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RESUMO - Neste trabalho objetivou-se caracterizar parcialmente a a-amilase
de Bacillus licheniformis em termo de pH e temperatura Otimos usando
planejamento estatistico de experimentos. Para a determinagdo dos valores
6timos de temperatura e pH foi realizado um planejamento fatorial completo 22,
onde o pH ira variar de 5 a 11 e temperatura de 30 a 80°C. A determinagdo da
atividade enzimatica da a-amilase foi realizada adicionando-se 0,1mL de enzima
a 0,9 mL de solucao de glicina 50mM contendo 1% de amido e incubando a
reagdo por 10 minutos, segundo metodologia descrita por San ef al. (2011). De
acordo com os resultados obtidos usando o planejamento estatistico
experimental, a enzima o- amilase apresentou a maior atividade enzimatica
(8,7U/mL), com temperatura acima de 60°C e pH na faixade 9 a 11.

1. INTRODUCAO

As enzimas sdo substancias organicas poliméricas formadas por unidades de aminoacidos
que atuam no metabolismo dos seres vivos como catalisadores naturais. Estes
biocatalisadores, na maioria das vezes de estrutura proteica do tipo globular terciaria ou
quaterndria, aceleram bastante a velocidade de uma reacdo termodinamicamente favoravel,
diminuindo a energia de ativacdo e estabilizando o estado de transi¢ao das reacdes (Nelson;
Cox, 2011). As enzimas estdo presentes em todos os organismos vivos sejam plantas ou
animais, dos mais simples, como as formas de vida unicelulares, aos mais complexos (Spier,
2005).

A denominagdo das enzimas geralmente ¢ dada de acordo com o substrato em que atuam.
Assim, o termo amilase indica a acdo enzimadtica sobre o amido (amilo), que ¢ constituido por
dois tipos de polissacarideos: a amilose (15-20%) e amilopectina (80-85%) (Vieira-Junior,
2006).

As amilases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de ligacdes a-1-4 glicosidicas de
polissacarideos, como glicogénio, amido ou seus produtos de degradacdo. Sobre o amido,
atuam liberando diversos produtos, incluindo dextrinas e progressivamente pequenos
polimeros compostos de unidades de glicose (Vieira-Junior, 2006). Produzida na saliva e no
pancreas, a amilase também ¢ produzida por diversos fungos, bactérias e vegetais (Sankalia et
al., 2007).
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As enzimas sofrem os mesmos efeitos estruturais observados com as proteinas pela
variacao de pH e de temperatura, estes fatores sdo capazes de alterar a atividade das enzimas
e, consequentemente, a velocidade das reagdes por elas catalisadas. Sendo assim, cada enzima
possui um pH 6timo de atividade (onde sua atividade ¢ maxima); para a maioria das enzimas
ele esta entre 4,5 e 8,0. Levando em conta que mudangas extremas de pH podem alterar a
estrutura da enzima devido a uma repulsdo de cargas. No entanto, as mudancgas de pH que ndo
afetam totalmente a estrutura de uma enzima, podendo apenas diminuir sua atividade por estar
afetando somente residuos do sitio catalitico (Silva et al., 2008).

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo caracterizar parcialmente a a-amilase de
Bacillus licheniformis em termo de pH e temperatura 6timos usando planejamento estatistico
de experimentos.

2. METODOLOGIA

2.1 Enzima

A enzima utilizada neste estudo foi a a-amilase comercial de Bacillus licheniformis
(Sigma).

2.2 Caracterizacao parcial da o-amilase

A caracterizacdo das enzimas ¢ de suma importdncia para o estabelecimento das
condigdes de aplicacdo, como temperatura ¢ pH 6timos, uma vez que tais condi¢cdes podem
ter uma grande variacdo de acordo com a origem e os meios de producao utilizados.

Para a determinacdo dos valores Otimos de temperatura e pH foi realizado um
planejamento fatorial completo 22, onde o pH ira variar de 5 a 11 e temperatura de 30 a 80°C
(Tabela 1).

Tabela 1 - Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 22 de temperatura
e pH 6timos para a a-amilase.

Niveis
Variaveis Independentes*  Codigos 141 -1 0 1 1,41
pH X7 5,0 5,54 7,0 9,8 11
Temperatura (°C) Xs 30 37 55 73 80

2.3 Determinacio da atividade enzimatica

A quantificagdo de atividade enzimatica da o-amilase foi realizada segundo
metodologia descrita por San ef al., (2011), onde 0,ImL de enzima era adicionado a 0,9 mL
de solucdo de substrato, que contem 1% solivel amido em 50mM glycine-NaOH (pH 9,0), e a
mistura entdo era incubada a 50 °C por 10 minutos. A quantidade de agucares redutores
produzidos foi determinada pelo método do 4cido dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959) com
glucose como um padrdo.Uma unidade de atividade da amilase foi definida como a libertagao
de 1mol de agucar redutor por 10 minutos a 50°C e pH 9.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao parcial da o-amilase em termos de pH e temperatura
otimos

A Tabela 2 apresenta a matriz do planejamento do fatorial completo 2> com os valores
codificados (reais) das variaveis independentes estudadas e as respostas em atividade de
amilase.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, podemos observar que a maior
atividade de amilase foi de 8,7U/mL no ensaio 4, com temperatura de 60°C e pH de 11.

Spier (2005) estudando pH e temperatura 6timos de atividade para amilase fungica
obtiveram pH 6timo em 6,0 e temperatura 6tima entre 45-55°C, resultado este que diferem
dos encontrados no presente estudo.

Figueira et al. (2000) produziram amilases dos fungos Fusarium moniliforme e
Aspergillus flavus obtendo valores de pH 6timos de 6,7 e 5,5 respectivamente, demonstrando
a tendéncia de producao de amilases levemente acidas por fungos.

Rasiah; Rehm (2009) obtiveram uma amilase em E. coli recombinante que possuia pH
otimo 8,0.

Tabela 2- Matriz do planejamento do fatorial completo 2> em termos de temperatura ¢ pH
otimos da enzima amilase (U/mL).

Ensaios X; X Atividade (U/mL)
1 -1(5,54) -1(37) 0,0
2 1(9,8) -1(37) 0,0
3 -1(5,54) 1(73) 3,9
4 1(9,8) 1(73) 8,7
5 -1,41(5) 0(50) 0,6
6 1,41(11) 0(50) 1,9
7 0(7) -1,41(30) 0,0
8 0(7) 1,41(80) 0,2
9 0(7) 0(50) 2,1
10 0(7) 0(50) 2,6
11 0(7) 0(50) 2,3

*Variaveis independentes: X;= pH e X,= Temperatura (°C).

A Tabela 3 apresenta os coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p e t do
planejamento fatorial completo 22 para atividade de amilase, na qual podemos observar que as
variaveis Temperatura (°C) (Q) e a interagdo entre o pH e temperatura (1L by 2L) nao
apresentaram efeito significativo a nivel de 95% na atividade de amilase (U/mL).

Tabela 3- Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para atividade de amilase.

Coeficiente de Erro 12) P
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Regressao Padrio
Meédia 14,289 0,3492 40,908  0,0005
(1)pH (L) 0,772 0,2142 3,605 0,0690
pH (Q) -1,961 0,2556 -7,671  0,0165
(2) Temperatura (°C) (L) 3,845 0,2142 17,949  0,0030
Temperatura (°C) (Q) -0,142 0,2556 -0,558  0,6327
1L by 2L 0,515 0,3025 1,702 0,2307

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

A Tabela 4 apresenta a analise de varidncia realizada a partir dos dados obtidos no
planejamento fatorial completo 22 para a atividade da a-amilase (U/mL), onde podemos
observar que o F calculado foi 1,33 vezes maior que o valor do F tabelado com um coeficiente
de correlacao de 0,91, permitindo desta forma a validacdo do modelo (Eq. 1) e a construg¢ao
de superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 1 demonstrando que a
maxima atividade de amilase se dard na faixa de pH de 7 a 9,8 e temperatura acima de 60°C.

Tabela 4- Analise de variancia para a atividade da a-amilase (U/mL) do planejamento fatorial
completo 22.

Fontes de Graus de Soma dos Quadrados F
Variagcdo Liberdade Quadrados Médios Calculado
Regressao 146,42 5 29,28 5,44
Residuo 26,92 5 5,38

Falta de Ajuste 26,1870 3

Erro Puro 0,7321 2

Total 173,3377 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fyp, 9s0,= 4,10.

A Equagdo 1 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da amilase em fun¢do do pH e temperatura, dentro das faixas estudadas.

Amilase = 14,29 — 1,96. X2 + 3,84.X, (Eq.1)
Onde:

Amilase = Atividade de amilase (U/mL); X;=pH e X,= Temperatura (°C).
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Figura 1- Superficie de resposta e curva de contorno do pH e da temperatura para a atividade
da amilase (U/mL).
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4. CONCLUSAO

Na caracteriza¢do parcial em termos de pH e temperatura 6timos para a enzima a-
amilase o maior valor de atividade foi de 8,7U/mL, com temperatura acima de 60°C e pH na
faixa de 7 a 9,8.
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