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Otimizacao das condi¢des de cultivo para a produg¢ao de amilases pelo
termofilico Bacillus sp. e hidrolise de amidos pela acao da enzima

Optimization of culture conditions for the production of amylases by thermophilic
Bacillus sp. and hydrolysis of starches by the action of the enzymes

Raquel Vieira de CARVALHO!, Thamy Livia Ribeiro CORREA!, Julia Caroline Matos da SILVA,

Alexandre Pio VIANA!, Meire Lelis Leal MARTINS™

Resumo

A otimizagdo das condi¢des de cultivo para a produgido de o-amilase por um termofilico Bacillus sp. cepa SMIA-2 foi realizada. Além disso,
a hidrolise enzimatica do amido, proveniente de vdrias fontes tais como batata, mandioca e milho, foi também investigada. A produgao de
o-amilase por Bacillus sp. SMIA-2, cultivado em meio liquido contendo amido (5 g.L™') como fonte de carbono e suplementado com 0,5 g.L™
de proteinas do soro de leite e 2 g.L ™' de peptona, alcangou o méaximo em 32 horas com niveis de 37 UmL™. O microrganismo foi capaz
de utilizar diversas fontes de carbono, porém a atividade da amilase variou com cada fonte. O amido foi a melhor fonte de carbono para
a secre¢do da amilase, enquanto a sacarose, lactose, maltose, galactose e glicose nao foram muito efetivas. Uma redug¢do na concentragio
de amido de até 2,5 g.L ™! no meio de cultura melhorou o crescimento do organismo e a atividade enzimatica. Em altas concentragoes de
amido, a produg¢ao da enzima foi comparativamente menor. Em relagao as fontes de nitrogénio organico e inorganico, a peptona (2 g.L™")
foi considerada a melhor. Considerando a quantidade de proteinas do soro de leite no meio de cultivo, a concentragao de 0,25 g.L™* foi
considerada a mais efetiva para a secre¢do da oi-amilase pelo microrganismo. A produgao maxima da atividade enzimatica foi observada a
50 °C e pH 8,5. A enzima foi capaz de degradar todos os amidos testados. A hidrolise do amido de batata resultou num alto rendimento de
agucares redutores em comparagao as outras fontes de amido. Amido soltivel e amido de mandioca ocuparam, respectivamente, a segunda e
terceira posigdo em relagdo a liberagao dos agucares redutores, enquanto que a amilase estudada mostrou apenas uma ligeira afinidade pelo
amido de milho. Com o aumento da temperatura da reagdo para 70 °C, a hidrdlise dos substratos, com exce¢do do amido solavel, resultou
em maiores quantidades de aguicares redutores.

Palavras-chave: amilase; Bacillus; amido; hidrélise; bactéria termofilica.

Abstract

The optimization of culture conditions for the production of a-amylase by the thermophilic Bacillus sp strain SMIA-2 was carried out. In
addition, the enzymatic hydrolysis of starch from several sources, such as potato, cassava and corn was investigated. Alpha-amylase production
by Bacillus sp SMIA-2 cultivated in liquid cultures containing starch as carbon source and supplemented with 0.5 g.L-! whey protein and
2.0 g.L'! peptone reached a maximum of 37 UmL™ at 32 hours. The microorganism was capable of utilizing several carbon sources, but
amylase activity varied with each source. Starch was the best carbon source for amylase secretion, while lactose, maltose, sucrose, galactose,
and glucose were not very effective. Decreasing starch concentration in the medium to 2.5 g.L™' improved organism growth and enzyme
activity. At higher starch concentrations, enzyme production was comparatively lower. Among the various organic and inorganic nitrogen
sources, peptone (2.0 g.L!) was found to be the best. Regarding the amount of whey protein in the medium, the concentration of 0.25 g.L
was considered the most effective for amylase secretion by the organism. Maximum amylase activity was observed at 50 °C and pH 8.5. The
enzyme was able to degrade all the starches tested. Potato starch hydrolysis resulted in a higher yield of reducing sugars in comparison to
the other starches. Soluble and cassava starch were, respectively, in second and third positions regarding the liberation of reducing sugars,
while the amylase studied showed a slightly lower affinity for corn starch. Increasing the reaction temperature to 70 °C resulted in higher
levels of reducing sugars after the hydrolysis of the substrates, except for soluble starch.

Keywords: amylase; Bacillus; starch; hydrolysis; thermophilic bacterium.

1 Introdugao

As amilases constituem um dos mais importantes grupos
de enzimas industriais com aplica¢des em diferentes industrias
como de alimentos, téxtil, quimica, farmacéutica e de detergen-
tes (DEMIRKAN et al., 2005; GUPTA et al., 2003; NIELSEN;
BORCHERT, 2000; PANDEY et al., 2005; SOCCOL, 2005;
SURMELY, 2003).

As enzimas amiloliticas sdo responsaveis por 25 a 33% da
producdo mundial de enzimas, ocupando segundo lugar logo
apos as proteases (NGUYEN et al,, 2002). Dentre estas, a mais
importante é a o-amilase, pois desempenha um papel funda-
mental na conversdo do amido em produtos de baixo peso
molecular, que podem ser utilizados por outras enzimas do
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mesmo grupo. E desejével que a ai-amilase seja ativa em altas
temperaturas para a gelatinizagéo (100-110 °C) e para liquefagdo
(80-90 °C) do amido (PEIXOTO et al., 2003; SARIKAYA et al.,
2000; SIDHU et al., 1997).

As amilases produzidas por microrganismos termofilicos
tém recebido consideravel atencdo da industria por serem
termoresistentes e por possuirem caracteristicas importantes
como estabilidade a temperatura e ao pH. Entre as oi-amilases
bacterianas mais importantes industrialmente, estdo as secreta-
das pelo género Bacillus. Das 48 espécies de Bacillus descritas,
32 produzem o-amilase, mas apenas poucas destas sdo capazes
de secretar enzimas ativas em altas temperaturas. Dentro deste
género, B. amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis
e B. licheniformis sao as duas espécies mais utilizadas freqiien-
temente na produgdo comercial de a-amilase (SAJEDI et al,,
2005). As vantagens em se usar 0.-amilase termoestavel em pro-
cessos industriais incluem diminui¢do do risco de contamina-
¢do, aumento da taxa de difusdo dos reagentes e diminuicéo dos
custos com refrigeracao externa (LIN; CHYAU; HSU, 1998).

Alguns microrganismos produzem uma quantidade limi-
tada de enzimas dificultando sua aplicagdo industrial. Porém,
na maioria dos casos, adotando-se métodos simples como
a utilizagdo de um meio de cultura especifico e otimizado ¢
possivel aumentar significativamente o rendimento enzimatico
(KUMAR; TAKAGI, 1999). A produgio industrial de enzimas
é freqlientemente limitada devido aos custos dos substratos
utilizados para o cultivo dos microrganismos. Estima-se que
por volta de 30 a 40% do custo envolvido na produgido de
enzimas esteja relacionado ao meio de cultura utilizado para
o crescimento do microrganismo. Portanto, sua otimizagdo é
de grande importéncia para a redugdo dos custos de producio
(JOO; CHANG, 2005).

Amido e amilaceos foram descritos como os substra-
tos mais adequados para a alta produtividade de amilases
(ALL HOSSAIN, 1991; GOSH; CHATTERJEE; DAS, 1991;
KILIKIAN, 1996), podendo ser aproveitados residuos
agricolas ou de processamento de amido, os quais contém
quantidades residuais de amido suficientes para esse fim
(DJEKRIF-DAKHMOUCHE et al., 2006; HAQ et al., 2003;
KONSULA; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2004).

Varios residuos agroindustriais sao usados como fontes alter-
nativas de substratos para a producdo de enzimas (BOCCHINI
et al., 2005), devido a disponibilidade local e por representar
uma fonte alternativa de baixo valor comercial, principalmente
quando se visa a produgdo destas enzimas em larga escala. De
modo geral, a preocupagdo em relagéo a utilizagao mais eficiente
de residuos agroindustriais vem aumentando a cada ano. Resi-
duos como o soro de queijo, altamente rico em proteinas, tem
sido utilizado por diversos pesquisadores (BAJPAI; BAJPAI,
1989; NASCIMENTO; MARTINS, 2004; ROMERO et al., 2001;
USTARIZ et al,, 2004; WU et al., 2006).

Apesar de existir um bom nimero de trabalhos sobre a
produgdo e as propriedades de o.-amilases bacterianas, as infor-
magdes 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
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variada frente a uma mesma condigdo de incubacio, podendo
produzir enzimas com propriedades diversas.

O objetivo deste trabalho foi otimizar a produc¢éo de amilase
pelo termofilico Bacillus sp. SMIA-2 utilizando substratos de
baixo custo. Além disso, avaliou-se a eficiéncia da enzima em
hidrolisar varios tipos de amido.

2 Material e métodos

2.1 Microrganismo e condigoes da cultura

O microrganismo utilizado neste estudo foi uma bactéria
termofilica, Bacillus sp. SMIA-2, previamente isolada de amos-
tras de solo e coletada na cidade de Campos dos Goytacazes,
Rio de Janeiro, Brasil (NUNES; MARTINS, 2001).

Para a produgéo da amilase o seguinte meio de cultura foi
utilizado (g.L™' de 4gua destilada): amido soltvel - 5,0; proteinas
do soro deleite - 0,5; peptona - 2,0; MgSO, - 0,5; K, HPO, - 0,87;
KCl - 0,3; CaCl2 - 0,29 e tragos de metais (ZnO - 2,5 X 107
FeCl,.6H,0 - 2,7 X 10 MnCL 4H,0 - 1,0 x 10 CuCL,.2H,0
- 8,5x 10" CoCL.6H,0 - 2,4 x 10 NiCl,.6H,0 - 2,5 x 10
H,BO, - 3,0 x 10*e Na,MoO, - 1,0 X 107*). O pH foi ajustado
para 7,5 com NaOH e este meio foi esterilizado em autoclave a
121 +2 °C por 15 minutos.

O meio de cultura foi inoculado com 1 mL de uma cultura
preparada de véspera (pré-indculo) e incubada em um agitador
rotatério (Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, USA) operando
a 180 rpm em temperatura de 50 °C. Em todos os experimentos
foram realizadas trés repeticdes, sendo cada uma constituida
por 25 mL de meio de cultura em erlenmeyer de 250 mL. Em
intervalos de tempo determinados, foram retirados frascos
para medida da densidade dtica a 600 nm, com a utilizagao de
um espectrofotometro SHIMADZU modelo UV-mini 1240
(Kyoto, Japao), do pH e dosagem da atividade da enzima nos
filtrados da cultura.

2.2 Determinagdo da atividade enzimdtica

Para a remogao das células, o meio de cultura foi centrifu-
gado a 1800 g por 15 minutos a 4 °C em uma centrifuga, modelo
Hermle-Z 382K (Wehingen, Alemanha), e o sobrenadante livre
de células utilizado para dosagem da atividade da amilase. A
atividade enzimatica foi determinada em amostras em triplicata,
pela quantificagdo de agtcares redutores (glicose) através do
método de Miller (1959).

Uma mistura contendo 0,5 mL da preparagdo enzimatica
(sobrenadante livre de células), 0,5 mL da solu¢do de amido,
0,5% em tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,5 ¢ 0,2 mL do mesmo
tampao foi incubada a 90 °C por 10 minutos. Apds este peri-
odo a reagéo foi paralisada pela adigdo de 1 mL do reagente
de Miller (1959). A mistura foi colocada em dgua em ebuli¢ao
por 10 minutos, e em seguida resfriada em banho de gelo.
A coloragdo desenvolvida foi medida em espectrofotometro
SHIMADZU UV-mini 1240 (Kyoto, Japao), em 540 nm. O
mesmo procedimento foi realizado com o controle, exceto que
o reagente de Miller foi adicionado juntamente com a enzima a
solugdo de amido 5 g.L™' e esta mistura foi colocada em dgua em
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ebuli¢do como descrito anteriormente. Uma unidade da ativi-
dade da enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 imol de agticar redutor por minuto
a partir do amido soluvel nas condi¢des do ensaio.

2.3 Efeito das condigoes de cultivo
sobre a atividade da enzima

A influéncia da fonte de carbono sobre o crescimento do
microrganismo e a atividade da amilase foi investigada substi-
tuindo o amido soltivel do meio de cultura pelas seguintes fontes
de carbono a 5 g.L*": D(+) galactose, lactose, sacarose, maltose,
D(+) glicose. Além disso, vérias concentra¢des de amido (2,5,
5,10 e 30 g.L™!) foram utilizadas no meio para avaliar a ativi-
dade da enzima. As fontes de nitrogénio incluindo citrato de
amonio (10 g.L "), NH NO, (10 g.L*"), (NH,),SO, (10 g.L"),
NH,CI (10 g.L"), KNO, (10 g.L™"), peptona (1 a 5 g.L™"), extrato
delevedura (2 g.L™"), extrato de carne (2 g.L!) e caseina (2 g.L ™)
foram acrescidas individualmente ao meio de cultura para
avaliar a atividade enzimatica. Finalmente, a concentracio da
proteina do soro de leite também foi variada no meio de cultura
de0,25a1gL™

O efeito da temperatura de incubagio e do pH inicial do
meio de cultura sobre a atividade da enzima foi estudado cul-
tivando o microrganismo nas temperaturas de 42, 50 e 55 °C
e com valores iniciais de pH do meio entre 7 a 8,5. Os valores
de pH do meio foram ajustados com carbonato de sodio
(10 g.L™).

2.4 Hidrdlise de varias fontes de amido

A hidrolise de varias fontes de amido foi realizada de acor-
do com a metodologia descrita por Mamo e Gessesse (1999),
com ligeiras modificagdes. Uma mistura contendo 100 mg de
amido, 2 mL da preparagdo enzimatica (100 UmL™) e 8 mL de
tampdo Tris-HCI (50 mM) pH 8,5 foi incubada a temperaturas
de 60 e 70 °C. A quantidade de agucar redutor liberado foi deter-
minada através do método de Miller (1959). Uma curva padrdo
de glicose foi construida medindo-se a absorvancia de solugoes
com concentragdes conhecidas deste agticar a 540 nm.

2.5 Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em triplicata e os resul-
tados avaliados pela andlise de variancia (ANOVA) utilizando o
programa SAS. Os efeitos dos tratamentos foram comparados
pelo teste de Tukey.

3 Resultados e discussiao

3.1 Perfil do crescimento do microrganismo e
atividade da amilase

O Bacillus sp. SMIA-2 cresceu e secretou amilases quando
cultivado num meio de cultura contendo amido soltvel (5 g.L™)
e suplementado com peptona (2 g.L™') e proteinas do soro de leite
(0,5 g.L™") (Figura 1). O crescimento exponencial do microrga-
nismo foi observado por um periodo de tempo relativamente
curto, iniciando apos 4 horas de crescimento e finalizando
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Figura 1. Crescimento e atividade de o-amilase secretada por
Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em amido soltvel (5 g.L) e suplemen-
tado com proteinas de soro de leite (0,5 g.L™) e peptona (2 g.L!) por
48 horas a 50 °C. As barras representam o desvio padrdo. A auséncia
de barras indica que o erro foi menor do que o simbolo.

apos 12 horas. A partir deste tempo, a cultura entrou na fase
estaciondria. A produgido da a-amilase iniciou durante a fase
exponencial de crescimento alcangando o maximo em 32 horas,
com niveis de 37 U.mL"". Subseqiientemente, a atividade da en-
zima permaneceu mais ou menos a mesma até 36 horas, e entao
caiu para aproximadamente 30 UmL™' em 48 horas.

De acordo com vdérios autores, a sintese de a-amilase por
microrganismos do género Bacillus, de modo geral, ocorre de
duas maneiras, dependendo das condi¢oes 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
(BAJPAIL; BAJPAI, 1989; STEPHENSON et al., 1998). Na segun-
da maneira, a formacdo da enzima é lenta durante a fase logarit-
mica de crescimento, seguida de um aumento da velocidade de
sintese na medida em que a velocidade de crescimento diminui
e atinge a fase estaciondria (ASGHER et al., 2007; GOYAL;
GUPTA; SONI, 2005; HAMILTON; KELLY; FOGARTY, 1999;
KONSULA; LTAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2007; SODHI
etal.,,2005; TEODORO; MARTINS, 2000). Este comportamento
foi o encontrado para a o--amilase de Bacillus sp. SMIA-2.

O pH do meio de cultivo inicialmente caiu quando o nu-
mero de células aumentou, mas tdo logo a producdo enzima-
tica foi iniciada o pH do meio comegou a se elevar. O final da
produgcéo enzimdtica foi sinalizado por um ligeiro decréscimo
do pH da cultura. De acordo com Ming Chu et al. (1992), a
acidificagdo ou alcalinizagdo do meio durante o crescimento
de uma cultura reflete o consumo do substrato. Quando ions
amonio estdo sendo utilizados, o meio torna-se mais acido e
quando nitrogénio organico (aminoacidos e peptideos) esta
sendo assimilado, 0 meio torna-se mais alcalino. Devido a essa
relagdo entre a sintese de o-amilase e a utilizagdo de compos-
tos nitrogenados, a varia¢do do pH ¢é utilizada para fornecer
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informacdes importantes sobre a produgdo de a-amilase como
o inicio e o final de sua sintese.

3.2 Influéncia da composi¢do do meio de
cultura sobre a atividade da o-amilase

A atividade de a-amilase variou significativamente em
resposta a fonte de carbono utilizada no meio de cultura para o
crescimento do microrganismo. A producdo da amilase foi sig-
nificativamente maior durante o crescimento do microrganismo
em amido do que em glicose (Tabela 1). Resultados semelhantes
foram obtidos quando outros agucares soltveis, tais como ga-
lactose, lactose, sacarose e maltose foram utilizados.

De fato, hd uma tendéncia de polissacarideos como ami-
do soluvel, dextrina e glicogénio proporcionarem uma maior
produ¢io da enzima por microrganismos do género Bacillus
do que mono ou dissacarideos como glicose, frutose, lactose,
galactose e sacarose. Ndo se sabe, no entanto, se nesses casos
sdo os polissacarideos adicionados ao meio de cultura em si, ou
se sao seus produtos de degradacdo ou metabdlitos formados
durante a fermentagdo, que estimulam a sintese da enzima.

Saxena et al. (2007), estudando o efeito de diferentes fontes
de carbono sobre a produgio de o-amilase por Bacillus sp. PN5,
verificaram que o amido induziu a sintese da enzima enquanto
que a frutose e a glicose inibiram sua produgio. A secre¢do de
amilases em meios de cultivo contendo amido como fonte de car-
bono tem sido descrita para vérias cepas de Bacillus (AGRAWAL
etal., 2005; CHERRY; HUSSAIN; ANWAR, 2004; KONSULA;
LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2007; MESSAOUD et al.,
2004; TANYILDIZI; OZER; ELIBOL, 2005).

A biossintese da amilase foi favorecida quando baixas
concentragdes de amido foram utilizadas no meio de cultura
(Tabela 2). Embora o Bacillus sp. SMIA-2 crescesse satisfato-
riamente em todas as concentragdes testadas, a concentracio
de 2,5 g.L" foi a que proporcionou uma melhor atividade da
enzima. Além disso, a biossintese da amilase parece ser inde-
pendente da disponibilidade de amido no meio, uma vez que na
sua auséncia foram encontrados niveis moderados da atividade
da enzima (23,44 U.mL™). Estes resultados sdao similares aos
encontrados por Konsula e Liakopoulou-Kyriakides (2004)
para o Bacillus subtilis.

Tabela 1. Atividade de a-amilase de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado
em um meio acrescido individualmente de varias fontes de carbono
(5 g.L'") e suplementado com proteinas do soro de leite (0,5 g.L ) e
peptona (2 g.L") por 32 horas a 50 °C.

Fonte de carbono  Densidade 6tica  Atividade méxima da enzima

(5gL") (600 nm) (UmL™?)
Glicose 1,20 £ 0,00¢ 8,30 = 0,84¢
Galactose 2,13 £0,202 15,27 £ 3,44°
Maltose 1,68 +0,11° 14,91 £ 8,30°
Lactose 0,46 + 0,084 4,59 +0,36¢
Sacarose 1,54 £ 0,17° 9,51 +2,97¢
Amido 2,08 £0,07° 35,28 £0,43*

A suplementag¢do do meio de cultivo com proteinas do soro
de leite proporcionou um aumento da producdo de o-amilase.
A atividade méxima da enzima (61 U.mL™") foi obtida quando
uma concentra¢io de 0,25 g.L™! deste residuo foi utilizada no
meio (Tabela 3).

De uma forma geral, as fontes orgéinicas de nitrogénio
estimularam mais o crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 e a
sintese da amilase que as inorganicas (Tabela 4). O aumento
da concentragdo da peptona no meio de cultura até 2 g.L™!
resultou em um aumento do crescimento do microrganismo e
da sintese da enzima.

Entretanto, embora as concentragdes de peptona acima de
2 g.L" tenham estimulado o crescimento do microrganismo, a
atividade da amilase decresceu. Estudos conduzidos por varios
outros pesquisadores revelaram que as fontes organicas de nitro-
génio foram também as melhores para o crescimento e produgao
de amilases por microrganismos (GOYAL; GUPTA; SONI, 2005;
JIN et al., 2001; KONSULA; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES,
2007; KUNAMNENIL PERMAUL; SINGH, 2005; LIN; CHYAU;
HSU, 1998).

A atividade da amilase variou com o pH inicial do meio
de cultura (Tabela 5). A mais alta atividade foi alcancada em
culturas cujos valores de pH foram crescendo de 8,0 a 8,5. Em
relagdo a temperatura de incubacio do meio, a secrecao da
enzima foi maxima a 50 °C (Tabela 6).

3.3 Hidrdélise de virias fontes de amido

A produgido de agucares redutores a partir da hidrolise
de viérias fontes de amido realizada a 60 °C esta mostrada na

Tabela 2. Atividade de o.-amilase de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em
um meio contendo diferentes concentragdes de amido e suplementa-
do com proteinas do soro de leite (0,5 g.L™) e peptona (2 g.L™!) por
32 horas a 50 °C.

Concentragdo de amido Densidade 6tica

Atividade méxima da

(g.L) (600 nm) enzima (U.mL™)
0 1,18 £0,00¢ 23,44 + 4,704
2,5 2,11 £0,06° 50,35 £ 0,64
5,0 2,21 0,05 46,55 + 2,96°
10 2,25+ 0,05* 30,87 £ 0,62¢
30 1,25+ 0,25¢ 0,0°

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey; e * indica o desvio padrao.

Tabela 3. Atividade de o.-amilase de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em
um meio contendo amido (2,5 g.L'!), peptona (2 g.L'!) e diferentes
concentragdes de proteina do soro de leite por 32 horas a 50 °C.

Concentragio de Densidade dtica  Atividade méxima da

proteina do soro de leite (600 nm) enzima (UmL™)
(gL™")
0 1,92 +0,09* 35,74 +0,72¢
0,25 1,92 £ 0,072 61,20 £ 1,772
0,5 1,69 £ 0,02° 55,06 + 0,96°
0,75 1,60 + 0,06° 48,83 +0,88¢
1,0 1,60 £ 0,14° 50,80 £ 3,58°

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey; e £ indica o desvio padrao.
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As médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo
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Tabela 4. Atividade de a-amilase de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado
em um meio contendo amido (2,5 g.L™!), proteinas do soro de leite
(0,25 g.L") e acrescido individualmente de varias fontes de nitrogénio
por 32 horas a 50 °C.

Fontes de nitrogénio (g.L")

Densidade 6tica  Atividade méaxima

(600 nm) da enzima (UmL™)

Sem nitrogénio 0,95+ 0,01¢ 29,93 £3,43¢
Peptona (1,0) 1,75+ 0,18%¢ 29,82 +3,07¢
Peptona (2,0) 1,94 + 0,17%¢ 63,53 +2,82°
Peptona (3,0) 2,02+ 0,13 48,88 +2,86"
Peptona (4,0) 2,05+ 0,15® 17,31 + 1,66
Peptona (5,0) 2,12+0,22%® 0,0d!

Extrato de caseina (2,0) 1,95 + 0,13%< 40,49 + 0,96°
Extrato de levedura (2,0) 1,74 + 0,204 38,94 + 4,04
Caseina (2,0) 1,55+ 0,17 22,83 +1,80°
(NH,) HPO, (10,0) 1,34 £ 0,20% 33,23 % 1,45
KNO, (10,0) 1,42 %0,17¢ 19,62 +1,97%
NH4N03 (10,0) 0,35+0,01° 14,14 £ 0,818
Citrato de amonio (10,0) 2,26 £ 0,05* 7,01 +2.21"
(NH,) SO, (10,0) 0,36 + 0,03 0,0

NH4C1 (10,0) 0,47 £0,01° 0,0

As médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey; e * indica o desvio padrao.

Tabela 5. Atividade de oi-amilase de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em um
meio contendo amido (2,5 g.L™!), proteinas do soro deleite (0,25 g.L ") e
peptona (2 g.L™") por 32 horas a 50 °C e com varios valores de pH.

pHinicial ~ Densidade dtica (600 nm) Atividade méxima da
enzima (U.mL™)
7,0 1,44 £ 4,00¢ 28,88 +2,150°
7,5 1,66 £ 0,02* 34,90+ 0,81°
8,0 1,70 £0,01* 54,78 £ 1,06
8,5 1,61 9,003 57,70 £ 0,59

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

Tabela 6. Atividade de o-amilase de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado
em um meio contendo amido (2,5 g.L ™), proteinas do soro de leite
(0,25 g.L™') e peptona (2 g.L'!) por 32 horas a vérias temperaturas de
incubagio e com pH 8,5.

Temperatura (°C) D.O (600 nm) Atividade maxima da
amilase (U.mL™)
42 1,941 +0,003* 20,707 £1,175°
50 2,042 £0,013* 53,203 +4,3192
55 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; e + indica o desvio padrao.

Figura 2a. Uma maior quantidade de agucares redutores foi
liberada a partir do amido de batata, seguido do amido solavel
e de mandioca, enquanto o amido de milho foi hidrolisado
em uma menor extensdo. A utilizacio do sobrenadante livre
de células como fonte da enzima ¢ altamente vantajosa, prin-
cipalmente porque diminui o custo da hidrdlise (KONSULA;
LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2004).

A hidrdlise dos varios amidos foi também realizada a 70 °C.
Como pode ser visto na Figura 2b, a quantidade de agucares re-
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Figura 2. Produgéo de agticares redutores: a) 60 °C; e b) 70 °C a partir
de diversos amidos.

dutores liberados para todos os amidos testados foi maior com o
aumento da temperatura de 60 para 70 °C. Entretanto, o efeito da
temperatura na extensdo da hidrolise foi mais acentuado no caso
do amido de milho e de mandioca. A quantidade de agticares
redutores liberados a partir da hidrdlise do amido de milho e de
mandioca realizada a 70 °C foi em torno de 10 e 2 vezes maior,
respectivamente, que quando realizada a 60 °C. De acordo com
Konsula e Liakopoulou-Kyriakides (2004), o aumento da tem-
peratura de hidrélise geralmente provoca uma maior produgio
de agticares redutores. Este aumento pode ser devido a maior
atividade da enzima a altas temperaturas ou o intumescimento
da regido amorfa do granulo de amido.

Goyal et al. (2005) também observaram a hidrélise subs-
tancial dos granulos de amido na faixa de temperaturas de
60 a 90 °C, indicando a natureza termoestdvel da enzima. A
hidrolise maxima do amido de batata (1%) ocorreu a 70 °C
com 90 e 89% de conversio a glicose, apds 5 e 3 horas, respec-
tivamente.

4 Conclusoes

A maior atividade de o-amilase secretada por Bacillus sp.
SMIA-2 ¢é obtida quando o mesmo ¢ cultivado em um meio
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contendo baixa concentra¢ido de amido como fonte de carbono
(2,5g.L™") e suplementado com 0,5 g.L™! de proteina do soro de
leite e 2 g.L ! de peptona a 50 °C e pH 8,5. A enzima é capaz de
degradar vérios tipos de amido, sendo que a hidrélise do amido
de batata resulta num alto rendimento de agticares redutores em
comparagao as outras fontes de amido. O aumento da tempera-
tura de reacdo da hidrélise para 70 °C proporciona a obtengdo
de maiores quantidades de agticares redutores.
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