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PRODUCAO DE a-AMILASE POR Bacillus amyloliquefaciens VR002
UTILIZANDO RESIDUO AGROINDUSTRIAL COMO FONTE DE CARBONO

Yasmin Bitencourt Alves !
Carlos Eduardo de Souza Teodoro 2

Reciclagem e Gerenciamento de Residuos
Resumo

O Brasil € um pais que apresenta uma economia voltada para atividade da agroindustria, produzindo quantidades
significativas de residuos do processamento industrial de produtos, animais, ¢ de atividades agricolas, onde,
muitas vezes, ndo tém uma aplicacdo direta. Os microrganismos conseguem reaproveitar esses subprodutos para
produzir outras substincias, como as enzimas, que sdo muito procuradas e utilizadas em diferentes setores
industriais, com alto valor agregado. As amilases sdo enzimas responsaveis por fazer a quebra da molécula de
amido, sendo que as a-amilases s@o consideradas uma das enzimas industriais mais importantes e muito utilizada
em diversos setores. O objetivo deste trabalho foi otimizar o cultivo da bactéria Bacillus amyloliquefaciens
VRO002 para producdo de a-amilase, utilizando residuos agroindustriais como fonte de carbono. Neste sentido,
foram avaliados diferentes residuos agroindustriais, tempo de incubag¢do, concentragdo da fonte de carbono e pH
inicial do meio de cultivo, visando obter as condigdes 6timas de cultivo para obtengdo maxima de a-amilase. Foi
determinado o tempo de 24h como melhor para a incubacdo do microrganismo, sendo que o bagaco da laranja
apresentou maior producdo da enzima a-amilase, em relacdo aos demais residuos agroindustriais selecionados.
A concentragdo ideal foi de 1% e o pH inicial 6timo foi de 7,0.
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INTRODU(;AO

Existem preocupagdes ambientais, sociais e econdmicas relacionadas a gestdo dos residuos
agricolas produzidos diariamente. A grande quantidade desses residuos evidencia a necessidade de
tratamento adequado para seu descarte, devido ao potencial de poluicdo que apresentam para os
recursos hidricos e o solo (ANDRADE et al, 2021).

O Brasil, sendo um pais com uma economia fortemente baseada na agricultura, gera quantidades
significativas de residuos da agroindustria. Esses residuos incluem subprodutos resultantes do
processamento industrial de produtos agricolas e animais, bem como residuos provenientes de
atividades agricolas. Embora muitas vezes esses residuos ndo tenham uma aplicagdo direta e sejam
considerados sem valor econdmico, eles contém compostos como agucares, fibras, proteinas e minerais,
que podem ser usados como fontes alternativas de nutrientes em substituicao a fontes sintéticas em
processos biotecnoldgicos (SANTOS et al, 2018).

Os microrganismos possuem a habilidade de utilizar esses residuos e transformé-los em
produtos de grande importancia para a industria. Um exemplo sdo as enzimas, que estdo sendo cada
vez mais aplicadas em diversos setores industriais. Essa crescente aplicacao se deve principalmente as
vantagens operacionais que essas enzimas oferecem, como a capacidade de reagdo especifica e alta
eficiéncia de conversdo (FREITAS et al., 2018). Em larga escala, elas tém sido utilizadas na industria
textil (celulases), detergentes (proteases e lipases), alimentos e bebidas (amilases, pectinases, proteases
e celulases), couro (proteases e lipases) e na alimentagao de ruminantes (fibroliticas) (DENTI et al,
2022).

As amilases sdo enzimas responsaveis por quebrar os amidos, que s3o polissacarideos e agticares
complexos. Sua principal fun¢do € converter esses polissacarideos em agucares menores, como
dextrinas, maltose e moléculas de glicose. As enzimas amiloiticas a e  desempenham um papel crucial

nesse processo, transformando o amido em agtcares fermentaveis (BAMFORTH, 2017).
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As a-amilases sdo consideradas uma das enzimas industriais mais importantes, sendo
amplamente utilizadas em diversas industrias, como a producao de maltodextrinas, panificacdo, alcool,
detergentes, téxteis e na fabricagdo de cerveja (OLIVEIRA, 2017). Essas enzimas desempenham o
papel de catalisadoras de reagdes, atuando nas macromoléculas de amido, como a amilose (cadeia linear
de amido dos graos), assim como na amilopectina (cadeia ramificada dos graos), degradando-as em
agucares menores (SAMMARTINO, 2015).

Entre as a-amilases bacterianas mais relevantes na industria, destacam-se aquelas secretadas
pelo género Bacillus. Dentro desse género, as espécies mais frequentemente utilizadas na producao
comercial de a-amilase sdo B. amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis ¢ B. licheniformis
(CARVALHO, 2008).

A produc¢do industrial de enzimas constantemente enfrenta limitagdes devido aos custos dos
substratos usados no cultivo dos microrganismos. Estima-se que cerca de 30 a 40% dos custos
envolvidos na producdo estejam relacionados ao meio de cultura utilizado para o crescimento dos
microrganismos. Dessa forma, ¢ de suma importancia buscar a otimizagdo desse processo visando a
reducdo dos custos de produgdo, e uma alternativa economicamente viavel, ¢ aproveitar residuos
agroindustriais (CARVALHO 2008).

O objetivo deste trabalho foi otimizar o processo de producdo da a-amilase secretada por

Bacillus amyloliquefaciens VR002, testando diferentes residuos como fonte de carbono.

METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério de Biotecnologia da Escola de Engenharia

Industrial Metalurgica de Volta Redonda da Universidade Federal Fluminense (EEIMVR - UFF).
Microrganismo e ensaios analiticos

O microrganismo utilizado para o estudo foi a bactéria Bacillus amyloliquefaciens VR002

previamente isolada de amostras de solo coletadas na cidade de Volta Redonda — RJ.

Meio de cultura e condi¢des de crescimento inicial
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Para produ¢do de a-amilase foi utilizado o meio de cultura contendo a seguinte composi¢ao:
4g/L KH2PO4, 4g/L Na2HPOs4, 0,2g/L MgS04.7H20, 0,001g/L CaCl2.2H20, 0,004g/L FeS04.2H20 e
H2O destilada para 1L.

As investigagdes iniciais foram conduzidas usando a metodologia de fator inico por vez para
facilitar melhorias incrementais. Neste sentido, o pH do meio, a concentragdo das fontes de carbono e

o tempo ideal de cultivo foram ajustados de acordo com os testes realizados e os resultados obtidos.

As fontes de carbono passaram por processo de secagem e depois foram moidos e peneirados
para diminuir o tamanho das particulas a serem colocadas nas amostras, sendo constituidas por frascos
de Erlenmeyer de 250mL contendo 50mL do meio de cultura, 1% das fontes de carbono, com pH inicial
ajustado para 7,0. Os frascos contendo o meio de cultura adicionado das fontes de carbono foram
esterilizados em 121 C° durante 15 minutos, sendo posteriormente inoculadas com cultura de Bacillus

amyloliquefaciens VR002. Os experimentos foram realizados em triplicata.
Determinacio da atividade enzimatica

Para a remocao das células, a cultura bacteriana foi centrifugada a 10.000rpm por 10 minutos a
4°C. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante livre de células (extrato bruto enzimatico) foi utilizado para

a dosagem de atividade enzimatica.

A atividade de a-amilase foi determinada incubando-se 0,25 mL de extrato bruto enzimatico e
0,5 mL de solug@o de amido na concentragdo de 1% e incubadas a 45 °C por 30 minutos. Apos este
periodo a reacdo foi paralisada pela adi¢ao de 0,75 mL de acido dinitrossalicilico, e, em seguida,
aquecida em banho-maria a 100°C por 5 minutos. As amostras resultantes foram resfriadas a
temperatura ambiente e sendo adicionado 5,5 mL de agua destilada. A colora¢do desenvolvida foi
aferida em espectrofotometro, utilizando comprimento de onda de 540 nm. A metodologia utilizada foi

aplicada de acordo com Coca (2019) com modificagdes.

Para a quantifica¢do da atividade enzimatica foi elaborado uma curva padrdo com concentragdes

conhecidas de glicose, construida medindo-se a absorbancia da solugdo em espectrofotometro
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utilizando comprimento de onda de 540 nm.
Residuos agroindustriais como fonte de carbono para producio de a-amilase

A determinagdo da melhor fonte de carbono foi realizada incubando-se Bacillus
amyloliquefaciens VR002 em meio de cultura contendo 1% dos seguintes residuos: farelo de milho,
farelo de soja. Bagago de malte, casca de aipim, casca de batata e bagaco de laranja. As amostras
foram retiradas nos intervalos de 6, 12, 24, 36 e 48h, a fim de identificar o melhor tempo de incubagio

da bactéria para a producao da enzima.
Efeito da concentracio de residuo como fonte de carbono na producio de a-amilase

Com o melhor residuo determinado, foram realizados testes para identificar a concentragio
ideal para a produ¢do da enzima. A bactéria foi cultivada nas concentragdes de 0,5%, 1% e 2% sob

temperatura de 35°C e com agitagcdo de 150 rpm durante 24h.
Efeito do pH inicial do meio de cultura na producio de a-amilase

A bactéria foi cultivada em meio de cultura com os valores inicias de pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5;
8,0 para verificar o efeito do pH inicial do meio de cultura na produgao da enzima amilase. Os valores

de pH do meio fora ajustados com HCI ou NaOH (1 mol.L") antes da esterilizagdo.
Analise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos foram analisados pelo programa estatistico SISVAR
com analise de varidncia e comparagdo de médias pelo teste de Tukey com grau de significancia de

5% em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial, com quatro repetigdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A bactéria B. amyloliquefaciens VR002 foi cultivada em meio de cultura contendo diferentes

residuos agroindustriais como substrato, na concentragdo de 1% e nos tempos de 6, 12, 24, 36 ¢ 48 h.
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As condigdes de cultivo foram 35 °C, pH 7,0 e 150 rpm. Os resultados obtidos foram apresentados na

figura le a analise de variancia apresentada na tabela 1.

Essa bactéria ¢ muito utilizada em estudos envolvendo produ¢do de enzimas. Bones (2021)
avaliou a producdo de amilase por Bacillus amyloliquefaciens, concluindo que a utilizagdo dessa
bactéria para a producao de amilase ¢ uma alternativa viavel, considerando que a bactéria produzida

degradou 90% do substrato amido.

Figura 1: Producao da enzima a-amilase por B. amyloliquefaciens VR002 cultiva em diferentes

residuos agroindustriais. As barras representam o desvio.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Tabela 1: Analise de varidncia e comparacao de médias pelo teste de Tukey com grau de

significancia de 5%, realizado no programa Sisvar.
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Média harmonica do nimero de repetigfies (r): 3
Erro padrdo: 0,0723478039928828

Tratamentos Medias Resultados do teste

BATATZ 0.614247 al

50TA 1.374547 a2
MALTE 1.520940 a2
MILHC 1.560827 a2
ATPIM 1.601973 a2
LARANJIA 1.7148683 a2

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Considerando a Figura 1 pode-se observar que o tempo de cultivo influenciou diretamente na
producdo de a-amilase, todos os residuos apresentaram melhor produgdo no tempo de 24h,
definido-se o tempo de 24h como ideal para produgdo da enzima. De acordo com os resultados
obtidos na anélise de variancia e na comparagdo de médias pode-se observar que entre os residuos,
somente a batata obteve valor estatisticamente diferentes dos demais, com resultado mais baixo.
Dessa forma, o residuo escolhido foi o bagago de laranja, pelo fato dele sempre manter uma
producdo alta em todas as dosagens. Coca (2019) avaliou o desempenho da B. amyloliquefaciens
para producao de oa-amilase, testando diferentes parametros como tempo de cultivo, pH,
temperatura, volume de inoculo, onde também obteve o valor 6timo de cultivo de 24h, com ph

inicial ideal de 6,5, a 30°C e indculo a 2%

Uma vez que o bagaco de laranja foi identificado como melhor fonte de carbono, foram
testadas as concentragdes de 0,5, 1, 2% para avaliar a melhor concentragdo para producdo da
enzima. Os resultados sdo representados na Figura 2 e foram analisados utilizando a ANOVA e

comparag¢do de médias pelo teste de Tuckey (5%), apresentados na tabela 2.

Figura 2: Produgdo de a-amilase por B. amyloliquefaciens VR002 cultivada em meio de
cultura contendo bagago de laranja como fonte de carbono em diferentes concentragdes. As barras

representam o desvio.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Tabela 2: Analise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de Tukey com grau de

significancia de 5%, realizado no programa Sisvar.

Tratamentos Médias Resultados do teste

0,5 1.124800 al
2 1.171000 al
1 1.200e00 al

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

De acordo com os resultados obtidos na analise de variancia e na comparagao de médias pode-
se observar que a varia¢do das concentracdes de fonte de carbono ndo influenciou na produgdo de
a-amilase. Nao foi observada diferenca estatistica entre as concentracdes, sendo mantida a
concentragao de 1%.

Arifeen et al. (2024) encontraram resultados diferentes quando buscaram avaliar a biossintese
e otimiza¢do de amilase de Bacillus sp. isolado de amostras de solo utilizando residuos

agroindustriais como substrato, foram avaliados varios parametros, entre eles, a concentragdo de



S\ 219 Congresso Nacional de  4¢ Pocos de Caldas

MEIO AMBIENTE 2 2 oz ourusso | 202

<

EXTREMOS CLIMATICOS:

substrato, onde obteram que a maior atividade de amilase ocorreu em 2% de concentragdo de
substrato.

Para determinagdo do pH 6timo para producdo de a-amilase, foram testados os valores de pH:
6, 6,5,7,7,5 e 8. Os resultados estdo representados na figura 3 e a analise de variancia na tabela

3.

Figura 3: Produgdo de a-amilase por B. amyloliquefaciens VR002 cultivada em meio de cultura

contendo 1% de bagaco de laranja, em diferentes valores iniciais de pH. As barras representam o desvio.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Tabela 3: analise de variancia e comparagdao de médias pelo teste de Tukey com grau de

significancia de 5%, realizado no programa Sisvar.

Tzatamantos MEdizg Sesaltados Jdo tasta
E 1.1232%00 a1

hul 1_405000 az

[ 1_437E04 az

i 1.442500 az

B 1_=02=040 az

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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De acordo com os resultados obtidos na analise de varidncia e na comparacdo de médias pelo
teste de Tukey 5% nao sdo observadas diferencas estatisticas entre os pH 6 a 7,5, obtendo producao
da enzima de forma eficiente nessa faixa. Teodoro e Martins (2000) avaliaram a producao de amilase
por Bacillus sp., onde identificaram o pH inicial 6timo de 7,0. J& Cordeiro et al. (2002), no estudo
sobre a produgdo e propriedades da a-amilase de bacillus sp., identificou como pH 6timo o valor de
7,5. Conforme os resultados obtidos, foi escolhido o pH de valor 7 como melhor para producao de

a-amilase por B. amyloliquefaciens VR002.

CONCLUS()ES

Os resultados indicam que as otimizagdes das condi¢des de cultivo influenciaram
positivamente na producao de a-amilase por bactéria Bacillus amyloliquefaciens VR002.

As condigdes Otimas de cultivo encontradas foram: 24h de incubacgao da bactéria, 1% de bagago
de laranja como fonte de carbono e pH do meio inicial do meio de cultura no valor de 7,0. Tais
resultados demonstram importantes parametros para a continuidade da pesquisa, incluindo a otimizagao
da temperatura de incubagdo e a agitagao do meio de cultura, a fim de maximizar a produgdo da enzima

e fazer sua purificagao.
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