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RESUMO

BIOTECNOLOGIA: AVALIAGAO DA ATIVIDADE AMILOLITICA DE BACILLUS
AMYLOLIQUEFACIENS

AUTOR: Ubiratan Alegransi Bones
ORIENTADOR: Jefferson Alves da Costa Junior

A biotecnologia é o ramo da ciéncia que utiliza moléculas, virus, microrganismos,
células, animais, plantas ou parte deles em processos tecnoldgicos para gerar
beneficios para o ser humano e o meio ambiente. Neste contexto, as enzimas séo
biocatalisadores naturais e extremamente importantes aos processos vitais, uma vez
que desenvolvem funcgdes indispensaveis nas reacdes bioquimicas do metabolismo
celular. Estao presentes e ativas nos organismos vivos possuindo especificidades de
reacdao em conformidade aos substratos, a fim de gerar os produtos principais e
subprodutos das rotas metabdlicas. Sabendo das necessidades humanas para uma
populagcdo mundial com cerca de 7,7 bilhdes de pessoas e a utilidade funcional das
enzimas, observa-se de um lado uma gigantesca demanda pelo consumo de
diversos produtos do setor agricola, beneficiados e industrializados, como os
alimentos e bebidas; vestuario no setor téxtil; remédios, medicamentos e cosméticos
do setor quimico-farmacéutico; producao de papel e celulose, nos quais as enzimas,
principalmente amilases, tém sido largamente utilizadas nos processos de producéo,
para viabilizar os custos de fabricacdo e favorecer economicamente a demanda
mundial. Dessa maneira, conforme os experimentos realizados nesse trabalho, a
utilizacdo da bactéria Bacillus amyloliquefaciens, para produgcédo de amilases,
demonstrou ser uma alternativa viavel, considerando que os resultados obtidos na
eficiéncia da degradagao do substrato amido por estas amilases foram superiores a
90%.

Palavras-chave: Amilases, Biotecnologia, Enzimas; Microrganismos



ABSTRACT

BIOTECHNOLOGY: EVALUATION OF BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS
AMYLOLYTIC ACTIVITY

AUTHOR: Ubiratan Alegransi Bones
ADVISOR: Jefferson Alves da Costa Junior

Biotechnology is the branch of science that uses molecules, viruses, microorganisms,
cells, animals, plants or part of them in technological processes to generate benefits
for humans and the environment. In this context, enzymes are natural biocatalysts
and extremely important to vital processes, since they perform essential functions in
the biochemical reactions of cellular metabolism. They are present and active in
living organisms having specific reaction characteristics in compliance with the
substrates, in order to generate the main products and by-products of the metabolic
routes. Knowing the human needs for a world population of about 7.7 billion people
and the functional utility of enzymes, on the one hand there is a huge demand for the
consumption of various products from the agricultural sector, processed and
processed, such as food and drinks ; industry in the textile sector; medicines,
medicines and cosmetics from the chemical-pharmaceutical sector; production of
paper and cellulose, in which enzymes, mainly amylases, have been widely used in
production processes, to make manufacturing costs viable and economically favor
world demand. Thus, according to the experiments carried out in this work, the use of
the bacterium Bacillus amyloliquefaciens, for the production of amylases, altered is a
viable alternative, considering that the results obtained in the efficiency of the
degradation of the starch substrate by these amylases were greater than 90%.

Key words: Amylases, Biotechnology, Enzymes; Microorganisms
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1. INTRODUGAO

A Dbiotecnologia é o ramo da ciéncia que utiliza moléculas, virus,
microrganismos, ceélulas, animais, vegetais, ou parte destes em processos
tecnolégicos na producgao tradicional de alimentos (paes, cervejas, vinhos, vinagres,
derivados fermentados do leite, iogurtes e queijos), bem como em outros
bioprocessos para elaboracdo ou fabricagdo de novo produtos, tais como:
antibioticos, vacinas, insulina recombinante, interferons e enzimas. Estas sao
biocatalisadores naturais e extremamente importantes aos processos vitais, pois
desenvolvem fungbes indispensaveis nas reagdes bioquimicas do metabolismo
celular. As enzimas estdo presentes e ativas nos organismos vivos contendo
estruturas moleculares especificas se ligarem aos substratos a fim de promover as
reacdes e, desta forma, gerar os produtos principais e subprodutos das rotas

metabdlicas.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O propdsito deste Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) é apresentar o
potencial biotecnolégico da bactéria Bacillus amyloliquefaciens para producao de
enzimas amilases, bem como o potencial amilolitico dessas enzimas para degradar
o substrato amido. Utilizou-se da metodologia descritiva com base em publicagbes
cientificas e experimentos laboratoriais praticos para trazer uma nogao melhor dos

dados abordados e discutidos.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

a) Aprofundar o conhecimento cientifico das enzimas amiloliticas;

b) Aprofundar o conhecimento em microrganismos amiloliticos, especificamente
do género Bacillus;

c) Desenvolver Ensaios Biotecnolégicos com o microrganismo Bacillus
amyloliquefaciens, visando analisar o crescimento e a atividade amilolitica

das enzimas secretadas por este microrganismo;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A biotecnologia tem sido uma ferramenta fundamental na busca de solugdes e na
otimizagdo de bioprocessos relacionados as questdes de saude humana, vegetal,
animal, energia e também ao proprio equilibrio de ecossistemas do nosso planeta
(COSTA JUNIOR, et al., 2020, no prelo).

Na busca incessante de solugdes, a biotecnologia surge como uma
ferramenta de multiplas fungdes e possibilidades na melhoria e geragao de novos
produtos, bem como ao estabelecimento de novos mercados, uma vez que pode
fazer o uso de sistemas celulares para o desenvolvimento e aperfeicoamento de
processos e de produtos de interesse econémico e social.

Dentre os sistemas celulares bem conhecidos, como as bactérias lacticas e a
tradicional levedura de panificagdo (Saccharomyces cerevisiae), o reino dos fungos
€ de grande interesse biotecnoldgico, uma vez que constituem os seres vivos que
mais geram produtos e processos de importancia fundamental para o bem-estar da
populagcdo (AZEVEDO, 2002). Abreu et al, (2015), enfatiza a importancia da
biotecnologia como instrumento na obtencdo e producédo de diversas substancias
metabdlicas uteis ao ser humano e ao equilibrio ambiental que sédo provenientes da
manipulagao dos fungos.

Beattie et al., (2011), destacam a importancia da biotecnologia através da
prospeccao microbiana que corresponde aos métodos e ensaios utilizados na
descoberta de novos compostos bioativos, a partir de fontes biolégicas como fungos
e bactérias, capazes de secretar substancias de interesse nas mais diversas areas
da atividade e necessidade humana, tais como: agricultura, farmacéutica,
aquicultura, biorremediagao, bioenergia e nanotecnologia.

Na bioprospeccdo de microrganismos produtores de enzimas de interesse
biotecnolégico, o solo tem sido um ambiente ideal para a coleta e isolamento de
microrganismos devido a grande biodiversidade bacteriana presente naturalmente,
embora também se possa prospectar em outros compartimentos ambientais
(SINGH, et al., 2011).
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3.1. ENZIMAS

Enzimas sao substancias naturais de origem proteica associada a cofatores
organicos ou inorganicos, vitaminas e sais minerais, respectivamente, envolvidas em
todos os processos bioquimicos celulares de sintese e catalise, ou seja, ora
compondo moléculas simples em complexas e decompondo moléculas complexas
em unidades menores (mondémeros), como ocorre nas reagdes de sintese de
polissacarideos (amido) a partir da glicose e sua decomposi¢do em hidratos de
carbono simples (trioses) até a sua completa oxidagcdo em CO, e H,O com a
liberacao de energia (OLIVEIRA, et al., 2004).

Como macromoléculas biologicamente ativas, conforme o conceito de
Holoenzima (holo € um prefixo de origem grega: inteiro, completo) as enzimas atuam
com especificidade aos substratos para gerar as reagdes bioquimicas especificas,
desde que existam condi¢cbes satisfatdorias e adequadas de pH, temperatura,
concentragao, osmolaridade, energia no ambiente de reagdo. Desta maneira, as
enzimas catalisam as reagdes pela conversao dos diversos substratos em produtos
de modo eficaz e rapidamente (10° a 10" vezes mais rapido), uma vez que reduzem
a energia de ativacao no sistema catalitico. Portanto, sem a existéncia das enzimas,
a maioria das reacdes bioquimicas nao poderiam ocorrer, 0 que inviabilizaria a
sustentagdo e a manutengao da vida (CUESTA et al., 2015).

A maioria das enzimas possuem a constituicdo proteica, com excecao das
riboenzimas (acidos ribonucleicos), apresentam uma regido (sitio) catalitico,
denominado de sitio ativo, estrutura molecular da enzima que se liga ao substrato
para promover a reagao. Deste modo, a ligacado denominada de conjugado (enzima-
substrato, figura 1) - ou complexo enzima-substrato - € dependente da estrutura
tridimensional dos aminoacidos que compdem a cadeia polipeptidica da enzima,
bem como pela conformagao molecular da estrutura do substrato (GURUNG et al.,
2013; SINGH et al., 2016).



14

Figura 1 - Estrutura da Enzima e substrato formando o conjugado “Enzima-
Substrato”.

Conjugado
Substrato Enzima-Substrato

[l i il

— 'ES' — P+ E}2

NhlEaian Substrato Ligado ao

da Enzima

Enzima Livre

(novas reactes, se houver mais moléculas deste substrato)

Fonte: Adaptado de (SLIDEPLAYER, 2016).

De modo geral, admite-se que os organismos vivos que se estabeleceram no
planeta Terra ao longo dos bilhdes de anos de formacao do planeta sao dotados de
certas faculdades adaptativas, podendo se adaptar as diversas mudancas e
alteragbes que possam ocorrer nos compartimentos ambientais, a fim de garantir a
sobrevivéncia, reproducéo e perpetuacdo da espécie. Assim, se houver sucesso no
processo bioquimico de adaptacdo do organismo as variagdes fisico-quimicas,
ambientais, neste poderao ocorrer alteragcdes genotipicas, modificacbes fenotipicas,
trocas ou transferéncia de fungbes das enzimas, acarretando em inovagdes
biolégicas em decorréncia da multidiversidade enzimatica gerada (CUESTA et al.,
2015).

O uso das enzimas como biocatalisadores em processos industriais tém
recebido destaque quando comparado aos catalisadores quimicos, devido aos
fatores de: seguranga bioquimica, ndo toxicidade, redugéo de energia no sistema,
reducdo do tempo de produgado, redugcdo do custo da energia na produgédo de
produtos, viabilidade econdbmica e pelo fato das enzimas n&o poluirem o meio
ambiente (WOHLGEMUTH, 2010).



15

Para Gopinath et al., (2017); as enzimas de origem microbiana tém sido as
mais utilizadas nas industrias devido: a facilidade de manipulacao, a capacidade de
producdo em grandes volumes, a capacidade de liberagcao para o meio extracelular,
ao baixo custo de producao, reduzido tempo de reacao, estabilidade em condicdes
extremas e possibilidade de expressao e producdo de enzimas recombinantes em
células hospedeiras.

Segundo dados do Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servigos do
Brasil (2018), o Brasil tem sido um pais essencialmente importador de enzimas as
quais sao utilizadas na pesquisa e na industria nacional. No periodo de 2016/2017 o
Brasil gastou 164,41 milhdes de dolares com a importagcdo de enzimas e obteve
apenas 58,93 milhées com sua exportagao. Conforme Pandey, et al. (2000), embora
o Brasil possua um potencial elevado para a producédo de enzimas, pois contém uma
vasta biodiversidade microbiana em seu territério nacional e dispée de grandes
quantidades de substratos de baixo custo para os bioprocessos - como os residuos
agricolas — o pais ainda n&o € autossuficiente na produgcdo de enzimas, ou seja,
73,61 % das enzimas utilizadas sdo importadas e apenas 26,39% sao de origem
nacional.

Dentre as principais enzimas utilizadas nos bioprocessos, destacam-se as
amilases pela capacidade de realizar a hidrélise do amido, polissacarideo composto
pelos polimeros de amilose e amilopectina. A amilose € um polimero linear, que
contém mais de 6000 monémeros de glicose unidas por ligagdes a-1,4-glicosidicas,
enquanto a amilopectina consiste de cadeias lineares de 10-60 unidades de glicose,
unidas pelas ligagdes a-1,4, e cadeias ramificadas de 15-20 unidades de glicose,
unidas por ligagées a-1,6 (SOUZA e MAGALHAES, 2010).

Conforme Pandey et al (2005), as amilases podem ser divididas em quatro
grupos: o primeiro sdo as endo-hidrolases, como a a-amilase (EC 3.2.1.1./Uniao
Internacional de Bioquimica) 1,4-a-D-Glucan-glucano hidrolase que é responsavel
pela hidrdlise das liga¢des a-1,4-glicosidicas na regido interna do amido, gerando a
glicose e a maltose como produtos da reagdo. O segundo grupo sao as exo-
hidrolases que atuam sobre as extremidades nao-redutoras da cadeia
polissacaridica, as quais podem ser: B-amilase que hidrolisa as ligacbes a-1,4-
glicosidicas gerando dimeros de maltose; a-glicosidase que hidrolisa as ligagdes a-
1,4-glicosidicas gerando unidades de glicose; amiloglicosidase (glicoamilase) que

hidrolisa ligagbes a-1,4 e a-1,6 glicosidicas gerando unidades de glicose. O terceiro
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grupo de amilases é composto pelas “desramificases”, enzimas responsaveis pela
lise das ramificacbes do polissacarideo, como as isoamilases e pululanases que
hidrolisam as ligagbes a-1,6 glicosidicas. O quarto grupo corresponde as
transferases que clivam as ligagdes a-1,4 glicosidica transferindo parte das molécula
para um aceptor e formando uma nova ligagdo glicosidica, tais como as
ciclodextrinas (SUNDARRAM e MURTHY, 2014).

As enzimas amilases podem ter varias origens, ou seja, produzidas
naturalmente pelas plantas, pelos animais ou pelos microrganismos, deste ultimo,
destacando-se as enzimas microbianas que possuem maior demanda no mercado
mundial, principalmente devido aos fatores de: facil manipulagcdo em laboratério,
rapido crescimento dos organismos, alta produgcdo em larga escala e pela maior
estabilidade (GUPTA R et al., 2003).

O nivel de producdo das amilases microbianas € muito variavel de um
organismo para outro, depende da origem do microrganismo, do género, espécie e
linhagem; sendo que as linhagens isoladas a partir de ambientes naturalmente fartos
em amido produzem as maiores quantidades de enzimas. Além disso, agregam-se
os fatores de pH, temperatura, fonte de carbono e de nitrogénio, os quais
influenciam na produg¢ao de amilase em processos fermentativos (GOPINATH SCB
et al., 2017).

No reino Monera sao encontradas diversas espécies bacterianas capazes de
produzir amilases de uso industrial, as quais tem sido obtidas principalmente de
bactérias do género Bacillus, tais como: Bacillus subtilis, B. licheniformis, B.
stearothermophilus e B. amyloliquefaciens, uma vez que sao capazes de produzir
amilases termoestaveis (SOUZA e MAGALHAES, 2010). Conforme a origem, as
amilases também s&o capazes de reagir em variadas concentracbes de sais, como
as provenientes de linhagens de bactérias halofilicas isoladas de oceanos, tais como
a Marinobacter sp. (KUMAR S, KHARE SK, 2015) e Rhodothermus marinus
(SEONGY et al., 2008).

E importante estabelecer a origem microbiana da amilase, assim como os
padrdes fisico-quimicos de pH, temperatura, fonte de carbono, fonte de nitrogénio e
presenca de ions (a maioria das amilases sdo metaloenzimas e necessitam de
cofatores, como o Ca2+) a fim de otimizar os bioprocessos a producado de amilases
industrialmente, tanto para aumentar a quantidade produzida como para reduzir o
custo de fabricacédo (SIVARAM AKRISSHMAN S, et al., 2006).
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Existem varios setores industriais que utilizam amilases em alguma etapa da
fabricagdo, como na producao de glicose e frutose a partir da conversao de amido,
por exemplo: na fabricagdo do xarope de glucose de milho. Conforme Vander Maarel
et al.,, (2002), as amilases tém sido empregadas nas industrias de papel, de
detergentes (para potencializar a remogéao de manchas), de amido (redug¢ao do peso
molecular do polissacarideo, para obter viscosidade e dogura), inclusive podendo
atuar no processo de hidrélise conjuntamente com as celulases, proteases e lipases
(coquetel enzimatico), além de ser um composto organico que nao polui o meio
ambiente (HMIDET N et al., 2009).

As amilases também podem ser \utilizadas para a produgdo de
biocombustivel, como o etanol, a partir do processo de hidrélise enzimatica do
substrato amido que é facilmente encontrado na natureza ou como em residuos
industriais alcangando baixo custo de producao (CHI Z et al., 2009). Na industria de
alimentos processados, as amilases também podem ser utilizadas durante as etapas
de cozimento, como na producao de bolos, sucos de frutas e xarope de amido
(COUTO SR, SANROMAN MA, 2006), assim como na industria téxtil para a remogao
do amido, (DALVI P et al, 2007); ressalta-se que parte desses produtos
industrializados tém sido destinados ao comércio de exportagdo (BRASIL MDIC,
2018).

3.2. AMILASES

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas industriais,
apresentando grande importancia biotecnolégica. Apesar de serem provenientes de
diversas origens, incluindo plantas, animais e micro-organismos, as enzimas
microbianas geralmente atendem de maneira satisfatéria a demanda industrial.
Atualmente, grandes quantidades de amilases microbianas estdo disponiveis
comercialmente e tém aplicagbes no setor de alimentos, bebidas e produtos de
limpeza, respondendo a 14% da demanda total de enzimas industriais (GUPTA et
al., 2003; PANDEY et al., 2005). Conforme Politzer et al., (2006), os setores de
alimentos e bebidas responderam por mais de 50% da demanda mundial de
amilases.

As amilases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas com

aplicagdes em diferentes industrias como as de alimentos, téxtil, quimica,
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farmacéutica e de detergentes (NIELSEN e BORCHERT, 2000; GUPTA et al., 2003;
SURMELY, 2003; DEMIRKAN et al., 2005; PANDEY et al., 2005; SOCCOL, 2005;).

Dentre as enzimas amiloliticas a a-amilase é a mais importante, pois
desempenha fungédo fundamental na conversdo do amido em produtos glicosidicos
de baixo peso molecular, os quais podem ser utilizados por outras enzimas do
mesmo grupo. Nos processos industriais, almeja-se que as a-amilases sejam
termofilicas, ou seja, possuam atividade hidrolitica em altas temperaturas, como na
etapa de gelatinizagéo: 70 - 90°C e de liquefagao: 100 -110°C do amido (SIDHU et
al., 1997; SARIKAYA et al., 2000; PEIXOTO et al., 2003;).

Dentre as a-amilases termofilicas, industrialmente se destacam as produzidas
por microrganismos termofilicos, como as bactérias do género Bacillus devido as
seguintes caracteristicas: estabilidade a temperatura elevada e ao pH. Das 48
espécies de Bacillus ja descritas, 32 produzem a-amilase, mas apenas poucas
destas sdo capazes de secretar enzimas ativas em altas temperaturas. No género
Bacillus, as espécies: B. amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis e B.
licheniformis sdo as quatro espécies mais utilizadas na produgao industrial de a-
amilases (SAJEDI et al., 2005). Dentre a principais vantagens no uso das a-amilases
termoestaveis em processos industriais, destacam-se a redugao do risco de
contaminagdes, o aumento da taxa de difusdo dos reagentes e a diminuigdo dos
custos com refrigeragao externa (LIN; CHYAU; HSU, 1998).

As enzimas amiloliticas sdo classificadas como endoamilases ou exoamilases,
dependendo do modo de agao na cadeia polissacaridica do amido, conforme

apresentado na (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema geral de hidrolise do amido por enzimas amiloliticas.

Amilaglucosidase

OOOOO C O Glucose
OO Maltose

Fonte: (VAN DER MAAREL et al., 2002).

Assim, as endoamilases, como as a-amilases, sdo capazes de hidrolisar as
ligagbes glicosidicas a-1,4, posicionadas nas partes internas das cadeias de amilose
ou amilopectina. Seus produtos de reagdo sdo oligossacarideos de diferentes
tamanhos e dextrinas limites que apresentam a porcdo ramificada da cadeia de
amilopectina. Ja as exoamilases hidrolisam as ligagdes a-1,4 - como no caso das [3-
amilases - ou o-1,4 e a-1,6 - como ocorre com a glicoamilases, mas sempre
iniciando as reagdes hidroliticas a partir das extremidades das cadeias de amilose
ou da amilopectina.

Na produgdo industrial, de modo geral, as enzimas de origem microbianas
sdo obtidas por meio de processos fermentativos, podendo ser obtidas tanto por
cultivo superficial ou por cultivos submersos de microrganismos. As culturas
submersas tém sido tradicionalmente utilizadas para a produc¢do industrial de
enzimas devido a facilidade no controle de parametros biolégicos, tais como: pH,
temperatura, aeragao e umidade tdo importantes na bioquimica dos microrganismos.

Os sistemas de cultivo superficial se mostraram promissores na producao de
enzimas de origem fungica, devido ao crescimento microbiano ocorrer em condigdes
mais proximas ao habitat natural, bem como pela formacdo de estruturas
filamentosas nesses microrganismos. Atualmente, um grande numero de amilases
microbianas esta disponivel comercialmente, substituindo quase completamente a

hidrélise quimica do amido nos processos industriais (SOUZA e MAGALHAES,
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2010).

Assim, as amilases microbianas podem ser produzidas por bactérias e fungos
filamentosos. Cada microrganismo apresenta um comportamento de produgao
enzimatica relacionado as condi¢cdes 6timas de crescimento. Dentre as bactérias,
destacam-se algumas espécies do género Bacillus, tais como: Bacillus subtilis,
Bacillus stearothermophilus, Bacillus amyloliquefaciens e B. licheniformis,
conhecidos como 6timos produtores industriais de a-amilases e, dentre os fungos
filamentos, as espécies de Aspergillus e Penicilllum se destacam (SOUZA e
MAGALHAES, 2010).

A a-amilase produzida por Bacillus amyloliquefaciens possui peso molecular
aparente de 50kDa, é estavel numa faixa de pH de 5,5 a 9,0 e em temperaturas
elevadas de 80 — 90 °C. Sua biossintese & controlada tanto pela indugdo por
substratos quanto pela repressao catabdlica e produzida no final da fase de
crescimento exponencial e no comeg¢o da fase estacionaria. Apresenta-se como
enzima extracelular, mas pequenas quantidades da enzima podem permanecer
ligado a membrana (MORCEL; BIEDERMANN, 1994).

3.2.1. Efeito do ion calcio Ca+2

A maioria das alfa-amilases produzidas por linhagens do género Bacillus tém
se mostrado dependentes de ions calcio para sua atividade em temperaturas
elevadas. Diversos pesquisadores ja relataram as necessidades desta enzima com
relagdo ao ion calcio; Vallee et al., (1959), descreveu que as alfa-amilases séo
metaloenzimas contendo fons Ca** que ativam e estabilizam a molécula, sendo que
a quantidade destes ions ligados a estrutura pode variar de um a dez.

As amilases de B. subtilis e B. stearothermophilus contém em sua estrutura
quatro ions Ca™, os quais sao essenciais a atividade da enzima (VIHINEN;
MANTSALA, 1989).

Na enzima alfa-amilase de B. amyloliquefaciens aparecem quatro ions calcio
ligados firmemente a molécula, sendo que apenas um deles exerce maior efeito na
estabilidade e conformacgéo da proteina (HSIU et al., 1964). Normalmente, apenas
um ion é suficiente para estabilizar as enzimas de Asperqgillus orizae e B. subtilis var.
amylosacchariticus (YUTANI et al., 1969).

A enzima alfa-amilase de B. subtilis, por exemplo, requer quatro gramas de
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calcio por mol de enzima para sua atividade otima (HSIU et al, 1964).
Concentracdes de ions calcio superiores a 150 ppm conferem estabilidade a alfa-
amilase de B. Licheniformis (FOGARTY, 1983).

Saha e Zeikus (1987), verificaram a necessidade 50 ppm de calcio para a
estabilizagdo das alfa-amilases termoestaveis de B. subtilis e B. licheniformis
durante a liqguefagcao do amido na producao de xarope de maltose.

Crabb e Mitchinson (1997) utilizaram 30 ppm de Ca*® no processo de
liquefacdo do amido com a enzima alfa-amilase de Bacillus licheniformis na
obtencéo de agucares.

Acredita-se que o papel do calcio esteja relacionado a ligacdo entre os
dominios da alfa-amilase, sugerindo que uma das regides conservadas dessas
enzimas seja responsavel pela ligacdo desse ion. Estudos da estrutura das alfa-
amilases no género Bacillus também indicaram a presenga de alguns residuos
pepetidicos envolvidos na ligacdo do calcio & enzima (VIHINEN; MANTSALA, 1989).

Brohun e Kelly (1993), constataram que a adicdo de 5 mM de ions Ca?*
provocou efeito positivo nas atividades enzimaticas das amilases de Pyrococcus
furiosus e Thermococcus litoralis em temperaturas superiores a 120 °C.

Guzman-Maldonado e Paredes-Lépez (1995) relataram que a quantidade de
calcio requerida para a estabilizacdo de cada enzima varia entre 30 e 250 ppm,
sendo que a estabilizacdo total das amilases na espécie B. subtilis requer cerca de

150 ppm para alcangar o nivel de saturagao.
3.3. BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS

Bacillus amyloliquefaciens € uma bactéria gram-positivo, em forma de
bastonete, moveis por flagelos peritricos e esporogénicos (WELKER; CAMPBELL,
1967). A espécie foi originalmente isolada de solos e obteve essa classificagdo por
sua habilidade de secretar grande quantidade de amilases. Devido a sua
semelhanca com a espécie Bacillus subtilis, outra espécie grande produtora de
amilases, durante muito tempo essas duas espécies foram consideradas uma so, no
entanto, esses dois microrganismos sao distintos genética e fisiologicamente,
principalmente pelas diferengas moleculares e soroldgicas nas a-amilases (MILNER;
MARTIN; SMITH, 1997).
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Além das amilases, a espécie Bacillus amyloliquefaciens é capaz de produzir
uma diversidade de outras enzimas, tais como: galactanase, isoamilase, mananase,
xilanase, metal-protease, serina-protease, fosfatase alcalina e ribonuclease
(PRIEST, 1977).

A gama de enzimas produzidas pelas espécies Bacillus amyloliquefaciens e
por B. licheniformis correspondem cerca de 50% das enzimas bacterianas
produzidas comercialmente. A ampla utilizacdo do B. amyloliquefaciens na industria
se deve a facilidade de crescimento dessas espécies, como a faixa de temperatura
que varia de 30 a 40 °C e pH 7,0 para o 6timo crescimento; ainda por apresentarem,
naturalmente, niveis elevados de enzimas extracelulares e por ser considerada uma
espécie ndo patogénica (VERMAANPERA, STEINBORN e HOFEMEISTER, 1991;
SHIMADA et al., 1985).

3.3.1. Tipo de Cultivo de Bacillus amyloliquefaciens

A fermentacdo submersa tem como principal caracteristica a utilizacao de um
meio fermentativo liquido com nutrientes soluveis. Constitui-se em uma técnica de
relativa facilidade de cultivo em grande escala, uma vez que garante a
homogeneidade do meio e facilidade no controle dos parametros do processo,
principalmente quando monitorados por sensores. A fermentagcado pelo método de
cultura submersa é executada em fermentadores fechados, equipados com
agitadores, dispositivos de aeragdo para a introducéo de ar estéril e 12 camisas e
serpentinas para o controle de temperatura. Os substratos a serem utilizados podem
estar tanto na forma natural como na forma sintética, dependendo do processo que
se deseje realizar, da facilidade de se obter a matéria-prima ou dos resultados que
se desejam obter (SILVA, 2012).

Assim, a fermentacdo submersa tem sido amplamente utilizada, pois permite
o controle dos parametros fisico-quimicos do processo e apresenta facil recuperagao
das enzimas extracelulares, micélio ou esporos. No entanto, como desvantagens,
apresenta: produtos diluidos no meio, extratos enzimaticos menos estaveis, volumes
significativos de residuos (PANDEY et al., 2000; ELLAIAH et al., 2002; SANDHYA et
al., 2005).
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3.3.2. Fatores que afetam o crescimento e atividade do Bacillus

amyloliquefaciens

A producdo de a-amilase de origem microbiolégica pode ocorrer de varias
formas de processos, tais como nas fermentagdes sdélidas ou submersas, cuidando-
se as condi¢gdes do bioprocesso, como o tipo de fermentacdo, a concentracao de
nutrientes, a velocidade de agitacdo/aeragao, pH e temperatura, as quais podem ser
modificadas a fim de se otimizar o crescimento microbiano e a produgéo de enzimas
(MILNER, MAETIN e SMITH, 1997).

O primeiro fator de influéncia para a producao de enzimas de origem
microbiana é a cepa, a espécie, a linhagem e a cultura final de bactérias utilizadas.
Culturas de bactérias velhas geralmente necessitam de periodos longos para se
adaptarem ao meio fermentativo. Observou-se também que as culturas de B.
amyloliquefaciens oriunda de processos fermentativos continuos resultam em uma
queda na produgéo de a-amilase (MILNER, MAETIN e SMITH, 1997).

Na producédo de amilases por B. amyloliquefaciens, deve-se cuidar a taxa de
aeragao, pois a quantidade de oxigénio dissolvido no meio é um fator importante no
processo fermentativo. Em escala laboratorial, a taxa de aeracdo necessaria para
manter o nivel adequado de oxigénio dissolvido fica na ordem de um volume de ar
por volume de meio de fermentacado por minuto; outros estudos demonstraram que a
aeragao do sistema pode ser interrompida na fase estacionaria, controlando-se o
pH, sem que ocorra perdas significativas no rendimento em enzima (MILNER,
MAETIN e SMITH, 1997).

3.4. ASPECTOS GERAIS NA PRODUGAO DE AMILASES DO GENERO BACILLUS

3.4.1. Fontes de carbono

Em relagdo a fonte de carbono, a producdo de a-amilase pela bactéria
geralmente é induzida pela presengca do substrato amido ou de seu produto
hidrolitico, a maltose. Varios estudos demonstram que o amido e a maltose
funcionam como indutores da atividade de a-amilase. Por outro lado, a presenca de
agucares, como xilose e frutose, age como repressores da sintese da enzima,
reduzindo a sua producéo (GUPTA et al., 2003).



24

3.4.2. Fontes de Nitrogénio

A disponibilidade de nitrogénio é fundamental no meio de cultivo para o
crescimento microbiano das espécies de Bacillus e, consequentemente, na
producdo de enzimas. Em meios de cultura sintéticos, a adicdo de nitrogénio
organico, como extrato de carne e peptona, tem sido preferida para producdo de
amilases bacterianas. Entretanto, varias fontes de nitrogénio inorganico tém sido
relatadas para melhor producdo de amilase por fungos, como por exemplo, sulfato
de amoénio, nitrato de amonio (GUPTA et al., 2003).

3.4.3. Potencial Hidrogenidnico

O pH é outro fator de forte influéncia na producao de amilases. A maioria das
linhagens de Bacillus usadas comercialmente na producdo de a-amilases
bacterianas, por fermentacdo submersa, apresentam 6timo crescimento na faixa de
pH entre 6 e 7, podendo variar de acordo com o género e a espécie da bactéria
produtora (GUPTA et al., 2003).

3.4.4. Temperatura

A temperatura também é um dos fatores mais importantes na producao de
enzimas, pois atua no sistema ambiental de crescimento do microrganismo de
maneira decisiva nas funcdes das biomoléculas, na estabilidade e manutencao das
estruturas bioldgicas. Assim, as Amilases bacterianas de Bacillus amyloliquefaciens,
B. subtilis, B. licheniformis e B. stearothermophilus séo produzidas industrialmente
em temperaturas que variam de 37 a 60 graus Celsius (SIVARAMAKRISHNAN et al.,
20086).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL BIOLOGICO

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério de microbiologia, bloco 7
da Universidade Federal de Santa Maria, campus de Frederico Westphalen (UFSM —
FW). microrganismo foi isolado a partir do rizoma da planta Edychium choronarium,
coletada préximo a mata de um condominio no Municipio de Frederico Westphalen,
sendo inoculado em placas de Petri contendo o meio Muller Hinton Agar e crescido
por 24 horas em Incubadora B.O.D. SL 200.

4.1.1. Identificagao morfolégica do Material Biolégico

O microrganismo foi identificado através da visualizacdo da sua estrutura
morfolégica, em placa de Petri, meio solido Muller Hinton Agar, com o auxilio do

equipamento Estereomicroscoépio Binocular OPTON TIM - 30.

4.2. COLORAGAO DE GRAM

A técnica de coloracado de GRAM foi utilizada para caracterizar o
microrganismo, sendo o mesmo observado posteriormente em Microscopio Bioldgico
Trinocular Planacromatico Digilab.

Procedimento: Em uma lamina de microscopio se féz o esfregago de uma
colénia do material biolégico crescido 24 horas em meio Tryptic Soy Broth (TSB),
seguido de um processo simples de fixagcdo do material biolégico com o calor
proveniente da chama de lamparina, posteriormente, o material é coberto com a
solugdo de cristal violeta padrdao 2% por 1 minuto; retirando-se o excesso e
adicionando-se a solugao de lugol 5% por 1 minuto; lavando-se em seguida com
solugéo alcodlica com alcool (96%) por 5 segundos; lava-se com agua corrente de
baixa pressdo e adiciona-se a solucdo de safranina padrao 2,5% por um minuto;
promovendo-se nova lavagem com agua corrente de baixa pressao, cobre-se o
material com a laminula para realizar a identificagdo do microrganismo, forma e

arranjo pela observagéo microscoépica.



26

4.3. CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO EM MEIO LIQUIDO

O microrganismo obtido das placas de isolamento foi inoculado em meio
Tryptic Soy Broth com pH 7,3 em Erlenmayer de 250 mL. O Indculo foi crescido por
24 horas em Incubadora Shaker Luca 220 — Lucadema, regulada em 140 rpm, com

temperatura constante de 37 °C.

4.3.1 Crescimento em Meio Solido com Amido

O microrganismo foi inoculado em placas de Petri contendo o meio de
crescimento Tryptic Soy Agar adicionado de amido (1%) durante 24 horas em estufa

incubadora com temperatura de 37 °C.

4.3.2. Analise Qualitativa de Consumo do Substrato Amido

Inéculos do microrganismo foram crescidos em placas de Petri contendo o
meio Tryptic Soy Agar adicionado de amido (1%) durante 24 horas em estufa
incubadora com temperatura de 37 °C. Apds o periodo de crescimento foi possivel
verificar o consumo do substrato amido pelo microrganismo devido a observagao da
formacao de halos de amilolise ao redor das colénias quando a placa de Petri era

submetida ao vapor de iodo, caracterizando a atividade amilolitica da bactéria.

4.3.3. Construgcao da curva de crescimento do microrganismo por Densidade
Otica

Inéculos do microrganismo foram crescidos em meio liquido contendo Tryptic
Soy Broth, em pH 7,3, em Erlenmayers de 500 mL, em Incubadora Shaker Luca 220
— Lucadema, regulada em 140 rpm, com temperatura constante de 37 °C. Os
frascos de Erlenmayer foram postos na incubadora pelos primeiros 30 minutos para
aguardar a fase lag de crescimento. Depois desse periodo, iniciou-se a coleta de
1mL de amostras do meio a cada 10 minutos para medir a absorbancia em
comprimento de onda de 620 nm no aparelho Espectrofotémetro Nanocolor VIS MN
Since 1911. O teste durou 330 minutos até a estabilizacao dos valores de Densidade
Optica (DO).
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4.4. CONSTRUCAO DA CURVA PADRAO DO AMIDO

A curva padrdo de amido foi construida através da técnica de
espectrofotometria pela reagdo com o iodo em tubos Falcon (tubo de reagdo). No
tudo de reacdo, utilizaram-se: agua destilada autoclavada, volumes de solucéo de
amido (1%) e lugol. Com o auxilio de uma micropipeta de 1 yL de volume regulavel e
uma micropipeta de 10 yL de volume regulavel. Desta forma, cada tubo Falcon
recebeu os volumes das solugdes de amido e lugo, completando-se com agua
destilada o volume final de reagdo de 10 mL. As concentragdes de amido em 11
tubos Falcon foram crescentes, de 0 mL até 1 mL (solugédo a 1%). Além disso, em
cada tubo foi acrescentado a quantidade de 1 pl de solugado padrao de Lugol para
reagir com o substrato amido e corar a solugdo, possibilitando a leitura de
transmitancia no espectrofotdmetro (Nanocolor Visivel — Macherey Nagel). A leitura
de transmitancia foi realizada em cubetas de vidro (Glass), pela coleta de amostras

de 2 mL de volume de cada tubo Falcon em A 620 nm.

4.5. CRESCIMENTO DE MICRORGANISMO EM MEIO INDUTOR PARA
PRODUGAO DE ENZIMAS AMILOLITICAS

Inéculos do microrganismo amilolitico foram crescidos em meio liquido com
solugéo de amido (2%) como indutor da producao de enzimas amilases. A solugao
foi preparada pesando-se 2,0 g de amido de milho Yoki em 98 g de agua e
adicionado, posteriormente, ao meio liquido 0,2 g de Tryptic Soy Broth. Utilizou-se a
Balanga analitica Bioscale para pesar os solutos, os quais foram dissolvidos em
agua destilada (100mL de volume final). O meio foi esterilizado em autoclave
Digitale AV 30, a 121 °C por 15 minutos. O meio de crescimento final apresentou pH
de 7,3 medido em aparelho pHmétro Akso. Os inéculos do microrganismo amilolitico
foram obtidos de colbnias estoques armazenadas em refrigeracdao a 4 °C. A
inoculagdo do microrganismo em meio Tryptic Soy Broth + amido ocorreu em
Camara de fluxo laminar Lutech. O crescimento do microrganismo ocorreu em
Incubadora Shaker Luca 220 — Lucadema, regulada em 140 rpm, em temperatura de
37 °C por 24 h.
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4.6. TRANSFERENCIA DO INOCULADO, CENTRIFUGAGAO E SEPARACAO DO
SOBRENADANTE DAS CELULAS

Apos 24 horas de crescimento do microrganismo em meio Tryptic Soy Broth +
amido em condi¢des padronizadas, o meio liquido foi parcelado em volumes de 10
mL e acondicionados em 10 tubos Falcon estéreis. Estes, seguiram para
centrifugacao em aparelho centrifuga Daiki Spinplus em condi¢gdes de 5.000 rpm por
15 minutos. Do material centrifugado, retirou-se o sobrenadante cuidadosamente,
repassando-os para tubos de ensaio estéreis e fechados. Metade do material de
sobrenadante centrifugado foi filtrado em membrana milipore 0,22 ym. O sedimento
da centrifugacao que ficou aderido no fundo dos tubos Falcon, foi lavado duas vezes
com agua destilada, refazendo o processo de centrifugacdo, descartando-se o
sobrenadante e ressuspendendo-se as células com solucdo salina 0,3%
(autoclavada), este novo sedimento formado foi levado a estufa (45 °C/ 2 horas),

obtendo-se material celular seco para estocagem na forma de pé.

4.7. ANALISE DE ATIVIDADE ENZIMATICA (AE)

4.7.1. Construcao da curva de Atividade Enzimatica conforme os tratamentos

Tratamentos:

e T1 (100 uL Enzima centrifugada);

e T2 (10 uL Enzima centrifugada);

e T3 (10 yL Enzima, filtrada em membrana de 0,22 uym - Milipore)
e T4 (100 uL Enzima, filtrada em membrana de 0,22 pym - Milipore)

*Padrao: agua destilada, lugol, solu¢gado de amido (1%p/v)
Equipamento utilizado para registro de absorbancia/Transmitancia: Aparelho

Nanocolor Visivel — Macherey Nagel, A = 620 nm
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4.7.2. Analise da atividade de amilases

A solugao enzimatica estoque para as analises foi obtida do sobrenadante
das culturas de Bacillus sp., por centrifugagdo a 5.000 rpm/15 min, o qual foi
acondicionado em tubos de ensaio com tampa e armazenados sob refrigeracéo a 4
°C.

4.7.2.1. Protocolo para a determinagédo da atividade da amilase

a) Preparar uma solugao de amido 1% em agua, autoclavada 121 °C/15min;

b) Repassar 1 mL da solugdo de amido para um Tubo de Ensaio (Tubo de
Reacao), Testemunha, + 11 Tubos de Reacdo. Cada Tubo de Reacado (TR) foi
identificado com o seu respectivo tempo (0 minutos, 1 minuto; 2 minutos; até 60
minutos);

c) Os tubos de ensaio seguem para o banho-maria a 40 °C/ 5 minutos;

d) Acrescentou-se aos tubos de ensaio (Tubo de Reagédo)1 mL de solugao
lugol;

e) Acrescentou-se aos tubos de ensaio (TR) 9 mL de agua destilada.

f) Homogenizou-se a mistura de solugdo dos tubos de ensaio (TR) em
agitador Vortex;

g) Fazer a leitura de Absorbancia de um dos TR como *Branco (Testemunha,
mistura de solugdo sem enzima) em espectrofotdbmetro em A 620 nm. Registrar;

h) No tempo zero, acrescentar em cada um dos Tubos de Reagao 0,1 mL
(100 pL/ micropipeta) da solugao de enzima (sobrenante, homogeneizado no vortex).
Homogeneizar a mistura de reacéo em agitador Vortex;

i) Coletar 1 mL da solugdo do Tubo de Reacdo especifico a cada 1 minuto,
sendo a primeira coleta no “tempo 0” e depois nos respectivos tempos para cada
TR, até o final de 60 minutos. * (Sempre passar os TR no agitador Vortex antes de
coletar a aliquota para a leitura de absorbancia/transmitancia);

j) Fazer a leitura de Absorbancia/Transmitancia e Registrar os dados para a

construcao da Curva de Atividade Enzimatica (AE). Repetir as analises (3x).

A andlise da atividade da amilase (aliquotas de sobrenadantes do meio de

crescimento microbiano) foi realizada pela reacao de hidrélise do amido em tubos
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Falcon ao longo do tempo e aferida em aparelho de espectrofotometria. A
preparagao das amostras foi feita em tubos Falcon contendo: 9 ml de agua destilada
autoclavada; 1 ml de solugdo de amido 1%; 1 ul de lugol; 100 ul de sobrenadante,
onde cada tudo Falcon foi submetido a diferentes tratamentos de concentracdes de
enzima, sendo que a mistura de reacao é agitada em aparelho Vortex QL — 901
BIOMIXER. A leitura da transmitancia em cada tempo, em comprimento de onda de
620 um, é obtida pela retirada da aliquota de 2 ml da solugéo de reacao transferida
em cubetas de vidro. O processo é repetido em varios periodos de tempo até o valor
de transmitancia ficar constante, ou seja, demonstrando que a reagao de hidrolise
tenha atingido sua velocidade maxima, finalizando a reagao.
* Definicao da Unidade de Atividade Amilolitica (UA.mL- 1 min-1):

Definida como a quantidade de enzima que consome 1 umol (ou miligramas)

de substrato (amido) por mL de amostra por minuto, sob condigdes padrdes.

4.7.2.2. Reagentes, solugées, vidrarias e utensilios

e Agua destilada;

e Alcool 70%:

¢ Amido de milho Yoki 200 g;

¢ Autoclave Digitale AV 30;

¢ Balanca analitica Bioscale;

¢ BRAIN-HEART INFUSION AGAR 500g acumedia LAB Neogen Culture
Media;

o Béker (volumetrias — 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml e 1000 ml);

e Camara de fluxo laminar Lutech;

e Centrifuga Daiki Spinplus;

e Cubeta (volmetrias — 10 ml e 50 ml);

¢ lodo em granulos;

¢ Incubadora Shaker Luca 220 — Lucadema,;

e Incubadora B.O.D. SL 200;

e |sofiime;

e Erlenmayer (volumetrias — 250 ml e 500 ml);

o Espectrofotémetro Nanocolor Visivel — Macherey Nagel;
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e Estereomicroscépio Binocular OPTON TIM - 30;

¢ Micropipetas (volumetrias — 0.5-10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl);

e Microscopio Biologico Trinocular Planacromatico, da marca Digilab;

e pHmétro Akso;

¢ Pipetas (volumetria — 1 mL);

e Solucgéo Lugol 1%;

¢ Solugédo para coloracédo de GRAM (cristal violeta 2%; Safranina 2,5%:; lugol
5%);

e Tubo de ensaio (volumetria 10 ml);

e Tubo Falcon (volumetria — 50 ml);

e TRYPTIC SOY BROTH 500 g acumedia LAB Neogen Culture Media

e Vortex QL — 901 BIOMIXER

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. IDENTIFICAGAO DO BACILO POR COLORAGAO DE GRAM

A primeira identificagcdo do microrganismo - coletado das raizes da planta
Edychium choronarium — foi realizada por observagdo microscépia direta em Lupa
OPTON TIM - 30, observando-se a formagéo de estruturas similares a hifas (Figura
3). Posteriormente, realizou-se a técnica de coloragdo de GRAM, que resultou em
positiva (+), seguida da observagdo microscopica, identificando-se bactérias na

forma de bacilos e com arranjo de estreptobacilos, retratados na imagem da figura 4.

Figura 3 - Visualizagdo de estruturas similares a hifas em placas com meio de
cultivo.

Fonte: Autor (2020).



32

Figura 4 - Bactérias do tipo bacilos vistas em microscopio, imagem capturada com
projecéo em tela de notebook.

Fonte: Autor (2020).

A visualizacao de estruturas similares a hifas, pela Lupa OPTON TIM-30 e a
visualizagcdo de bactérias na forma de bacilos, juntamente com o arranjo
estreptobacilos, aliada pela definicgdo da coloracdo de Gram (+), definiu que se
tratava da bactéria do género Bacillus (Bacillus sp.).

5.2 TESTE DE AMILOLISE

Realizou-se o teste de amilolise da bactéria Bacillus sp. em placa de Petri
cotendo o meio de crescimento acrescido de amido, a fim de poder verificar a
formacéo de halos de amilolise ao redor das colénias da bactéria, uma vez que a
degradagédo do amido seria dada em fungao da liberagdo de enzimas no meio por
parte do microrganismo avaliado. O resultado obtido foi positivo, conforme esta

apresentado na figura 5.
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Figura 5 - Halos de amilolise no entorno das colbnias do microrganismo que
degradou o amido presente na placa.

Fonte: Autor, 2020.

Com o apoio de referéncias bibliograficas, pelas observagdes morfolégicas
microscoépias, de GRAM e pela testagem positiva no teste de amilolise, reforgou que

se tratava da espécie de bactéria “Bacillus amyloliquefaciens”.

5.3. CURVA DE CRESCIMENTO

A curva de crescimento — Densidade Optica (DO) x Tempo (minutos) - foi feita
através de leituras de absorbancia do meio de cultivo do microrganismo em
intervalos de tempo de 10 minutos, durando 330 minutos. O grafico 1 apresenta o
comportamento detalhado de cada uma das fases de crescimento do

microrganismo: Lag (adaptagéo); Log (crescimento exponencial) e estacionaria.
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Grafico 1 - Curva de crescimento do microrganismo.
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Fonte: Autor (2020).

Destaca-se que os fatores de crescimento ndo foram otimizados nessa
analise, o que comprovou o longo periodo para a fase de adaptacdo do
microrganismo, alcancando os primeiros 120 minutos do processo para, s6 assim,
iniciar a fase de crescimento logaritmica (fase de aceleragdo, crescimento
logaritmico especifico e desaceleracdo em torno de 250 minutos), adentrando na

fase estacionaria do crescimento em torno de 300 minutos.

5.4. CURVA PADRAO DE AMIDO

A curva padrao do amido (graficos 2 e 3) foi obtida através das leituras de
transmitancia e absorbancia de diferentes concentragdes da solucido de amido
(1%p/v), a qual serviu como parametro basico para analisar o grau de degradagao
de amido nas reagdes enzimaticas (AE). A imagem dos tubos de reagao (Tubos
Falcon) contendo a solugao reativa para a leitura espectrofotométrica na construgcéo

da curva padrao de amido esta apresentada na figura 6.
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Figura 6 - Imagem ilustrativa de tubos Falcon contendo a mistura de reacédo, solu¢cao
de amido + solugdo de Lugol, em concentragbes decrescentes de amido (menor

concentragao = solugao mais clara).

#

Fonte: Autor (2020).

Grafico 2 - Curva Padrao do Amido - Transmitancia.
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Fonte: Autor (2020).
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Grafico 3 - Curva Padrao do Amido - Absorbancia.
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Fonte: Autor (2020).

5.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DAS AMILASES SOBRE O
SUBSTRATO AMIDO

O resultado da Atividade Enzimatica (AE), das amilases sintetizadas pelo
micorganismo Bacillus ayiloliquefaciens, nos diferentes tratamentos do sobrenadante
(T1, T2, T3, T4), comprovaram a eficacia de acédo desta enzima microbiana sobre o
substrato amido, conforme apresentado nos graficos 4, 5, 6 e 7 (Degradagao do

Amido ao longo do tempo), pelas leituras de transmitancia e absorbancia.

Grafico 4 - Atividade enzimatica pela degradagao do substrato amido x tempo.
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Fonte: Autor (2020).
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Tratamentos: T1 (100 pL Enzima centrifugada); T2 (10 pL Enzima
centrifugada); T3 (10 yL Enzima, filtrada em membrana de 0,22 ym - Milipore), T4
(100 pL Enzima, filtrada em membrana de 0,22 um).

Grafico 5 - Atividade enzimatica na degradagcdo em gramas de amido x tempo (10
minutos), comparativos de Tratamentos T1 e T2.
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Fonte: Autor (2020).

Tratamentos: T1 (100 pL Enzima centrifugada); T2 (10 pL Enzima

centrifugada).

Grafico 6 - Atividade enzimatica na degradagcao em gramas de amido x tempo (10
minutos), comparativo de Tratamentos T3 e T4.
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Fonte: Autor (2020).
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Tratamentos: T3 (10 uL Enzima, filtrada em membrana de 0,22 ym - Milipore),

T4 (100 pL Enzima, filtrada em membrana de 0,22 um).

Grafico 7 - Atividade enzimatica na degradagcédo em gramas de amido x tempo (10
minutos), comparativo de Tratamentos T1, T2, T3 e T4.
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Fonte: Autor (2020).

Tratamentos: T1 (100 pL Enzima centrifugada); T2 (10 pL Enzima
centrifugada); T3 (10 uL Enzima, filtrada em membrana de 0,22 um - Milipore), T4
(100 pL Enzima, filtrada em membrana de 0,22 um).

A partir do grafico 7, que apresenta as curvas da Atividade Enzimatica dos
quatro tratamentos analisados, pode-se avaliar que a velocidade maxima de reagcao
ocorreu em torno de 10 minutos para todos os tratamentos.

Com relacdao as atividades enzimaticas iniciais entre os tratamentos
“centrifugado e filtrado” dos sobrenadantes, notou-se que a filtragem em membrana
milipore de 0,22 um (curva presente no grafico 6) € mais eficiente para separar as
enzimas de outros residuos presentes no sobrenadante, os quais aparentaram
interferir levemente no processo da reacdo. Entre as concentracbes de cada
tratamento, observou-se que nao houve diferencas significativas entre os
Tratamentos 3 e 4 (aliquotas de sobrenadantes submetidos a filtragdo em
membrana milipore 0,22 um, curvas dispostas no grafico 6). Contudo, entre os

Tratamentos 1 e 2, segundo as curvas descritas no grafico 5 (concentragdes de
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sobrenadantes apenas submetidos a centrifugacdo), observou-se uma demora no
tempo de reacgao inicial do tratamento 2 em relacdo ao 1, uma vez que o tratamento
2 continha uma aliquota 10 vezes menor de sobrenadante.

Destaca-se que o Tratamento 3 (T3) apresentou maior eficiéncia no processo
de hidrdlise do amido nas condi¢des testadas em relacdo aos demais tratamentos,
resultando em maior velocidade de reagéao inicial (levando em conta que possui um
numero 10 vezes menor de presenca de enzimas, reduzindo também os custos) e
numa degradagao aproximada de 92% do amido presente em solugéo no tempo de
30 minutos.

De modo geral, conclui-se que o processo de filtragdo de sobrenadantes de
culturas de Bacillus sp, em membranas de milipore 0,22 um (presentes no T3 e T4)
foi mais eficiente para a acdo de amilases do que apenas o processo de
centrifugacao.

Relacionando-se os resultados obtidos com as demandas industriais na area
de sacarificagdo do amido, observou-se que este microrganismo “Bacillus
amyloliquefaciens” possui elevado potencial para a sintese de enzimas amiloliticas
para os processos industriais, havendo a necessidade do desenvolvimento de novos
estudos a fim de otimizar os parametros de crescimento microbiano e de producao
de amilases a partir da bancada laboratorial aos processos de scale-up, tais como:
otimizagdo do crescimento do microrganismo (meios de cultivo, pH, temperaturas,
rom, tempo, fatores de crescimento, indutores de amilases), assim como o uso de

tecnologias de down stream das enzimas biossintetizadas.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

A biotecnologia € uma ciéncia de exceléncia pratica para a prospec¢ao de
microrganismos com faculdades em gerar produtos de interesses cientificos e
industriais nas mais diversas areas de interesse da humanidade, tais como:
alimentos, surfactantes, bebidas, téxteis, farmacos. Ha muito tempo os
microrganismos tém sido utilizados como biofabricas, precursores de produtos
industriais. A atividade destes microrganismos pode ser potencializada através de
estudos cientificos e laboratoriais que visem a otimizagao de bioprocessos, através
de fatores que viabilizem o melhor crescimento microbiano, assim como a melhor

atividade das enzimas para reagirem com os substratos especificos.
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Neste sentido, é indispensavel que se facam escolhas baseadas em dados
cientificos muito bem embasados na teoria e experimentacdo a fim de otimizar os
bioprocessos. Além disso, a otimizacdo dos bioprocessos viabiliza a reducédo de
custos de producdo, reduz a possibilidade de impactos ambientais, reduz
desperdicios ou custos desnecessarios que possam prejudicar o quadro social dos
consumidores no planeta. A importancia de processos otimizados, bem sucedidos,
no setor produtivo é considerado como ponto chave para o desenvolvimento
sustentavel.

Destaca-se que os resultados obtidos nesta pesquisa basica de biotecnologia
foram muito proficuos. Nesse contexto, pretende-se desenvolver, em nivel de Pds-
graduacao, de futuros trabalhos que visem a otimizacdo e padronizagdo do
bioprocesso, tais como: avaliacdo da atividade pela variacdo da concentragcdo de
substrato; adicdo de ions no meio de crescimento e atividade enzimatica; purificacao
do sobrenadante com diferentes elementos filtrantes; meio especifico para
crescimento, aumento da expressao génica para a indugao de enzimas amiloliticas;
temperatura; pH; rpm; testagem com novos meios de crescimento para melhorar a
adaptacdo do microrganismo direcionando sua expressdo génica a sintese de
amilases, os quais poderao gerar resultados mais otimizados.

Portanto, constatou-se que a bactéria Bacillus amyloliquefaciens é um
microrganismo capaz de viabilizar a produgdo de amilases, uma vez que possui
capacidade adaptativa aos meios de cultivo usuais de laboratério, sendo de facil
manipulacdo. Este microrganismo também apresentou rapida produ¢édo de enzimas
amiloliticas que foram eficientes na degradagédo do substrato amido. Neste sentido,
conforme pode-se comprovar pelos resultados obtidos, avaliou-se que as enzimas
amilases produzidas pelas bactérias da espécie Bacillus amyloliquefaciens
apresentaram um percentual de hidrélise do substrato amido superior a 90% .

Os estudos biotecnolégicos sobre esta bactéria, tendem a se tornar cada vez
mais frequentes, considerando a necessidade mundial de novas tecnologias
aplicadas as enzimas amiloliticas, assim como outros produtos do metabolismo
desse microrganismo, os quais possam contribuir na melhoria de processos e na
resolugao de problemas que possam afetar o meio ambiente e, consequentemente,

a propria humanidade.
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