a producdo destas enzimas em larga
escala.

De modo geral, a preocupacédo em relagéo a utilizagdo mais eficiente de
residuos agroindustriais vem aumentando a cada ano. Residuos como o soro de
queijo, altamente rico em proteinas, tém sido utilizados por diversos
pesquisadores (Bajpai e Bajpai, 1989; Romero et al., 2001; Nascimento e Martins,
2004; Ustariz et al., 2004; Wu et al., 2006).

Apesar de existir um bom numero de trabalhos sobre a producdo e as
propriedades de a-amilases bacterianas, as informagdes apresentadas na maioria
dos casos dificilmente podem ser generalizadas para diferentes linhagens. Isto se
deve ao fato de que os diferentes microrganismos se comportam de maneira
variada frente a uma mesma condicdo de incubacgao, podendo produzir enzimas
com propriedades diversas.

O objetivo deste trabalho foi aumentar a producdo da amilase pelo
termofilico, Bacillus sp. SMIA-2, por meio da otimizacdo das condi¢gdes do meio
de cultivo, utilizando componentes de baixo custo. Foi avaliada ainda a eficiéncia

da enzima em hidrolisar varios tipos de amido.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo e meio de manutengao

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 da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), a partir de
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amostras de solo do municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro,
Brasil.

O microrganismo foi mantido em tubos de ensaio contendo o 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).
2.2. Meio de crescimento

Para a produgao da amilase, o seguinte meio de cultura foi utilizado (g/L
de agua destilada): amido soluvel — 5,0; proteinas do soro de leite — 0,5 e peptona
- 2,0. Meio minimo mineral: MgSO4 — 0,5; K,HPO4 — 0,87; KCI — 0,3g; CaCl; —
0,29 e uma solugado de tracos de metais (ZnO — 2,5x10%; FeCl3.6H,0 - 2,7x10%;
MnClo.4H,0 — 1,0x 10% CuCl.2H,0 — 8,5x10™ CoCl.6H,0 — 2,4x107;
NiCl3.6H,0 — 2,5x10™; H3BO3— 3,0x10™* e Na,MoO4— 1,0x107%). O pH do meio foi
ajustado para 7,5 com solugdo de NaOH, e esse meio foi esterilizado em
autoclave a 121 + 2 °C por 15 minutos.

Os componentes basicos envolvidos na constituicdo de proteinas do soro
de leite eram (g/L): proteinas - 810; umidade - 40; gordura — 50; e sais minerais —
100.

2.3. Preparo do inéculo

O indculo foi preparado ao se germinar o microrganismo em placas de
Petri contendo o meio TSY. As placas foram incubadas em estufa QUIMIS
(modelo Q 315 D26), a 50 °C. Apds 18 horas de incubagéo, 5 ml do meio de
crescimento foram adicionados em cada placa e as células removidas utilizando-
se uma pipeta estéril. Estas células foram, entdo, inoculadas em frascos
erlenmeyer de 250 ml contendo o respectivo meio de crescimento, com um
volume de meio de 25 ml, e entdo, incubadas a 50 °C por 16 horas sob agitagio
de 180 rpm.
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2.4. Crescimento do microrganismo

O meio de cultura foi inoculado com 1 ml de uma cultura preparada de
véspera (pré-indculo) e incubado em incubadora horizontal TECNAL TE 420
operando a 180 rpm, a temperatura de 50 °C. A intervalos de tempo
determinados, foram retirados frascos contendo amostras para determinagdo do

crescimento, pH e atividade enzimatica.

2.5. Medida do crescimento

A concentracao celular foi medida por turbidimetria. A turbidez do meio foi
medida em espectrofotdmetro SHIMADZU UV-mini 1240, utilizando comprimento
de onda de 600 nm.

2.6. Ensaio enzimatico

As células foram removidas do meio de cultura através de centrifugagao
(4500 rpm por 15 minutos), a 4 °C, em uma centrifuga modelo Hermle-Z 382K, e o
sobrenadante livre de células foi utilizado para a determinagdo da atividade da
enzima.

A atividade enzimatica foi determinada em amostras em ftriplicata, de
acordo com o delineamento experimental descrito no item 2.9, pela quantificagdo
de agucares redutores (glicose), utilizando o método de Miller (1959).

Uma mistura, contendo 0,5 ml da preparagcédo enzimatica (sobrenadante
livre de células), 0,5 ml de solugdo de amido 5 g/L em tampao Tris-HCI (0,05 M)
pH 8,5 e mais 0,2 ml do mesmo tampao, foi incubada a 90 °C por 10 minutos.
Apos este periodo, a reacgao foi paralisada pela adicdo de 1,0 ml do reagente de
Miller (1959). A mistura foi colocada em agua em ebulicdo por 10 minutos e, em
seguida, resfriada em banho de gelo. A coloragdo desenvolvida foi medida
através de espectrofotometro SHIMADZU UV-mini 1240, utilizando comprimento
de onda de 540 nm. O mesmo procedimento foi realizado com o controle, exceto
para o reagente de Miller (DNS), que foi adicionado juntamente com o
sobrenadante a solugdo de amido 5 g/L. O teor de acgucares redutores foi

determinado por meio de uma curva padrao de glicose.
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Uma unidade da atividade da enzima (U) foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para produzir 1 ymol de agucar redutor por minuto a partir

do amido soluvel, nas condi¢gdes do ensaio.

2.7. Efeito das condi¢oes de cultivo sobre o crescimento e a atividade da

amilase

2.7.1. Influéncia da fonte de carbono

A influéncia da fonte de carbono sobre o crescimento do microrganismo e
a atividade da amilase foi investigada substituindo o amido soltuvel do meio de
cultura, descrito anteriormente no item 2.2, pelas seguintes fontes de carbono a 5
g/L: D(+) galactose, lactose, sacarose, maltose e D(+) glicose.

Os novos meios de cultivo foram preparados e autoclavados a 121 °C por
15 minutos, inoculados com 1 ml do mesmo pré-inéculo contendo amido soluvel e
incubados a 50 °C sob agitagdo de 180 rpm, por um periodo de 48 horas. Em
intervalos de tempo predeterminados, a densidade 6tica da cultura foi registrada e

a atividade da amilase dosada nos filtrados da cultura.

2.7.2. Efeito das concentragées de amido soluvel

Apds a obtencdo dos resultados para a melhor fonte de carbono, foram
investigadas diferentes concentragdes de amido soluvel na atividade da enzima.
Os meios foram preparados, contendo as concentragdes em de 2,5; 5,0; 10,0 e
30,0 g/L de amido solluvel e esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos.
Foram inoculados com 1 ml do pré-indculo, contendo amido soluvel 5 g/L, e
incubados por 72 horas a 50 °C e 180 rpm. Em intervalos de tempo
predeterminados, a densidade otica da cultura foi registrada e a atividade da

amilase dosada nos filtrados da cultura.

2.7.3. Efeito da suplementagdo do meio de cultura com proteinas do soro de

leite

Depois de definidas a melhor fonte de carbono e sua respectiva

concentracido, o meio de crescimento foi suplementado com proteinas do soro de
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leite nas diferentes concentragdes: 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 g/L. Os meios foram
preparados, esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos e inoculados com
1 ml do pré-inéculo, que continha a concentragao de 0,5 g/L de proteina do soro
de leite, exceto nos meios em que nao havia a presencga do soro de leite. Foram
incubados por um periodo de 48 horas a 50 °C e 180 rpm. Em intervalos de tempo
pré-determinados, a densidade o6tica da cultura foi registrada e a atividade da
amilase dosada nos filtrados da cultura.

2.7.4. Influéncia da fonte de nitrogénio

A influéncia das fontes de nitrogénio sobre o crescimento e a atividade da
enzima também foi avaliada. O experimento foi conduzido cultivando-se o
microrganismo no melhor meio de cultivo, acrescido individualmente com as
seguintes fontes de nitrogénio (g/L): NH4sNO3 (10), (NH4)2SO4 (10), NH4CI (10),
KNOs3 (10), peptona (1; 2; 3; 4 e 5), extrato de levedura (2), extrato de carne (2),
caseina (2) e citrato de amdnio (10). Os meios foram esterilizados em autoclave a
121 °C por 15 minutos; entdo, foram inoculados com 1 ml do pré-inéculo e
incubados a 50 °C por um periodo de 24 horas. Apds este tempo, a densidade
otica da cultura foi registrada e a atividade da amilase dosada nos filtrados da

cultura.

2.7.5. Influéncia dos parametros pH inicial e temperatura de incubagao dos

meios de cultivo na atividade amilolitica

O efeito da temperatura de incubagdo do meio de cultura foi investigado
cultivando-se o microrganismo no melhor meio definido, que continha meio
mineral, amido soluvel (2,5 g/L), proteinas do soro de leite (0,25 g/L) e peptona (2
g/L), nas temperaturas de 42 °C, 50 °C e 55 °C. Foram inoculados com 1 ml do
pré-inoculo, obtido a 50 °C, por um periodo de 48 horas. Em intervalos de tempo
pré-determinados, a densidade o6tica da cultura foi registrada e a atividade da
amilase determinada nos filtrados da cultura.

Para avaliar a influéncia do pH inicial no meio de cultivo, na atividade
enzimatica, o meio foi preparado, ajustando-se o pH para que, apds a

esterilizagao, obtivessem valores de 7,0; 7,5; 8,0 e 8,5. Foram inoculados com 1,0
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ml do pré-indéculo e incubados a 50 °C e 180 rpm, por um periodo de 48 horas.
Em intervalos de tempo predeterminados, a densidade o6tica da cultura foi

registrada e a atividade da enzima determinada nos filtrados da cultura.

2.8. Hidrdlise de algumas fontes de amido

A hidrolise das seguintes fontes de amido: batata, milho, mandioca e
amido soluvel, foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Mamo e
Gessesse (1999), com ligeiras modificacoes.

A mistura da reagao contendo 100 mg dos respectivos amidos, 2,0 ml da
preparagao enzimatica (100 U/ml) e 8,0 ml de tamp&o Tris-HCI (60 mM) pH 8,5 foi
incubada a temperaturas de 60 °C e 70 °C. A quantidade de acucar redutor
liberada foi determinada através do método de Miller (1959). Uma curva padrao
de glicose com concentragdes conhecidas deste agucar foi construida medindo-se
a absorvancia de solugdes em espectrofotdbmetro SHIMADZU UV-mini 1240,

utilizando comprimento de onda de 540 nm.
2.9. Delineamento experimental
Os experimentos foram conduzidos inteiramente casualizados com trés
repeticoes. Em cada repeticdo, foram feitas triplicatas de cada frasco cultivado.
Os resultados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA)

utilizando o programa SAS. O teste de Tukey foi utilizado para a comparagao

entre as médias do experimento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Perfil do crescimento do microrganismo e atividade da amilase

O efeito da composicdo do meio de cultura sobre o crescimento do

microrganismo e atividade da a-amilase foi avaliado cultivando-se 0 mesmo em
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um meio minimo mineral contendo amido soluvel (5 g/L) como unica fonte de
carbono, suplementado com proteinas do soro de leite (0,5 g/L) e peptona (2 g/L).

De acordo com os resultados encontrados, o Bacillus sp. SMIA-2 foi
capaz de utilizar o amido como unica fonte de carbono e energia e secretar

amilase (Figura 1).
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Figura 1 - Crescimento e atividade da a-amilase secretada por Bacillus sp. cepa
SMIA-2, cultivado em amido soluvel (5 g/L) e proteinas do soro de leite
(0,5 g/L) por 48 horas a 50 °C. As barras representam o desvio padrao.
A auséncia de barras indica que o erro foi menor do que o do simbolo.

O crescimento do microrganismo foi iniciado logo apds a incubagéao do
meio de cultura; por outro lado, a secregao da amilase foi iniciada apenas depois
de 4 horas de crescimento. A produgdo enzimatica, depois de um determinado
tempo de crescimento, pode estar associada a necessidade de uma massa
minima de células para que o microrganismo consiga sintetizar suas enzimas
(Singh et al., 2003).

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

A produgdo da a-amilase iniciou-se durante a fase exponencial de

crescimento, alcangando o maximo em 32 horas, com niveis de 37 U/ml.
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Subsequentemente, os niveis da enzima permaneceram mais ou mMenos 0S
mesmos até 36 horas e, entdo, cairam para aproximadamente 30 U/ml em 48
horas.

De acordo com varios autores, a sintese de oa-amilase por
microrganismos do género Bacillus, de modo geral, ocorre de duas maneiras
dependendo das condi¢gdes do experimento e do microrganismo 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 (Bajpai e
Bajpai, 1989; Stephenson et al., 1998). Na segunda, a formagdo da enzima é
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; Teodoro e Martins, 2000; Sodhi et al.,
2005; Goyal, et al., 2005; Asgher et al., 2007; Konsoula e Liakopoulou-Kyriakides,
2007).

Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com o
segundo caso, em que a sintese da enzima € aumentada quando a velocidade de
crescimento diminui e atinge a fase estacionaria. A cinética da sintese da enzima
mostrou ser mais do tipo associada ao crescimento do que o ndo-associado.

Priest (1977) atribui a composi¢cao do meio de cultura o fato de algumas
pesquisas mostrarem que a sintese de oa-amilase por Bacillus subtilis & linear
durante todo o ciclo de crescimento. Conforme o autor, um meio de cultura de
composi¢ao pobre pode reduzir o crescimento microbiano e, consequentemente,
as diferencas de velocidade de sintese da enzima nas diversas fases de
crescimento.

Pelos resultados apresentados na Figura 1, verificou-se um pequeno
decréscimo do pH no meio de cultivo com o inicio do crescimento microbiano,
mas, um aumento novamente com o inicio da produgdo enzimatica. O final da
producao enzimatica foi sinalizado por um ligeiro decréscimo do pH da cultura.

De acordo com Ming Chu et al. (1992), a acidificacdo ou alcalinizagcéo do
meio, durante o crescimento de uma cultura, reflete o consumo do substrato.
Quando ions amdnio estdo sendo utilizados, o meio torna-se mais acido e quando
nitrogénio organico (aminoacidos e peptideos) estd sendo assimilado, o meio
torna-se mais alcalino. Devido a essa relacdo entre a sintese de a-amilase e a

utilizagao de compostos nitrogenados, a variagao do pH é utilizada para fornecer
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informacdes importantes sobre a producédo de a-amilase, como o inicio e o final

de sua sintese.

3.2. Influéncia da composi¢cao do meio de cultura sobre o crescimento e a

atividade da amilase

3.2.1. Influéncia da fonte de carbono

A influéncia da fonte de carbono sobre o crescimento do Bacillus sp.
SMIA-2 e a produgdo da a-amilase foi observada em meios de cultura contendo
meio mineral, peptona (2 g/L) e proteinas do soro de leite (0,5 g/L) suplementado
com diferentes fontes de carbono na concentragdo de 5 g/L, durante 48 horas de
cultivo.

De acordo com os resultados encontrados, o Bacillus sp. SMIA-2 foi
capaz de crescer satisfatoriamente em todas as fontes de carbono testadas. Por
outro lado, a atividade da a-amilase variou grandemente em resposta a fonte de
carbono. A atividade maxima da enzima foi observada em diferentes tempos de

incubacgao para cada fonte de carbono testada, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Efeito das fontes de carbono (5 g/L) na produgéo de a-amilase pelo
Bacillus sp. SMIA-2, crescido a 50 °C

Fontes de carbono Densidade dtica Atividade maxima da
enzima (U/ml)
Glicose (36 h) 1,200 + 0,003° 8,299 + 0,844°
Galactose (48 h) 2,134 + 0,200° 15,265 + 3,440°
Maltose (48 h) 1,681 + 0,110° 14,909 + 8,300°
Lactose (24 h) 0,458 + 0,076¢ 4,589 + 0,363¢
Sacarose (24 h) 1,543 + 0,167° 9,506 + 2,975°
Amido (32 h) 2,083 + 0,068 35,283 +0,430°

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.
+ indica o desvio padréo.

Observou-se que a producdo da amilase foi significativamente maior
durante o crescimento do microrganismo em amido do que em glicose, com
atividade de 35,283 U/ml e 8,299 U/ml, respectivamente. Resultados semelhantes

foram obtidos quando outros agucares soluveis, tais como galactose, lactose,
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sacarose e maltose, foram utilizados. De acordo com Gancedo (1992), a
utilizacdo de glicose e outras fontes de carbono rapidamente metabolizaveis
reprimem a expressdo de genes que codificam enzimas relacionadas ao
metabolismo de outras fontes de carbono.

De fato, ha uma tendéncia de polissacarideos, como amido soluvel,
dextrina e glicogénio, proporcionarem uma maior produgcdo da enzima por
microrganismos do género Bacillus do que mono ou dissacarideos, como glicose,
frutose, lactose, galactose e sacarose. Nao se sabe, no entanto, se nesses casos
sao os polissacarideos adicionados ao meio de cultura em si ou se sdo seus
produtos de degradacdo ou metabdlitos formados durante a fermentagdo que
estimulam a sintese da enzima (Tsuchiya et al., 1975).

Saxena et al. (2007), estudando o efeito de diferentes fontes de carbono
sobre a producdo de a-amilase por Bacillus sp PN5S, verificaram que o amido
induziu fortemente a sintese da enzima, enquanto que a frutose e glicose inibiram
sua producgao. A secrecao de amilases em meios de cultivo contendo amido como
fonte de carbono tem sido descrita para varias cepas de Bacillus (Santos, 2000;
Cordeiro et al., 2002; Cherry et al., 2004; Messaoud et al., 2004; Agrawal et al.,
2005; Tanyldizi et al., 2005; Konsoula e Liakopoulou-Kyriakides, 2007).

3.2.2. Efeito das concentragoes de amido soluvel na atividade da enzima

Um estudo da influéncia das diversas concentracbes de amido no meio
mineral, contendo peptona (2 g/L) e proteinas do soro de leite (0,5 g/L), sobre o
crescimento e atividade da enzima, durante 72 horas de incubagdo, mostrou que
0 microrganismo cresceu satisfatoriamente em todas as concentragdes testadas.
A atividade maxima da enzima foi encontrada em diferentes tempos de

fermentagao, como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2 - Efeito das diferentes concentragées de amido soluvel na produgao de
a-amilase pelo Bacillus sp. SMIA-2, crescido a 50 °C

Concentragéo de Densidade otica Atividade maxima da
amido (%) enzima (U/ml)
0 (48 h) 1,182 + 0,002° 23,443 + 4,696°
0,25 (36 h) 2,098 + 0,058° 50,349 + 0,6412
0,5 (36 h) 2,215 + 0,047% 46,550 + 2,960°
1(72 h) 2,253 + 0,0462 30,870 + 0,620°
3 (72 h) 1,249 + 0,252° Nd®

As médias seguidas pela mesma letra n&o diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.

+ indica o desvio padrao.

Nd: valor ndo detectado.

Verificou-se que a concentragao de 2,5 g/L de amido proporcionou uma
maior atividade maxima enzimatica durante 36 horas de cultivo, enquanto que, na
concentragédo de 10 g/L, o tempo necessario para atingir sua atividade maxima foi
maior, ou seja, de 72 horas de fermentagao. Assim, a medida que a concentragao
de amido soluvel foi aumentada no meio de cultura, maior foi o tempo requerido
para a a-amilase alcancar sua atividade maxima. Resultados similares foram
encontrados por Teodoro e Martins (2000) com B. licheniformis, Konsula e
Liakopoulou-Kyriakides (2004) em estudos com Bacillus subtilis.

A secrecao da amilase foi favorecida quando baixas concentracbdes de
amido foram utilizadas no meio de cultura. Embora a atividade maxima da amilase
nas concentragdes de 2,5 g/L e 5 g/L de amido soluvel tenha sido observada
durante o mesmo tempo de cultivo e os valores terem sido proximos, foram
diferentes significativamente. Assim, a concentragédo de 2,5 g/L foi utilizada para
0s experimentos seguintes.

Verificou-se que a biossintese da a-amilase pareceu ser independente da
disponibilidade de amido, obtendo niveis moderados da atividade da enzima (23
U/ml). Esses resultados sdo similares aos encontrados por Konsoula e
Liakopoulou-Kyriakides (2004) para o Bacillus subtilis, em que foi encontrada
atividade enzimatica num meio de cultivo contendo triptona como fonte simples de
carbono.

Os altos rendimentos de a-amilase produzidos por bactérias sao obtidos
em meios de crescimento contendo materiais complexos, como amido, € ndo em

meios artificialmente definidos (Burbidge e Collier, 1968; Nyiri, 1971). Ndo apenas
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a falta (deficiéncia) das fontes de carbono pode exercer uma repressao
catabdlica, mas também, ao que parece, essas fontes provocam uma inducio
maxima na producdo de o-amilase. Entretanto, muitos Bacillus sintetizam o-
amilase constitutivamente. Bacillus amyloliquefaciens (Coleman, 1967), Bacillus
subtilis 168 (Sekiguchi et al., 1972) e Bacillus licheniformis (Meers, 1972) tém sido
descritos como sintetizadores da a-amilase na auséncia de oligossacaridios ou

substancias com ligagdes a-1,4.

3.2.3. Efeito da suplementag¢ao do meio de cultura com proteinas do soro de

leite

Os requerimentos nutricionais de muitos microrganismos termofilicos
mostram-se, freqientemente, complexos. Recentemente, a utilizagao de residuos
agroindustriais como substrato para a produgado de enzimas tém sido utilizados,
devido a disponibilidade local e por representarem uma fonte alternativa de
nutrientes de baixo valor comercial, principalmente quando se visa a producao de
enzimas em larga escala. Dessa forma, a produgéo da a-amilase pelo Bacillus sp.
SMIA-2 foi avaliada por meio da suplementacdo do meio de cultivo com proteinas
do soro de leite.

O meio de cultura contendo 2,5 g/L de amido soluvel como fonte de
carbono, 2 g/L de peptona e meio mineral foi suplementado com concentragdes
variadas de proteinas do soro de leite durante 48 horas de fermentacao.

Pela Tabela 3 pode-se verificar que o crescimento do microrganismo nao
diferiu significativamente na auséncia de proteinas do soro de leite em
comparagao com a baixa concentragdo da mesma (0,25 g/L). Porém, sua adig&o
ao meio de cultivo foi primordial para a produgao da enzima. Foi observado que a
suplementacdo do meio de cultivo com proteinas do soro de leite, em todas as

concentracdes utilizadas, proporcionou um aumento na producao da a-amilase.
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Tabela 3 — Efeito de diferentes concentracbes de proteinas do soro de leite na
producéo de o-amilase pelo Bacillus sp. SMIA-2, crescido a 50 °C

Concentragao de proteinas Densidade otica Atividade maxima da
do soro de leite (g/L) (600 nm) enzima (U/ml)
0 (24 h) 1,919 + 0,093? 35,736 + 0,717°
0,25 (24 h) 1,923 + 0,070° 61,203 +£1,7732
0,5 (24 h) 1,694 + 0,019° 55,056 + 0,962°
0,75 (48 h) 1,603 + 0,061° 48,829 + 0,879°
1,0 (36 h) 1,597 + 0,138° 50,803 + 3,583°

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.
+ indica o desvio padrao.

A proteina do soro de leite utilizada no meio € um residuo que forneceu
varios micro-nutrientes, além de ser uma excelente fonte de proteinas, cerca de
80%, disponibilizando nitrogénio, e assim beneficiando crescimento microbiano.
Observa-se que os tempos registrados para a atividade maxima da enzima foram
diferentes em cada concentracao de proteina de soro de leite utilizada.

A partir dos resultados apresentados, observou-se que, no experimento
em que se utilizou meio mineral suplementado com 5 g/L de amido soluvel, 2 g/L
de peptona e 0,5 g/L de proteinas do soro de leite, o tempo requerido para que a
enzima atingisse sua atividade maxima foi reduzido de 36 horas para 24 horas de
cultivo. Isto pode ser explicado devido a reducdo nas concentracbes de amido
soluvel e proteinas do soro de leite. Essa diminuicdo do tempo de cultivo e
reducdo nas concentragcdes desses componentes, além de terem proporcionado
um aumento na atividade enzimatica, representaram uma economia no processo.

Pb&de-se observar uma atividade maxima da enzima de 61 U/ml quando
uma concentragdo de 0,25 g/L desse residuo foi utilizada no meio de cultivo.
Muitos autores utilizam o soro de leite como fonte de carbono para producio de
varias enzimas. Nascimento (2005) observou um aumento significativo da
atividade da protease quando o Bacillus sp. SMIA-2 foi cultivado em meio de

cultura contendo soro de leite.

Bajpai et al. (1992) utilizaram o soro de queijo e o amido como fontes de
carbono para producao de a-amilases por Bacillus sp. O meio e as condi¢gdes da
cultura foram otimizados para a obtencdo de uma produtividade maxima da
enzima, com 72 horas de cultivo em frascos agitados. Bajpai et al. (1991), em

estudos com Bacillus sp. TCRDC-M1, verificaram um aumento nos rendimentos
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de a-amilase em um meio com soro de queijo suplementado com farinha de soja

desengordurada e amido de milho.

3.2.4. Influéncia da fonte de nitrogénio

Existe uma grande variedade de compostos nitrogenados que podem ser
utilizados pelos microrganismos para o seu crescimento bem como para a
producao de enzimas. As fontes de nitrogénio sao utilizadas, principalmente, para
produzir aminoacidos, acidos nucléicos, proteinas e componentes de parede. Foi
realizado o estudo do efeito das fontes de nitrogénio no crescimento do Bacillus
sp. SMIA-2 e na atividade da a-amilase, em um meio mineral contendo amido
soluvel (2,5 g/L), proteinas do soro de leite (0,25 g/L) e as fontes de nitrogénio
conforme descrito no item 2.7.4., durante 24 horas de fermentagdo a 50 °C. Os
resultados encontram-se na Tabela 4.

De uma forma geral, as fontes organicas de nitrogénio estimularam o
crescimento do Bacillus sp. SMIA-2 e a sintese da amilase, ao contrario das
diferentes fontes inorganicas. Entretanto, a atividade maxima da enzima em meio
de cultivo contendo fosfato de amoénio ((NH4).HPO,4) n&o diferiu significativamente
das com peptona (1 g/L) e extrato de levedura (2 g/L).

Em concentragbes de peptona acima de 2 g/L, houve um estimulo do
crescimento do microrganismo, embora o0 mesmo efeito ndo tenha sido observado
para a atividade da amilase, verificando-se um decréscimo, n&do chegando a ser
detectada na concentragao de 5 g/L.

Estudos conduzidos por outros pesquisadores revelaram que as fontes
organicas de nitrogénio foram também as melhores para o crescimento e a
producado de amilases por microrganismos (Pedersen e Nielsen, 2000; Jin et al.,
2001; Goyal et al., 2005; Kunamneni et al., 2005; Konsoula e Liakopoulou-
Kyriakides, 2007).
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Tabela 4 — Efeito das diferentes fontes de nitrogénio na atividade da a-amilase
produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2, crescido a 50 °C por 24 horas

Fontes de Densidade 6tica  Atividade maxima pH

nitrogénio (g/L) da enzima (U/ml)

Sem nitrogénio 0,955 + 0,013° 29,932 + 3,433° 7,055 + 0,020
peptona (1) 1,751 + 0,184°¢ 29 825 + 3,074° 7,952 +0,112°
peptona (2) 1,945 + 0,175°° 63,532 + 2,820° 8,208 + 0,217°%
peptona (3) 2,021+ 0,130®® 48,883 + 2,859" 8,489 + 0,166°
peptona (4) 2,052 +0,155®° 17,309 + 1,663 8,744 +0,079"
peptona (5) 2,120 + 0,207%° Nd' 8,463 + 0,415

extrato de carne (2) 1,951 + 0,129%° 40,492 + 0,958° 8,624 + 0,035

extrato de levedura
(2)
caseina (2)
(NH4)2HPO4 (10)
KNO3 (10)
NH4NO; (10)
citrato de aménio
(10)
(NH4)2S04 (10)
NH4CI (10)

1,737 + 0,204°*

1,555 + 0,169
1,345 + 0,201%
1,417 +0,173¢
0,354 + 0,012
2,263 + 0,0472

0,364 + 0,026
0,468 + 0,008f

38,945 + 4,037%

22,829 + 1,800
33,229 + 1,452°
19,621 + 1,974
14,145 + 0,815°

7,007 +2,213"

Nd'
Nd'

8,593 + 0,086

8,608 + 0,062
6,878 + 0,021"
8,174 +0,129%
6,322 + 0,0429
9,606 + 0,0222

6,258 + 0,049°
6,270 + 0,028°

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.

+ indica o desvio padrao.

Nd: valor ndo detectado.

Santos (2000) observou um aumento na atividade da amilase secretada
pelo Bacillus sp. quando a peptona foi utilizada em conjunto com o extrato de
levedura, reduzindo ainda o tempo de cultivo.

Em trabalhos, utilizando o Bacillus licheniformis, Teodoro e Martins (2000)
verificaram que, em meio mineral contendo amido soluvel como fonte de carbono,
e calcio, a adicao de peptona (10 g/L) e extrato de levedura (5 g/L) levou a uma
diminuigdo do tempo da fase lag e proporcionou um aumento no crescimento do
microrganismo e da sintese da a-amilase.

Os experimentos, concernentes a este trabalho, com o Bacillus sp. SMIA-
2 foram conduzidos em frascos agitados, ndo permitindo assim o controle do pH.
Observou-se que, em meios contendo sais de aménia, como (NH4).SO4, NH4Cl e
NH4NOs3, a atividade enzimatica ndo chegou a ser detectada ou foi encontrada em
niveis muito baixos. Além disto, pela Tabela 4, percebe-se um baixo crescimento
do microrganismo e uma queda no pH. Carlsen et al. (1996) atribuem esse efeito

ao fato de que a ambnia é capaz de aceitar um préton, levando a acidificacéo
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substancial do meio de cultivo quando o pH nao é controlado. Essa acidificagao
pode causar uma redugao no crescimento do microrganismo ou mesmo cessa-lo,
resultando numa inativagao da a-amilase.

O efeito da diminuicdo no crescimento e queda de pH nao foi verificado
em meio contendo o citrato de amdnio, o que € de se esperar, por ser uma fonte
de carbono faciimente metabolizavel, participando do metabolismo do
microrganismo, como também foi verificado por Nascimento e Martins (2004).

A atividade maxima da enzima foi obtida em meio de cultura contendo 2
g/L de peptona, que exibiu valores de 63,5 U/ml. Estes resultados sé&o
satisfatérios para o estudo, pois Nascimento e Martins (2004), investigando o
Bacillus sp. SMIA-2 em relagdo a producdo de protease, concluiram que a
atividade maxima da enzima foi obtida em meio contendo fonte de nitrogénio
inorganica, mais especificamente o nitrato de amoénio (NH4sNO3). Por outro lado, a
peptona (2 g/L) ndo propiciou a atividade da protease. Dessa forma, o meio de

cultura utilizado no experimento pode evitar a producéo de proteases.

3.2.5. Influéncia dos parametros temperatura de incubag¢ao e pH inicial dos

meios de cultivo na atividade amilolitica

De acordo com Nunes (2000), o microrganismo do presente estudo
cresceu satisfatoriamente quando cultivado em meio mineral contendo glicose e
extrato de levedura a temperaturas de 45 °C, 50 °C, 55 °C e 60 °C. Por outro lado,
ndo houve crescimento neste mesmo meio a 40 °C, e a 65 °C durante 20 horas, o
microrganismo cresceu muito pouco.

Um experimento, em que se variaram as temperaturas de incubagao e o
tempo de cultivo, foi realizado para avaliar a influéncia da temperatura sobre o
crescimento e a atividade da a-amilase, produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2, em
meio mineral contendo amido soluvel (2,5 g/L) e suplementado com proteinas do
soro de leite (0,25 g/L) e peptona (2 g/L), durante 48 horas de cultivo. Os
resultados revelaram que o microrganismo foi capaz de crescer e secretar a
enzima em todas as temperaturas testadas (42 °C, 50 °C e 55 °C) como mostra a
Tabela 5.
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Tabela 5 - Efeito das diferentes temperaturas no cultivo do Bacillus sp. SMIA-2
para producao de a-amilase

Temperatura (°C) Densidade o6tica Atividade maxima da
amilase (U/ml)
42 (24 h) 1,941 + 0,003° 20,707 + 1,175"
50 (24 h) 2,042 +0,0132 53,203 £ 4,319
55 (48 h) 1,290 + 0,080° 19,069 + 1,398°

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.
+ indica o desvio padréo.

Observou-se que o crescimento microbiano n&o diferiu significativamente
nas temperaturas de 42 °C e 50 °C, porém um valor menor foi verificado quando
incubado a temperatura de 55 °C.

A atividade maxima da enzima foi encontrada quando o microrganismo foi
crescido a 50 °C, encontrando valores de atividade de 53,2 U/ml durante 24 horas
de cultivo.

A atividade maxima da amilase nas temperaturas de 42 e 50 °C foi obtida
durante o mesmo tempo de cultivo. Entretanto, a 55 °C, este tempo aumentou em
24 horas. Isso pode ser justificado pelo aumento na temperatura, que pode levar a
um aumento na fase estacionaria, o que €& compreensivel, visto que este
microrganismo, segundo sua taxonomia molecular, pertence ao grupo dos bacilos
termofilicos (Nunes, 2000).

Resultados semelhantes foram descritos por Asgher et al. (2007). Estes
autores descreveram que a sintese da a-amilase ocorreu a temperaturas entre 30
e 50 °C. Revelaram que o microrganismo cresceu satisfatoriamente em todas as
temperaturas testadas, porém a atividade maxima da o-amilase foi obtida a 50 °C.
Uma reducado na atividade da enzima foi observada a temperaturas superiores a
50 °C.

Recentemente, Saxena et al. (2007), estudando a produgao de a-amilase
em Bacillus sp. PN5, verificaram que este microrganismo sintetizou a enzima
numa faixa de temperatura entre 30 e 70 °C, exibindo uma produgdo maxima
enzimatica a 60 °C. Entretanto, mais uma vez, um aumento na temperatura acima
de 60 °C levou a um decréscimo na produgéo da enzima. Esses resultados estdo
de acordo com os de Konsula e Liakopoulou-Kyriakides (2004), em Bacillus
subtilis a 40 °C, e Lin et al. (1998), em Bacillus sp. TS23 a 55 °C.
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A influéncia da temperatura na producado de amilase tem sido relacionada
com o crescimento dos organismos. Uma larga faixa de temperatura (35-80 °C)
tem sido descrita para o crescimento 6timo de bactérias e producédo de a-amilase
(Lin et al., 1998; Burhan et al., 2003).

A temperatura 6tima para a producdo de a-amilase e o crescimento de
organismos pode ser diferente, isto é, os organismos podem ter uma temperatura
6tima de crescimento e outra temperatura 6tima de produgdo de enzima. Esse
comportamento foi descrito por Burhan et al. (2003) em Bacillus sp ANT-6, Lee e
Parulekar, (1993) em estudos com Bacillus subtilis TN106 (pATS) e Streptomyces
sp. IMD 267 (McMahon et al., 1997). De acordo com estes pesquisadores, uma
temperatura apropriada pode estimular a producdo da enzima pela célula
microbiana.

O efeito do pH sobre o crescimento e a sintese da a-amilase pelo Bacillus
sp. SMIA-2 foi verificado ao se crescer o microrganismo a 50 °C por 48 horas no
meio de cultivo descrito anteriormente, conforme o item 2.7.5.

A alteragdo do pH observada durante o crescimento dos organismos
também afeta a estabilidade de produtos no meio. Muitas cepas de Bacillus
usadas comercialmente para a producdo de a-amilases bacterianas por
fermentagdao submersa tém um pH 6timo entre 6,0 e 7,0 para o crescimento e
producao da enzima (Gupta et al., 2003).

De acordo com a Tabela 6, verifica-se que o microrganismo foi capaz de

crescer e sintetizar a enzima em todos os valores de pH testados.

Tabela 6 - Efeito dos diferentes valores de pH, no inicio do cultivo do Bacillus sp.
SMIA-2 crescido a temperatura de 50 °C, para producao de a-amilase

pH inicial Densidade otica Atividade maxima pH
da amilase (U/ml)

7,0 (48 h) 1,440 + 4,000e3° 28,883+2,150° 8,518 +0,128 °
7,5 (36 h) 1,661 + 0,018 2 34,806 +0,811° 8,863 +0,038"
8,0 (36 h) 1,702 + 0,010 2 54,776 + 1,056 2 8,960 + 0,029 °
8,5 (36 h) 1,610 £ 9,000e3**  57,696+0,5852 9,131 +0,014 2

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.
+ indica o desvio padrao.

Observa-se que a atividade maxima da amilase cresceu com o aumento

dos valores de pH do meio. A atividade enzimatica mais alta foi alcangcada em
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culturas crescendo sob valores de pH de 8,0 e 8,5, ndo apresentando diferenca
significativa. Resultados semelhantes foram encontrados por Igarashi et al. (1998)
em estudos com Bacillus KSM-1378, que produziu a-amilase com maior atividade
observada em pH 8,5.

Os resultados mostraram variacdes de pH no meio de cultura durante a
fermentacdo, na qual se verificou um aumento durante a produgdo da enzima
ultrapassando os valores de 8,0. Esses resultados estdo de acordo com o perfil
do crescimento do microrganismo e atividade da amilase mostrado anteriormente
na Figura 1, no qual o pH do meio de cultura eleva-se quando a enzima é
secretada e quando a maxima atividade € atingida. Este comportamento foi
verificado em todos os experimentos conduzidos, inclusive quando se variou a
concentragdo de amido e proteinas do soro de leite (dados n&o mostrados).

Observou-se, ainda, que o tempo para atingir a atividade maxima da
amilase foi maior no meio de cultivo com pH inicial 7,0. Isto pode ser atribuido ao
fato de os demais meios de cultivo possuirem, inicialmente, valores de pH
superiores a 7,0, que, neste caso, favoreceu a sintese da a-amilase e, portanto, a

diminuigao do tempo para sua producao.

3.3. Hidrélise de algumas fontes de amido

Com base em trabalhos publicados e devido a caracteristica termoestavel
da amilase do presente estudo, a hidrolise de alguns amidos foi realizada a
temperaturas de 60 °C e 70 °C.

A producdo de acgucares redutores a partir da hidrélise de diferentes
fontes de amido, realizada a 60 °C, encontra-se na Figura 2a. Uma maior
quantidade de acgucares redutores foi liberada a partir do amido de batata seguido
do amido soluvel e amido de mandioca, enquanto o amido de milho foi hidrolisado

em uma menor extensao.
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Figura 2 - Producgdo de agucares redutores a 60 °C (a) e 70 °C (b) a partir de
diferentes fontes de amido.

A utilizagdo do sobrenadante livre de células como fonte da enzima é
altamente vantajosa, principalmente porque diminui o custo da hidrdlise (Konsula
e Liakopoulou-Kyriakides, 2004).

A hidrolise dos varios amidos foi também realizada a 70 °C. Como pode
ser vista na Figura 2b, a quantidade de agucares redutores liberados para todos
os amidos testados foi maior com o aumento da temperatura de 60 °C para 70 °C.
Entretanto, o efeito da temperatura na extensao da hidrdlise foi mais acentuado
no caso do amido de milho e de mandioca.

A quantidade de acucares redutores liberados a partir da hidrolise do
amido de milho e de mandioca, realizadas a 70 °C, foi em torno de 10 e 2 vezes
maior, respectivamente, que quando realizadas a 60 °C. De acordo com Konsoula
e Liakopoulou-Kyriakides, (2004), o aumento da temperatura de hidrolise
geralmente provoca uma maior produ¢cado de agucares redutores. Este aumento
pode ser devido a maior atividade da enzima a altas temperaturas ou ao
intumescimento da regido amorfa do granulo de amido, fenbmeno conhecido
como gelatinizagdo. A temperatura de gelatinizacdo € variavel em relagdo as
fontes de amido. Assim, a temperatura de gelatinizacdo dos amidos de milho e
mandioca esta numa faixa de 62 °C a 72 °C e 58 °C e 70 °C, respectivamente.
Pelos resultados encontrados, verifica-se a concordancia entre a temperatura
utiizada e a faixa de temperatura de gelatinizacdo das fontes de amido. A
gelatinizagdo de um amido é o primeiro passo para o processo de hidrolise, visto

que a atuagao das enzimas sobre o amido granular € muito lenta.
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Goyal et al. (2005) também observaram a hidrélise dos granulos de amido
na faixa de temperaturas de 60 a 90 °C, indicando a natureza termoestavel da
enzima. A hidrélise maxima do amido de batata (1%) ocorreu a 70 °C com 90 e

89% de conversao da glicose, apds 5 e 3 horas respectivamente.

4. CONCLUSOES

Bacillus sp. SMIA-2 foi capaz de secretar a enzima a-amilase na presenga
de diferentes fontes de carbono durante varios tempos testados, destacando-se o
amido soluvel como a melhor fonte utilizada. A atividade maxima da enzima foi
constatada quando o microrganismo foi cultivado em meio contendo baixa
concentragdo de amido soluvel (2,5 g/L), durante 36 horas de cultivo. Este tempo
de fermentacédo reduziu para 24 horas, e um aumento da atividade foi encontrado
quando o meio foi suplementado com proteinas do soro de leite (0,25 g/L) e
peptona (2 g/L) como fonte de nitrogénio.

A produgdo da enzima foi maxima a temperatura de incubagdo de 50 °C.
A atividade da a-amilase variou com o pH inicial do meio de cultura, sendo que os
melhores resultados foram verificados quando o Bacillus sp. SMIA-2 cresceu em
valores de pH de 8,0 e 8,5.

A enzima foi capaz de degradar diferentes fontes de amido, sendo que a
hidrolise do amido de batata resultou num alto rendimento de agucares redutores
em comparagéao as outras fontes de amido. O aumento da temperatura de reagéo
da hidrolise para 70 °C, proporcionou a obtencdo de maiores quantidades de

acgucares redutores em todas as fontes testadas.
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RESUMO

A producdo de a-amilase por um termofilico, Bacillus sp. SMIA-2,
cultivado em um meio liquido contendo amido soluvel (5 g/L) como fonte de
carbono, e suplementado com proteinas do soro de leite (0,5 g/L) e peptona (2
g/L), alcangou uma atividade maxima de 37 U/ml em 32 horas. Estudos sobre a
caracterizacdo da amilase revelaram que a temperatura 6tima desta enzima foi
obtida a 90 °C. A enzima foi estavel por 1 hora a temperaturas de 40 e 50 °C,
enquanto a 90 °C, 66% da atividade maxima foram perdidas. Entretanto, na

presenga de 5 mM de CaCl,, a enzima foi estavel a 90 °C por 30 minutos e
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manteve, aproximadamente, 58% de atividade residual ap6s 1 hora. O pH 6timo
da enzima foi 8,5. Apds a incubacgao da enzima liofilizada por 2 horas em pHs 9,5
e 11,0, foi observado um decréscimo de aproximadamente 6,3% e 16,5% da
atividade original. Em pH 6,0, a enzima perdeu cerca de 36% de sua atividade
original. A enzima foi fortemente inibida por Cu®**, Co?*, Ba** e Mn?*, porém pouco
afetada por Mg®*, Na*, Zn?** e K*. Na presenca de 2,0 M de NaCl, 63% da
atividade da amilase foram mantidos apos 2 horas de incubacao a temperatura de
45 °C. A amilase exibiu atividade acima de 70% quando foi incubada por 1 hora, a
50 °C, em presenca de dodecil sufato de sodio (SDS). Entretanto, na presenca de
hipoclorito de sdédio, a enzima mostrou baixa atividade residual e, quando
incubada em peroxido de hidrogénio, foi inibida completamente. A compatibilidade
da amilase, produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2, em relagdo a alguns detergentes
comerciais mostrou que a enzima apresentou uma boa atividade, mantendo 86%,
85% e 75% de atividade apds 20 minutos de incubagdo a 50 °C na presencga de
detergentes das marcas Omo®, Campeiro® e Tide®, respectivamente.

Palavras-chave: o-amilase, bactéria termofilica, Bacillus sp.
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ABSTRACT

a-Amylase production by thermophilic Bacillus sp. strain SMIA-2 cultivated
in liquid cultures containing soluble starch as a carbon source (5 g/L) and
supplemented with whey protein (0.5 g/L) and peptone (2 g/L) reached a
maximum activity at 32 h, with levels of 37 U/ml. Studies on the amylase
characterization revealed that the optimum temperature of this enzyme was 90 °C.
The enzyme was stable for 1 h at temperatures ranging from 40-50 °C while at
90 °C, 66% of its maximum activity was lost. However, in the presence of 5 mM
CaCly, the enzyme was stable at 90 °C for 30 min and retained about 58% residual
activity after 1 h. The optimum pH of the enzyme was found to be 8.5. After
incubation of enzyme for 2 h at pH 9.5 and 11.0 was observed a decrease of
about 6.3% and 16.5% of its original activity. At pH 6.0 the enzyme lost about 36%
of its original activity. The enzyme was strongly inhibited by Cu?**, Co?**, Ba®* and
Mn?* but less affected by Mg®*, Na*, Zn?** and K. In the presence of 2.0 M NaCl,
63% of amylase activity was retained after 2 h incubation at 45 °C. The amylase
exhibited more than 70% activity when incubated for 1 h at 50 °C with sodium
dodecyl sulphate. However, very little residual activity was obtained with sodium
hypochlorite and with hydrogen peroxide the enzyme was completely inhibited.
The compatibility of Bacillus sp. SMIA-2 amylase with certain commercial
detergents was shown to be good as the enzyme retained 86%, 85% and 75% of
its activity after 20 min incubation at 50 °C in the presence of the detergent brands
Omo®, Campeiro® and Tide®, respectively.

Key-words: a-amylase, thermophilic bacterium, Bacillus sp.

1. INTRODUGAO

A maioria das enzimas, atualmente utilizada nas industrias, pertence ao

grupo das hidrolases, que utilizam uma variedade de substratos naturais.
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Ha muito tempo, os microrganismos tém sido a principal fonte de diversas
enzimas que, apds extensas pesquisas, foram identificadas e atualmente
possuem grandes aplicagdes industriais (Bon, 1995).

o-Amilases (EC 3.2.1.1) sdo enzimas de grande interesse industrial
responsaveis por cerca de 30% da produgcdo mundial de enzimas (Nguyen et al.,
2002). a-Amilases termoestaveis sdo amplamente utilizadas no processamento
de amido, producao de agucar, cerveja, em industrias téxteis e em processos de
fabricacdo de detergentes (Hendriksen et al., 1999; Lévéque et al., 2000).

As amilases podem ser produzidas por diversas fontes microbianas (Van
der Maarel et al., 2002; Aquino et al., 2003), porém, sao geralmente produzidas
por bactérias pertencentes ao género Bacillus, como as amilases de B.
amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis e Bacillus licheniformis
(Sajedi et al., 2005), que recentemente tém demonstrado uma grande importancia
industrial (Declerck et al., 2000).

As propriedades de cada a-amilase, como a estabilidade térmica, perfil do
pH, estabilidade ao pH e a independéncia do ion Ca?*, podem ser condizentes a
sua aplicacdo. Por exemplo, a-amilases utilizadas em industrias de amido devem
ser ativas e estaveis em baixo pH, porém, em industrias de detergentes, essas
enzimas devem ser ativas em valores de pH alto (Nielsen e Borchert, 2000).

No presente trabalho, foram estudadas algumas propriedades da enzima
a-amilase termoestavel, produzida por Bacillus sp. SMIA-2 termofilico isolado de
amostras de solos, coletadas na cidade de Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro, Brasil. A compatibilidade da enzima produzida foi investigada em relagéo

a algumas marcas de detergentes comerciais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos e condigoes de cultivo

O organismo usado neste estudo foi uma bactéria termofilica, Bacillus sp.

cepa SMIA-2, previamente isolada a partir de amostras do solo local, de Campos
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dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil (Nunes e Martins, 2001). A producao da
enzima a-amilase foi realizada em um meio contendo (g/L em agua destilada):
meio minimo mineral: KCI-0,3; MgS04-0,5; K;HPO4-0,87; CaCly-2,2x107%; ZnO-
2,5x10%;  FeCl3.6H,0-2,7x10%  MnCl,.4H,0-1,0x10%  CuCl,.2H,0-8,5x10™;
CoCl,.6H,0-2,4x107%; NiCl3.6H,0-2,5x10; H3B03-3,0x10™. Proteina do soro de
leite — 0,5; peptona — 2,0 e amido soluvel - 5,0. O pH do meio de cultura foi
ajustado para 7,5 com NaOH e esse meio basal foi esterilizado por autoclavagem
a 121 °C por 15 minutos.

O Bacillus sp. SMIA-2 foi cultivado em 25 ml do meio descrito acima, em
frascos erlenmeyer de 250 ml. O meio estéril foi inoculado com 1 ml da cultura
preparada de véspera (pré-indculo) e incubado a 50 °C em “shaker” rotatorio
(Thermo Foma, Ohio, USA) operando a 180 rpm. Os frascos foram retirados em
triplicata, em intervalos de tempos determinados, e analisados em relagdo ao
crescimento (DO 600 nm) e pH, com trés repeti¢cdes, durante 48 horas.

O meio de cultivo foi centrifugado a 4500 rpm por 15 minutos em
centrifuga, modelo Hermle-Z 382K, e o sobrenadante livre de células tratado com
sulfato de amonio (60% de saturagdo). Apds 18 horas de repouso a 4 °C, o caldo
foi novamente centrifugado (9000 rpm durante 30 min) em centrifuga Haniel
Science Industrial Mega 21R (Small High Speed Refrigerated Centrifuge). O
precipitado obtido foi ressuspendido em tampao fosfato (10 mM) pH 7,0 e
dialisado contra o mesmo tampao durante 18 horas a 4 °C. A enzima dialisada foi,
entdo, concentrada por liofilizagdo, em liofilizador modelo LABCONCO Freeze dry
system (Freezone 4.5), mantida sob refrigeracdo e usada em estudos

subsequentes.

2.2. Determinacgao da atividade da a-amilase

A atividade da a-amilase foi determinada pela incubacéo de 0,5 mg da
enzima liofilizada com 0,5 ml da solugdo de amido soluvel (5 g/L) preparada em
tampao Tris-HCI (0,05 M), pH 8,5, e mais 0,2 ml do mesmo tamp&o, em banho-
maria a 90 °C por 10 minutos, exceto quando mencionado. A reagéo foi paralisada
pela adicdo de 1 ml do reagente acido 3-5-dinitrossalicilico (1% DNS), sendo, em
seguida, fervida por 10 minutos e colocada em um banho de gelo. Apdés 5

minutos, foram adicionados 4,8 ml de agua destilada. Os tubos foram agitados e a
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leitura da absorvancia realizada em espectrofotdmetro, em um comprimento de
onda de 540 nm. Paralelamente, foi feito um controle (tubo branco) contendo
todos os reagentes do ensaio, sendo o DNS adicionado antes da enzima
liofilizada.

Uma unidade da enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 umol de glicose, a partir do substrato, em 1 minuto a
90 °C.

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

O efeito do pH na atividade da a-amilase foi avaliado na faixa de 6,0 a
12,0 com intervalos de 0,5 unidade. As solugdes tamponantes utilizadas foram,
tampao fosfato (pH 6,0-8,0), tampao Tris-HCI (pH 8,5-9,5) e tampé&o glicina-NaOH
(pH 10,0-12,0).

O pH otimo foi determinado preparando-se o substrato (amido 5 g/L) nas
solugdes tampao com diferentes valores de pH e incubando-se o mesmo com 0,5
mg da enzima liofilizada em banho-maria a 90 °C por 10 minutos, conforme
descrito acima no item 2.2.

A estabilidade da enzima em diferentes valores de pH foi avaliada
incubando-se apenas a enzima liofilizada, nas solugbes tampao descritas acima,
por 2 horas a temperatura ambiente. Apds este tratamento, a atividade residual da

amilase foi determinada de acordo com o item 2.2.

2.4. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da a-amilase

O efeito da temperatura na atividade da enzima foi determinado
incubando-se a mistura de reagdo em temperaturas que variaram de 40-100 °C,
em pH 8,5. Apés 10 minutos de incubagdo em cada temperatura, a atividade
enzimatica foi determinada nas condi¢bes padrao, anteriormente descritas no item
2.2.

A estabilidade térmica foi avaliada pela incubagdo da preparacao da
enzima liofilizada em temperaturas que variaram de 40-100 °C, em intervalos de
10 °C, por 1 hora em banho-maria. Apés a incubacgéo, a atividade residual foi

analisada na temperatura 6tima da enzima, determinada anteriormente.
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2.5. Efeito dos ions metalicos

Para estudar a influéncia dos ions metalicos na atividade da a-amilase, a
enzima parcialmente purificada foi incubada a 90 °C em banho-maria por 2
minutos, com o ion correspondente na concentracdo de 5 mM. A atividade
enzimatica residual (%) foi determinada nas condi¢cdes padrao anteriormente
descritas. A atividade da enzima foi estudada na presenca dos cloretos de Ca**,
Zn**, Mn?*, Ni** e Ba®* e sulfatos de Mg?*, Fe?*, Co?* e Cu?*. A enzima liofilizada
foi incubada na auséncia de metais (controle), sob as mesmas condicdes

descritas acima, e considerada como 100% de atividade.
2.6. Teste de tolerancia salina

A enzima liofilizada foi incubada em tampao Tris-HCI, 50 mM, (pH 8,5)
contendo concentragdes de 0 a 5 M de NaCl, por 120 minutos a 45 °C. Em cada
concentragdo, a atividade da enzima foi determinada conforme mencionada

anteriormente, no item 2.2.
2.7. Efeito de alguns inibidores e agentes oxidantes na atividade da enzima

Para a determinagcédo do efeito de alguns inibidores e agentes oxidantes
na atividade da a-amilase, a enzima liofilizada foi pré-incubada a 50 °C por 1 hora
em presencga de dodecil sulfato de sdédio (SDS), hipoclorito de sédio (NaClO),
peréxido de hidrogénio (H>O2) e EDTA (acido etileno diamino tetracético) na
concentracao de 5 mM. Apds a incubagao, a atividade residual foi determinada de
acordo com o item 2.2.

Um controle, considerado 100%, foi feito incubando-se a enzima na

auséncia destes compostos, nas mesmas condicdes mencionadas anteriormente.

2.8. Avaliacao da enzima para uso em formulagdes de detergentes
Os detergentes utilizados, marcas Ariel®, Biz®, Cheer®, Tide®, Campeiro®
e Omo®, foram diluidos em agua bi-destilada em uma concentragdo final de 7

mg.ml”" para simular as condigdes de lavagem. As enzimas presentes nas
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formulagdes dos detergentes foram inativadas por aquecimento a 100 °C por 15
minutos.

Para estudar o efeito dos detergentes na atividade da amilase produzida
pelo microrganismo, 7 mg do respectivo detergente foram introduzidos na mistura
de reacao, procedendo-se a determinagcdo da atividade enzimatica sob as
condicdes padrao descritas no item 2.2.

A estabilidade da amilase foi determinada na presenca dos diferentes
detergentes. A enzima liofilizada, na concentragdo de 1 mg.ml”, foi adicionada a
preparagéo do detergente e incubada a 50 °C por 60 minutos. Aliquotas (0,5 ml)
foram recolhidas em intervalos de tempo determinados, e a atividade residual
determinada a 90 °C. Uma amostra controle foi incubada a 50 °C na auséncia de

detergente e comparada (Phadatare et al., 1993; Banerjee et al., 1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Produc¢ao da enzima

O crescimento do Bacillus sp. SMIA-2 e a atividade da a-amilase em
funcdo do tempo de fermentagao foram observados por 48 horas em meio basal
contendo 5 g/L de amido soluvel como fonte de carbono, e suplementado com 0,5
g/L de proteinas do soro de leite e 2 g/L de peptona como fonte de nitrogénio
(Figura 1). A producéo de a-amilase pelo Bacillus sp. cepa SMIA-2 iniciou durante
a fase de crescimento exponencial e atingiu 0 maximo em 32 horas, com niveis
de 37 U/ml. Subsequentemente, os niveis de a-amilase permaneceram mais ou
menos constantes até 36 horas e, entao, a atividade decresceu para 30 U/ml com
48 horas.
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Figura 1 - Crescimento e atividade da a-amilase produzida pelo Bacillus sp. cepa
SMIA-2, cultivado em amido soluvel (5 g/L) e proteinas do soro de leite
(0,5 g/L) por 48 horas a 50 °C. As barras representam o desvio padrao.

O pH do meio de cultivo inicialmente apresentou uma queda com o inicio
do crescimento celular, como mostra a Figura 1. Porém, assim que a produgao da
enzima iniciou, o pH do meio comecgou a subir. Este efeito pode indicar que o
nitrogénio organico presente no meio de cultivo estava sendo consumido. A
producao final da enzima foi sinalizada por um ligeiro decréscimo nos valores de
pH. Assim, a avaliacdo do perfil do pH forneceu informacdes importantes sobre o

processo de producao de a-amilase.

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

Uma faixa de pH entre 6,0 e 12,0 foi usada para estudar o efeito do pH na
atividade da a-amilase (Figura 2). O pH étimo encontrado para a enzima foi 8,5. A
atividade enzimatica em pH 7,0 e em 11,0 foram de 72% e 81,4%,

respectivamente, em relacéo ao pH 8,5.
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Figura 2 — Efeito do pH na atividade ([1) e estabilidade (m) da a-amilase
parcialmente purificada produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2. O pH
otimo foi determinado medindo-se a atividade enzimatica em
substrato preparado em diferentes valores de pH. A estabilidade ao
pH foi determinada incubando-se a amilase por 2 horas nos
diferentes valores de pH. (100% da atividade enzimatica = 36,1
U/ml).

Os resultados obtidos por Asgher et al. (2007) mostraram que a a-amilase
produzida pelo Bacillus subtilis JS-2004 foi ativa numa vasta faixa de pH, sendo
8,0 o pH 6timo da respectiva enzima. Estudos realizados por Bernhardsdotter et
al. (2005) também mostraram que a amilase exibiu uma grande atividade em
ampla faixa de pH, que variou de 5,5 a 11,0, apresentando cerca de 80% de
atividade em valores de pH 6,1 e 10,9. De acordo com Nakamura et al. (1975), o
perfil de atividade enzimatica, numa ampla faixa de pH, tem sido verificado em
varias enzimas extracelulares alcalinas que degradam carboidratos, podendo
refletir no ambiente na qual elas sdo secretadas.

Por outro lado, Sajedi et al. (2005) concluiram que o pH 6timo da a-
amilase secretada por Bacillus sp. KR-8104 estava entre 4,0 e 6,0, com atividade
em pH variando de 3,5 a 7,0.

Apos a incubacdo da enzima parcialmente purificada por 2 horas a
temperatura ambiente, em pH variando de 6,0 a 12,0 observou-se um decréscimo
de aproximadamente 6,3% da atividade original em pH 9,5 e, em pH 11,0, 0

decréscimo foi de 16,5%. Entretanto, em pH 6,0, o decréscimo observado foi de



65

36% em relagdo a atividade original. Esses resultados mostraram que a enzima
foi estimulada em meio alcalino e sugerem que a amilase produzida pelo Bacillus
sp. SMIA-2 ¢ atrativa para a industria de detergentes.

o-Amilases do género Bacillus tém sido descritas por varios autores em
relagao a sua atividade 6tima em valores de pH baixo, desde 3,5 até valores mais
altos como 12 (Horikosh, 1971; Hayashi et al., 1988; Kim et al., 1995; Konsula e
Liakopoulou-Kyriakides, 2004; Bernhardsdotter et al., 2005).

3.3. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da a-amilase

A atividade amilolitica da enzima liofilizada foi estudada em diferentes
temperaturas abrangendo uma faixa de 40 °C-100 °C com pH constante de 8,5 e
uma concentracado de substrato de 5 g/l de amido soluvel (Figura 3). A atividade
enzimatica cresceu com o aumento da temperatura na faixa de 40 °C a 90 °C,
porém, uma reducao na atividade da enzima foi verificada em temperatura acima
de 90 °C.
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Figura 3 — Efeito da temperatura na atividade () e estabilidade (1) da a-amilase
liofilizada, produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2. A temperatura 6tima foi
determinada medindo-se a atividade enzimatica nas diferentes
temperaturas. Estabilidade térmica determinada apds incubagédo da
amilase por 1 hora nas diferentes temperaturas (100% de atividade
enzimatica = 36,4 U/ml).
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A temperatura 6tima da a-amilase produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2 foi
90 °C, sendo esta mais elevada ou semelhante as descritas para a-amilases de
outros Bacillus (Sidhu et al., 1997; Ali et al., 1999; Mamo et al., 1999; Mamo e
Gessesse, 1999; Jin et al., 2001; Bertoldo e Antranikan, 2002; Burhan et al., 2003;
Konsula e Liakopoulou-Kyriakides, 2004).

A enzima foi estavel por 1 hora em temperaturas de 40-50 °C, enquanto
que na temperatura de 80 °C, 18% da atividade maxima foram perdidas.

A a-amilase produzida por Bacillus subtilis manteve 100% de sua
atividade original quando este bacilo foi incubado a 80 °C durante 1 hora. Apds
incubagéo por 24 horas em temperaturas de 50 e 60 °C a enzima manteve 72 e
68% da atividade original, respectivamente (Asgher et al., 2007).

Muitos fatores afetam a termoestabilidade das enzimas, entre esses,
incluem-se a presenga de calcio, substrato e outros agentes estabilizadores
(Gupta et al., 2003). Muitos trabalhos mostraram que os ions calcio possuem um
papel importante na estabilizacdo das enzimas, em temperaturas elevadas.
Assim, uma investigacdo foi conduzida para avaliar o efeito deste ion sobre a
estabilidade da a-amilase parcialmente purificada, produzida pelo Bacillus sp.
SMIA-2.

Pelos resultados analisados, verificou-se que, quando a enzima foi
incubada por 1 hora a 90 °C, cerca de 66% de sua atividade maxima foram
perdidas, entretanto, pela Figura 4, observa-se que a adigdo de CaCly, na
concentragdo de 5 mM, proporcionou um aumento na estabilidade térmica da a-
amilase.

Declerck et al. (2000), em trabalhos com uma a-amilase produzida por
Bacillus licheniformis, concluiram que a presenca de dois ions calcio proximos ao
sitio ativo da enzima tiveram grande influéncia para sua termoestabilidade, uma
vez que ordenam a estrutura da enzima por meio de ligagdes com determinados

aminoacidos.
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Figura 4 - Estabilidade térmica da a-amilase em presenca (M) ou auséncia de
jons Ca®" (1), incubada a temperatura de 90 °C (100% da atividade
enzimatica = 50,5 U/ml).

A enzima foi estavel a 90 °C por 30 minutos e manteve cerca de 58,4% da
atividade residual apds 1 hora, na presenca de calcio. O requerimento do fon Ca**
por a-amilases para sua estabilidade em altas temperaturas foi descrito em
trabalhos com Bacillus licheniformis (Krishnan e Chandra, 1983), Bacillus clausii
BT-20 (Duedahl-Olesen et al., 2000), Bacillus subtilis (Hayashida et al., 1988;
Nielsen et al., 2003), Bacillus sp. ANT-6 (Burhan et al., 2003) e Bacillus sp. I-3
(Goyal et al., 2005).

O efeito estabilizante do Ca** na termoestabilidade da enzima pode ser
explicado devido ao salting out dos residuos hidrofébicos da proteina pelo Ca**,
resultando, entdo, na formagdo de uma estrutura compacta (Volkin e Klibanov,
1989).

Estudos de cinética da desnaturagao térmica de enzimas e de estruturas
celulares contendo proteinas, tém mostrado que muitas proteinas de espécies
bacterianas termofilicas sdo consideradas mais estaveis a temperatura do que os
homologos de bactérias mesofilicas. Experimentos demonstram que praticamente
todas as proteinas de bactérias termofilicas permanecem no seu estado original
apdés o tratamento térmico, que, por outro lado, desnatura as proteinas de
organismos mesofilicos (Stanier et al., 1976). Essa estabilidade térmica das

proteinas, tipica desses organismos, € considerada como a preservagdo da
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estrutura tridimensional sobre diferentes condi¢cdes fisicas ou quimicas. A
funcionalidade da proteina € completamente dependente do seu estado nativo,
que também pode variar devido a presenca de substratos e, ou, cofatores
(Scandurra et al., 1998).

Por outro lado, muitos pesquisadores apresentam resultados nos quais a
a-amilase ndo requer ion calcio, ou, ainda, que este ion pode provocar um efeito
inibitério na atividade da enzima (Aguilar et al., 2000; Hagihara et al., 2001; Yang
et al., 2004; Bernhardsdotter et al., 2005). Hashim et al. (2005) mostraram que a

alta concentracéo do ion calcio inibiu a atividade da enzima.
3.4. Efeito dos ions metalicos

A o-amilase secretada pelo Bacillus sp. cepa SMIA-2 nao requereu
nenhum tipo de ion especifico para sua atividade catalitica (Figura 5). O resultado
foi semelhante ao encontrado por Cordeiro et al. (2002) ao estudarem a a-amilase
pelo mesmo microrganismo, em diferentes condi¢gées. Najafi et al. (2005), em
estudos com a-amilase produzida pelo B. subtilis AX-20, revelaram que a
atividade enzimatica também n&o foi estimulada na presenca de ions metalicos.

Um forte efeito inibitorio foi observado na enzima produzida pelo
microrganismo em estudo, quando na presenca de fons Cu®*, Co?*, Ba** e Mn*".
Resultados semelhantes foram obtidos por Hashim et al. (2005), que observaram
uma inibicdo completa da o-amilase em presenca de Cu®* e Mn?* na
concentracdo de 5 mM. Entretanto, uma pequena inibicdo da a-amilase produzida
pelo Bacillus sp. SMIA-2 foi observada na presenca de 5 mM de Mg®*, Na*, Zn** e
K*. Sajedi et al. (2005) mostraram que concentracdes de 5 mM de ions K*, Mg®* e
Na® também nao tiveram efeito na atividade da a-amilase de Bacillus sp. KR-
8104.
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Figura 5 - Efeito de diferentes ions metalicos na atividade da o-amilase
parcialmente purificada produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2. A
atividade é expressa como percentagem da atividade obtida na
auséncia de ions metdlicos (100% de atividade enzimatica = 41
U/ml).

Muitas amilases sdo metaloenzimas, possuindo um ion metalico com
papel importante na atividade catalitica. A inibicido da amilase produzida pelo
Bacillus sp. SMIA-2 pelos ions Cu®**, Co®*, Ba®** e Mn*" pode ser devida a
competicdo entre os cations exdgenos e a associagdo proteina-cations,
resultando num decréscimo da atividade da metaloenzima (Lévéque et al., 2000).
Muitos ions metalicos, principalmente os ions de metais pesados, sao fortes
inibidores de a-amilase. A estabilizagdo de algumas enzimas pode ser induzida
principalmente por ions divalentes como Ca®*, Mn**, Zn** e Mg®'. Esses ions,
usados em baixas concentracbes, podem estabilizar a estrutura terciaria da
proteina promovendo a formacgéao de ligagdes cruzadas, que conferem a ela uma

maior estabilidade (Tomazic, 1991).
3.5. Teste de tolerancia salina

Um estudo sobre o efeito do cloreto de sddio na atividade da o-amilase

produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2 foi realizado incubando-se a enzima
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parcialmente purificada a 45 °C, por 2 horas, em solugdo de NaCl com
concentragbes variadas. De acordo com a Figura 6, pode-se verificar que, na
concentracdo de 2,0 M, a enzima manteve 63,4% de atividade. Resultado similar
foi descrito por Jana e Pati (1997) em estudos com a a-amilase produzida pelo
Bacillus sp. MD 124. A enzima foi estavel na solugdo de NaCl 5,0 M e manteve
75% de sua atividade original, apds 24 horas de incubacéo.

Observou-se também que a enzima manteve cerca de 44% e 41% da
atividade original a 45 °C apo6s 2 horas de incubagdo. Cordeiro et al. (2002)
verificaram que a enzima incubada em solucdo de NaCl, em concentragdes de 1,0
M e 5,0 M, conservou 70% e 47% da atividade original, apos 24 horas, em
temperatura de 25 °C respectivamente, em estudos com a-amilase secretada pelo
Bacillus sp. SMIA-2.
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Figura 6 - Efeito da concentragdo de NaCl na atividade da a-amilase liofilizada,
produzida pelo Bacillus sp. espécie SMIA-2, durante 2 horas de
incubacgéo a 45 °C. Atividade relativa foi expressa como percentual da
atividade maxima (100% da atividade da enzima = 34,8 U/ml).

Segundo alguns autores, o ambiente onde os organismos sao isolados
pode influenciar as propriedades de suas proteinas. Bernhardsdotter et al. (2005)
mostraram que o Na® estimulou a atividade da amilase, principalmente pelo fato
de o Bacillus sp. L1711 ter sido isolado de amostras de um lago com alta

salinidade e abundante teor de soda caustica.
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3.6. Efeito dos inibidores e alguns agentes oxidantes na atividade da enzima

e compatibilidade com detergentes comerciais

Além da estabiidade em pH e temperatura, uma amilase com
caracteristicas apropriadas para ser utilizada em detergentes deve ser estavel
também a varios componentes presentes nas formulagdes de detergentes, como
surfactantes, agentes quelantes e oxidantes (Saxena et al., 2007).

A amilase do Bacillus sp. SMIA-2 exibiu atividade acima de 70% quando
incubada, por 1 hora a 50 °C, na presenga de dodecil sulfato de sédio (SDS), um
detergente anidnico. De acordo com Fennema (1996), detergentes como o
dodecil sulfato de sédio s&o potentes agentes desnaturantes de proteinas. Nas
concentragdes de 3-8 mM, eles sdo capazes de desnaturar proteinas globulares.

Uma pequena atividade residual foi obtida com o hipoclorito de sddio, e
quando incubada na presenca de peroxido de hidrogénio, a enzima foi

completamente inibida (Figura 7).
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Figura 7 - Efeito de alguns inibidores e agentes oxidantes, em diferentes tempos,
na atividade da a-amilase. A atividade € expressa como percentagem
de atividade na auséncia de agentes inibidores e oxidantes (100% da
atividade enzimatica = 31,9 U/ml).

A amilase produzida por Bacillus sp. PN5 exibiu atividade acima de 80%

quando foi incubada com perborato de sédio e dodecil sulfato de sédio. Além
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disso, atividade enzimatica foi acima de 70% quando a enzima foi incubada com o
perdéxido de hidrogénio, por 1 hora. Porém, uma atividade residual muito pequena
foi obtida com o hipoclorito de sodio (Saxena et al., 2007).

Considerando o efeito de EDTA, a enzima do presente estudo manteve
aproximadamente 53% da atividade original quando incubada por 1 hora a 50 °C.
A a-amilase de Bacillus sp. PS-7 manteve cerca de 100% da atividade quando 1
mM de EDTA foi adicionado a mistura de reagao (Sodhi et al., 2005). O efeito do
EDTA em amilases produzidas por espécies de Bacillus alcalofilicos varia
consideravelmente, sendo que algumas ndo sao afetadas na presenca de EDTA a
concentragdes altas de 100 mM (Hagihara et al., 2001), e, por outro lado, outras
sdo completamente inibidas em baixas concentragées de 1 mM (Kim et al., 1995).

Estudos sobre o efeito dos detergentes na atividade da a-amilase de
Bacillus sp. SMIA-2 mostraram que a atividade da enzima aumentou quando foi
incubada na presenca do detergente marca Omo® e foi semelhante ao controle
quando a marca Campeiro® foi utilizada. Entretanto, a enzima foi severamente

inibida pelos detergentes Ultra-Biz® e Cheer® (Figura 8).
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Figura 8 - Compatibilidade da a-amilase de Bacillus sp. espécie SMIA-2 com
detergentes comerciais. A atividade é expressa como percentual da
atividade enzimatica encontrada na auséncia de detergentes (100%
da atividade enzimatica = 34,93 U/ml).
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A compatibilidade da a-amilase produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2 com

certos detergentes comerciais foi determinada durante 60 minutos a 50 °C. A

enzima manteve cerca de 86%, 85% e 75% da atividade, apds 20 minutos de

incubacdo a 50 °C, na presenca de detergentes em pé das marcas: Omo®,

Campeiro® e Tide®, respectivamente (Figura 9). Apés 40 minutos, estas marcas

Tide®, Omo® e Campeiro® mantiveram 49%, 47% e 40% da atividade a 50 °C,

respectivamente.
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Figura 9 — Estabilidade da a-amilase, produzida por Bacillus sp. espécie SMIA-2,
em detergentes comerciais. A atividade é expressa como percentual
da atividade enzimatica encontrada na auséncia de detergentes. Os
detergentes estudados foram eAriel®, mUltra Biz®, ACheer®, X Tide®,
BCampeiro®, ®0mo® (100% da atividade enzimatica = 47 U/ml).

4. CONCLUSOES

O Bacillus sp. SMIA-2 cresceu e secretou a-amilase quando cultivado em

meio contendo amido soluvel como fonte de carbono e suplementado com

proteinas do soro de leite e peptona. A atividade da a-amilase aumentou com o

tempo de cultivo alcangando seu valor maximo apos a populagao celular atingir o

seu pico, ja na fase estacionaria.
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O pH 6timo da a-amilase foi de 8,5. Apdés a incubacdo da solucdo da
enzima por 2 horas, em temperatura ambiente, em pH 9,5 e 11,0, foi observado
um decréscimo de aproximadamente 6,3% e 16,5% da atividade original. Em pH
6,0, a enzima perdeu aproximadamente 36% de sua atividade original, mostrando,
assim, que a enzima foi ativa numa ampla faixa de pH.

A temperatura 6tima encontrada para a a-amilase foi de 90 °C, sendo que
esta mesma enzima apresentou uma maior estabilidade térmica entre 40 e 50 °C
por 1 hora.

A a-amilase de Bacillus sp. SMIA-2 foi pouco afetada pela presenca de
ions metalicos, com excecao de CaCl, 5 mM, em que a enzima se manteve
estavel a 90 °C durante 30 minutos.

A enzima manteve 63% da atividade em solucdo com 2,0 M de NaCl,
apds 2 horas de incubacgéo a temperatura de 45 °C.

A atividade da a-amilase em presenca de inibidores e agentes oxidantes
exibiu uma baixa atividade residual na presenca de hipoclorito de sddio e foi
completamente inibida em peroxido de hidrogénio. Entretanto, a enzima mostrou
uma atividade de 74%, por 1 hora a 50 °C, em dodecil sulfato de sédio (SDS).

Além disso, a amilase exibiu uma compatibilidade frente a alguns
detergentes comerciais, mantendo 86%, 85% e 75% de atividade apds 20 minutos
de incubacdo a 50 °C na presenca dos detergentes: Omo®, Campeiro® e Tide®

respectivamente.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

A influéncia das condicbes de cultivo sobre producdo de a-amilase pelo
termofilico Bacillus sp. SMIA-2, algumas propriedades bioquimicas da enzima e
sua compatibilidade com alguns detergentes comerciais foram estudadas.

O microrganismo foi capaz de crescer satisfatoriamente em todas as
fontes de carbono testadas. Entretanto, a atividade da a-amilase variou
grandemente em resposta a fonte de carbono, sendo o amido soluvel, em baixa
concentragao (2,5 g/L), o composto que possibilitou a maior atividade enzimatica.

A suplementagao do meio de cultura com proteinas do soro de leite (0,25
g/L) e peptona (2 g/L) proporcionou um aumento na atividade enzimatica com
niveis de atividade de 63,5 U/ml, reduzindo ainda o tempo de cultivo.

A produgédo maxima da enzima foi observada quando o microrganismo foi
crescido em meio de cultivo a 50 °C e pH inicial de 8,5.

A oa-amilase secretada pelo microrganismo em estudo apresentou
atividade maxima em pH 8,5. Em relacdo a estabilidade ao pH, a a-amilase
manteve 93,7% e 83,5% de atividade em pH 9,5 e 11,0 respectivamente, por 2
horas de incubacgéo a temperatura ambiente.

A temperatura 6tima encontrada para atividade da a-amilase foi de 90 °C,

sendo que a mesma foi estavel a temperaturas de 40 e 50 °C por 1 hora.
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A a-amilase de Bacillus sp SMIA-2 ndo requereu ions metalicos para sua
atividade catalitica, com a excecdo do CaCl,, 5 mM, que aumentou a estabilidade
térmica da enzima.

A atividade original da enzima foi de 63% ap0ds 2 horas de incubagdo em
solucdo de 2,0 M de NaCl, a temperatura de 45 °C.

A o-amilase exibiu uma baixa atividade residual na presenca de
hipoclorito de sédio e completa inibicdo em perdxido de hidrogénio. Entretanto, a
enzima manteve 74% de atividade em SDS por 1 hora a 50 °C.

A amilase apresentou uma boa estabilidade nas solugbes de alguns
detergentes estudados, mantendo 86%, 85% e 75% de atividade apds 20 minutos
de incubagdo a 50 °C na presencga dos detergentes Omo®, Campeiro® e Tide®
respectivamente.

A hidrélise de diferentes amidos mostrou que, em altas temperaturas, a
liberacdo de acucares redutores foi favorecida, sendo que no amido de batata
ocorreu em maior extensao. O efeito da temperatura na hidrélise dos amidos de

milho e mandioca a 70 °C foi maior do que a 60 °C.
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Quadro 1A - Resumo da analise de variancia para avaliagdo das caracteristicas

densidade o6tica (D.O.), pH e atividade da a-amilase em fungédo do
tempo de cultivo

Quadrado Médio

Fonte de variagao GL D.O. pH Atividade da
a-amilase
Fonte de carbono 5 4, 960* 10,612 1256,536*
Tempo 9 3,375* 1,439* 265,320*
Fonte de carbono 45 0,389* 1,334* 71,308*
*tempo
Residuo (Erro) 120 0,008 0,099 1,508
Média 1,205 6,971 8,011
CV (%) 7,640 4 525 15,332

* Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
"S N&o significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 2A - Resumo da analise de variancia para avaliagdo das caracteristicas

densidade o6tica (D.O.), pH e atividade da a-amilase em fungédo do
tempo de cultivo

Quadrado Médio
Fonte de variagao GL D.O. pH

Atividade da
o-amilase
Concentracao de 3 0,220* 3,919 2068,602*
amido
Tempo 6 7,166* 0,235* 1419,679*
Concentracao de 18 0,034* 0,236* 260,475*
amido *tempo
Residuo (Erro) 56 0,003 0,018 2,493
Média 1,656 7,418 17,323
CV (%) 3,378 1,799 9,114

* Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
"S N&o significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Quadro 3A - Resumo da analise de variancia para avaliagdo das caracteristicas
densidade o6tica (D.O.), pH e atividade da a-amilase em fungédo do
tempo de cultivo

Quadrado Médio

Fonte de variagao GL D.O. pH Atividade da
o-amilase
Concentracao da 4 0,121* 0,087* 511,661~
proteina do soro de leite
Tempo 4 7,390* 5,640* 5706,811*
Concentragéo da 16 0,019" 0,029" 278,824*
proteina do soro de leite
* tempo
Residuo (Erro) 50 0,006 0,008 2,299
Média 1,411 8,001 31,931
CV (%) 5,643 1,117 4,749

* Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
" Nao significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 4A - Resumo da analise de variancia para avaliagdo das caracteristicas
densidade o6tica (D.O.), pH e atividade da a-amilase em fungédo do
cultivo de 24 horas

Quadrado Médio

Fonte de variacao GL D.O. pH Atividade da
o-amilase
Fonte de nitrogénio 14 1,2995* 3,335* 1073,251*
Residuo (Erro) 30 0,022 0,020 4,506
Média 1,486 7,883 24,383
CV (%) 9,986 1,791 8,706

* Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
" Nao significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Quadro 5A - Resumo da analise de variancia para avaliagdo das caracteristicas

densidade o6tica (D.O.), pH e atividade da a-amilase em fungédo do
tempo de cultivo

Quadrado Médio

Fonte de variagao GL D.O. pH Atividade da

o-amilase

pH inicial 3 5,309* 3,472% 3907,370*

Tempo 4 0,013" 1,363* 1269,882*

pH inicial * tempo 12 0,011 0,051* 107,257*
Residuo (Erro) 40 0,007 0,003 4,442
Média 1,355 8,448 31,867
CV (%) 6,176 0,626 6,614

* Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
"® Nao significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 6A - Resumo da analise de variancia para avaliagdo das caracteristicas

densidade o6tica (D.O.), pH e atividade da a-amilase em fungédo do
tempo de cultivo

Quadrado Médio

Fonte de variagao GL D.O. pH Atividade da
o-amilase
Temperatura 5 3,300* 1,480 1310,877*
Tempo 2 2,047 0,179* 1873,204*
Temperatura * tempo 10 0,275* 0,036* 248,948
Residuo (Erro) 36 0,005 0,006 1,669
Média 1,279 7,828 19,023
CV (%) 5,337 0,981 6,791

* Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
" Nao significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.



