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INFO ABSTRACT
Production of amylases by wild yeasts in response to different culture conditions
Keywords Ethanol can be produced from several raw starch species, as well as from their wastes. Hence, in view of
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several raw material for ethanol production it is necessary to study and select wild microorganism strains,
which demonstrate the ability to hydrolyze starch into fermentable sugars. Thus, the aim of this study was
investigated, under submerged culture, the statistical effect of culture parameters on the amylases activity
produced by wild yeasts, isolated from puba flour production. Plackett e Burman design (PB) was used to
screen and evaluate the influence of temperature, initial pH, inoculum, starch, peptone and yeast extract
concentrations on the enzyme activity. By PB results, it was observed that temperature, inoculum, and
starch concentration showed significant influence (p < 0.10) over process. Central Composite Rotatable
Design (CCRD) showed that amylase activity is influenced by linear effect of temperature and soluble
starch concentration (p < 0.05). Finally, response surface methodology revealed that the optimum amylase
activity could be obtained with increasing of starch concentration and temperature. Thus, the results ob-
tained in the current study suggest that the amylases produced by the PB-34 strain have potential for future
studies related with the production of ethanol from starchy materials.
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Etanol pode ser produzido a partir de diversas fontes amil4ceas, bem como dos residuos oriundos das
mesmas. Assim, em vista da variedade de matéria-prima para producdo de etanol, faz-se necessario estu-
dar e selecionar linhagens de microrganismos selvagens que demonstrem a capacidade de hidrolisar o
amido em agucares fermentesciveis. Desta forma, o presente estudo consiste em investigar a influéncia de
parametros de cultivo sobre a atividade de amilases, produzidas por leveduras isoladas do processamento
de farinha de puba. O delineamento de Plackett e Burman (PB) foi aplicado com o intuito de selecionar
e avaliar a influéncia da temperatura, do pH inicial e das concentracdes de inoculo, amido, peptona e
extrato de levedura sobre a atividade enzimatica. Por meio dos resultados para tal delineamento, verificou-
se influéncia estatisticamente significativa (p < 0,10) da temperatura e das concentragdes de amido e in6-
culo. Em relagdo aos resultados do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), observou-se
que o efeito linear da temperatura e da concentra¢do de amido foram significativos (p < 0,05) sobre a
atividade enzimatica. Com a metodologia de superficie de resposta observou-se que a condicéo 6tima para
atividade da enzima amilase é obtida quando se aumenta a temperatura e a concentragdo de amido do
meio. Assim, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que as amilases produzidas pela linhagem
PB-34 apresentam potencial para estudos futuros visando a producdo de etanol a partir de materiais
amilaceos.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o aumento da
contaminacdo ambiental por CO, e as mudangas
climéaticas causadas por combustiveis fdsseis,
juntamente com o declinio das reservas de petréleo,
levou governos e centros de pesquisa a desenvolver
e produzir biocombustiveis (Viktor et al., 2013).

Nesse sentido, 0 amido, um dos polissacarideos
mais abundantes da natureza, tem sido amplamente
aplicado na producédo de bioetanol (Viktor et al.,
2013). Para tal fim, pode-se empregar uma
diversidade de matérias-primas, dentre as quais:
amidos crus, tubérculos, raizes e grdos (Xu et al.,
2016). Nos ultimos, a comunidade cientifica do
setor tem devotado atencdo para a producdo de
bioetanol a partir de residuos de materiais
amilaceos, conforme observado nos estudos de
Wang et al. (2016) e Pothiraj et al. (2015).

Em todos os casos, a adicdo de enzimas
amiloliticas no meio de cultura faz-se necessaria
para liquefazer e sacarificar a matéria-prima
convertendo o amido em acucares fermentaveis,
uma vez que os agentes de fermentacdo alcodlica
ndo produzem amilases (Pothiraj et al., 2015).
Segundo Galdino et al. (2011), considerando a
variedade de materiais amilaceos, o estagio de
liqguefagdo requer amilases com propriedades
Unicas, por isso é frequentemente necessario buscar
novas fontes desses biocatalisadores.

Portanto, 0 uso de leveduras como recursos
biotecnoldgicos para producdo de enzimas tem sido
estimulado, pois estas oferecem certas vantagens,
tais como temperatura moderada de crescimento,
alta diversidade metabdlica e rapido crescimento
celular, o que resulta em ciclos de fermentagéo
mais curtos e facil adaptacdo a diferentes condicoes
de cultivo. Além disso, esses microrganismos sao
excelentes hospedeiros para a expressdo de
proteinas recombinantes devido a sua fécil
manipulacdo e cultivo (Oliveira et al., 2015).

Nesse interim, o crescimento de leveduras e a
producgdo de enzimas sdo fortemente influenciados
pelos pardmetros da cultura, e sua otimizacéo € um
critério importante para a eficacia do processo de
producdo, bem como para a estimativa de custos na
producdo em larga escala (Abdel-Rahman et al.,
2016; Swetha et al., 2014).

Assim sendo, o objetivo do presente estudo foi
investigar as variaveis do processo que afetam a
producdo de amilases por isolados de levedura
selvagem  previamente  selecionados.  Os
delineamentos estatisticos foram utilizados para
otimizar as condicOes de cultura e maximizar a pro-
ducéo desses biocatalisadores.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos

A levedura PB-34 empregada neste estudo foi
isolada do processo de producdo de farinha de
puba, e € mantida na Colecdo de Culturas do
Laboratério de Microbiologia Aplicada e do
Laboratério de Microbiologia e Biotecnologia da
Universidade Federal do Tocantins.

A linhagem foi acondicionada em glicerol a -
20°C, sendo reativada em éagar Sabouroud-glicose
(2% de glicose (p/v); 1% de peptona (p/v), 1,8% de
agar (p/v), 0,5% extrato de levedura (p/v),
cloranfenicol 0,02% (p/v)), a 25 ° C por 48 horas.

A capacidade amilolitica da linhagem foi testada
previamente em meio so6lido contendo: 1% de
amido soluvel, 0,5% de extrato de levedura e 1,8%
de &gar. A levedura foi inoculada na superficie do
meio, e incubada por sete dias a 25°C. A producao
de amilases foi expressa em Indice Enzimético (IE),
que corresponde a razdo dos didmetros do halo de
hidrélise e de crescimento da col6nia do microrga-
nismo. Os halos de hidrdlise foram evidenciados
apo6s coloragdo do meio com solucdo de lugol,
contendo 1,5% de iodeto de potéssio e 3% de iodo
conforme método relatado por Hankin e
Anagnostakis (1975). O teste foi realizado em
triplicata.

Producao de amilases em cultura submersa

O pré-inodculo foi obtido por meio do cultivo da
linhagem PB-34 em meio Sabouraud-glicose (5%),
a qual foi incubada sob agitacéo (150 rpm), a 25°C
por 24 horas. Em seguida, a biomassa obtida foi
separada por centrifugacdo (10000 g/30 minutos) e
ressuspendidas em 10 mL de &gua destilada estéril.
A partir desta suspensdo padronizou-se a
concentragdo  de  ino6culo, conforme as
concentracBes descritas nos Delineamento de
Plackett e Burman (PB) e no Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR).

Os ensaios para producdo de amilases foram
conduzidos em frascos Erlenmeyer (250 mL) com
50 mL de meio liquido em diferentes faixas de pH,
sendo estas, 3,5e 7 paraPBe 3,5;4,2;5;57¢6,5
para DCCR, e diferentes concentragdes de amido
soltvel, peptona e extrato de levedura (seguindo o
planejamento experimental proposto)

Os frascos foram entdo incubados por 72 horas
em banho-Maria sob diferentes condicGes de
temperaturas 20, 35 e 50°C para PB e 30, 35, 40, 45
e 50°C para DCCR. Ap6s incubacédo, as amostras
foram centrifugadas a 10000 g por 10 minutos, € 0
sobrenatante obtido (extrato bruto enzimatico) foi
empregado na quantificagio da atividade
amilolitica.
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Efeito das variaveis

O delineamento de Plackett e Burman proposto
é composto por 12 condi¢Bes experimentais, com
trés repeticbes no ponto central (0) e dois niveis
axiais (-1 e +1), e visa avaliar a significancia dos
parametros de cultivo, temperatura, pH,
concentracdo de indculo, extrato de levedura,
amido e peptona na atividade das amilases
produzidas.

A andlise estatistica dos parametros usados foi
realizada por meio de andlise de variancia
(ANOVA, p <0,10). Posteriormente, as variaveis
significativas para o delineamento de Plackett e
Burman foram selecionadas e os componentes de
cultivo relevantes foram empregados no projeto do
Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), sendo cada fator examinado em cinco
niveis diferentes (-a, - 1, 0, + 1, + a).

A analise estatistica para DCCR foi realizada por
meio de ANOVA (p <0,05), empregando-se o
software R (R Development Core Team, 2011).

Em seguida, a superficie de resposta foi plotada
para obtengdo das condigdes Otimas de
producdo/atividade das amilases.

Ensaio de atividade amilolitica

A atividade amilolitica foi determinada por meio
da dosagem de grupos redutores liberados, empre-
gando-se para tal fim o método do acido 3,5-dini-
trosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959). O
protocolo experimental consistiu em misturar 500
uL de enzima bruta (item producéo de amilases em
cultura submersa), a 500 pL. de solucdo de amido
solavel a 1% a pH 4,5, sendo a mistura resultante
incubada em banho-Maria a 60°C por 30 minutos.
Apos isto, foi feita a adicdo de 4 mL de agua desti-
lada a solucdo formada por enzima e substrato. Ali-
guotas de 1mL foram colhidas e acrescidas de 1 mL
de solucdo DNS. A mistura formada foi mantida em
ebulicdo por 5 minutos, resfriada em banho de
agua, e adicionada de 9,5 mL de &gua destilada para
determinacdo da dosagem de agucares redutores.

A absorbancia do produto da reacéo entre 0 DNS
e os agucares redutores liberados no meio de cultura
foi determinada espectrofotometricamente pelo
espectrofotdmetro BioSpectro a 540 nm.

A atividade enzimética foi expressa em
Unidades Internacionais (U), sendo 1 U definida
como a quantidade de enzima que leva & liberacéo
de 1 pmol de agucar redutor por mL por minuto
(umol.min.mL?) sob reacdo condicdes testadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producdo de amilases em meio sélido

A linhagem PB-34 apresentou valores de IE
variando de 2,1 a 2,5. Guedes et al. (2019),
ressaltam que IE iguais ou maiores que 2, indicam
atividade potencial de producéo de enzimas.

Costa et al. (2011) avaliaram a atividade
amilolitica de 16 linhagens de leveduras isoladas de
diferentes cultivares de batata doce, empregando
para tal fim amido soluvel, amido de milho e amido
de mandioca. Os resultados obtidos corroboram
com aqueles observados no presente estudo, sendo
valor médio de IE > 2,1 para todas as linhagens tes-
tadas sob diferentes condi¢des de fonte de carbono.

Paludo et al. (2019) observaram que leveduras
isoladas de folhas em decomposicéo foram capazes
de hidrolisar amido soltvel em meio sélido com IE
variando entre 1,37 e 4,55.

Por meio de tais dados, é possivel inferir o po-
tencial da linhagem PB-34 para estudos de produ-
cao de amilases em cultivo submerso.

Producdo de amilases sob fermentacéo
submersa

A capacidade da levedura PB-34 para hidrolisar
amido em condigdes de processo, segundo o
delineamento de Plackett e Burman, é apresentada
na Tabela 1. Os valores de atividade amilolitica
variaram de 0,215 U.mL? (experimento 1) a 0,61
U.mL? (experimento 11). O efeito das variaveis
para o delineamento de Plackett e Burman, bem
como os coeficientes de regressdo podem ser
observados na Tabela 2. Os parametros
temperatura, concentragdo de inéculo e amido
foram estatisticamente significativos (p<0,10).

Os dados obtidos indicam que a concentracao de
amido sollvel e a temperatura tem efeito positivo
sobre a atividade enzimatica, enquanto a
concentracdo de indculo apresenta comportamento
contrario. Ainda conforme os dados, a atividade
méaxima da amilase é obtida quando inéculo estiver
em baixa concentracao e as variavéis temperatura e
concentracdo de amido estiverem em seus valores
méaximos, conforme delineamento proposto.

Tais resultados assemelham-se aquele reportado
por Swetha et al. (2014), os quais demonstraram
por meio do delineamento de PB que 0 aumento da
producdo de amilases pela linhagem
Piriformospora indica, est4d condicionada ao
aumento na concentracdo de amido solavel.
Ademais o efeito linear desta variavel também foi
0 mais significativo (efeito = 4,9329) dentre os
demais pardmetros, com a atividade da amilase
variando de 0,2555 a 0,4554 mg.mLt.min.

© 2020 Journal of Biotechnology and Biodiversity
ISSN: 2179-4804

DOI: https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v8n3.coelho

181


https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v8n3.coelho

Coelho et al. / Journal of Biotechnology and Biodiversity / v.8 n.3 (2020) 179-186

Tabela 1 - Resultado para producdo de amilases pela linhagem PB-34 conforme delineamento estatistico de

Plackett e Burman.

Ensaio Inéculo Amido Peptona | Extrato de levedura T oH inicial AE
(%) (%) (%) (%) 9] (UmL™

1 10 (+1) 1(-1) 1(+1) 0(-1) 20 (-1) 3(-1) 0,215
2 10 (+1) 4 (+1) 0(-1) 1(+1) 20 (-1) 3(-1) 0,502
3 5,5 (0) 4 (+1) 1(+1) 0(-1) 50 (+1) 3(-1) 0,656
4 10 (+1) 1(-1) 1 (+1) 1(+1) 20 (-1) 7 (+1) 0,395
5 10 (+1) 4 (+1) 0(-1) 1(+1) 50 (+1) 3(-1) 0,647
6 10 (+1) 4 (+1) 1(+1) 0(-1) 50 (+1) 7 (+1) 0,660
7 5,5 (0) 4 (+1) 1(+1) 1(+1) 20 (-1) 7 (+1) 0,617
8 5,5 (0) 1(-1) 1(+1) 1(+1) 50 (+1) 3(-1) 0,446
9 5,5 (0) 1(-1) 0(-1) 1(+1) 50 (+1) 7 (+1) 0,450
10 10 (+1) 1(-1) 0(-1) 0(-1) 50 (+1) 7 (+1) 0,413
11 5,5 (0) 4 (+1) 0 (-1) 0 (-1) 20 (-1) 7 (+1) 0,667
12 5,5 (0) 1(-1) 0(-1) 0(-1) 20 (-1) 3(-1) 0,428
13 1(-1) 2,5 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 35 (0) 5 (0) 0,565
14 1(-1) 2,5(0) 0,5 (0) 0,5 (0) 35 (0) 5(0) 0,590
15 1(-1) 2,5 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 35 (0) 5 (0) 0,548

AE- atividade enzimatica

Tabela 2 - Coeficientes de regresséo para producgao Durante a fase de adaptacdo, que ocorre

de amilases pela linhagem PB-34 conforme
delineamento estatistico de Plackett e Burman.

Variaveis Estimativa Pitrjrr(:?lo Pr(>1t1)
Intercepto* 0,5301 0,0135 | 1,98.e%°
Inéculo* -0,0512 0,0174 0,0188
Amido* 0,01168 0,0146 4,39.6°
Peptona -0,0098 0,0146 0,5200
Extratodele- | o 0515 | 00146 | 0,9208
vedura
Temperatura* 0,0373 0,0146 0,0339
pH 0,0256 0,0146 | 0,1171

*Varidveis estatisticamente significativas R?=0,9117, R? apy= 0,8455

Andualem e Gessesse (2013) estudaram a
atividade de amilases produzidas por leveduras
selvagens, e observaram uma alta atividade
enzimatica quando a concentragdo de amido do
meio variou de 1 a 3%. Por outro lado, os autores
concluiram que na faixa de 4 a 9% da concentracao
do substrato amilaceo, a atividade enzimatica foi
levemente reduzida. Isso implica que a sobrecarga
de nutrientes no meio de cultivo diminuiria a
sintese de enzimas, o que pode ser atribuido a forte
presséo  osmotica causada pela elevada
concentracdo de amido (Ray et al., 2013).

Na literatura (Lee, 1992) é relatado que a taxa
méaxima de reacdo enzimatica é proporcional a
concentracdo  inicial de enzima. Assim,
considerando os resultados estatisticos do
delineamento de PB, pode-se inferir que os
resultados obtidos com rela¢do a concentragdo do
indculo estdo relacionados a cinética microbiana.

imediatamente  ap6s a  inoculagdo  do
microrganismo no meio de cultura, a sintese
enzimatica € direcionada apenas para a
metabolizacdo de substratos. Por sua vez, na fase
logaritmica, a composic¢éo do meio de cultura varia
muito, devido ao crescimento e reproducéo da cepa.
Finalmente, na fase de morte, h4 uma deplegéo de
nutrientes com acumulo de inibidores enzimaticos.
Isso levou a conclusdo de que uma menor
concentracdo de inoculo permite que a fase de
retardo seja mantida por mais tempo, atrasando a
fase de morte microbiana.

Ainda nesta abordagem, pode-se inferir que
oscilagbes da temperatura entre 0s pontos maximo
e minimo pode ter dois efeitos antagdnicos sobre a
atividade das enzimas produzidas: (i) por um lado,
0 aumento da agitacdo das moléculas devido a
elevagdo da temperatura, resultando em um maior
namero de colisBes entre a enzima e o substrato; (ii)
por outro lado, a desnaturagdo da enzima proteica,
aumentando a vibragdo molecular, responsével pela
quebra das ligagBes intramoleculares (Scriban,
1985; Amid et al., 2014).

Da mesma forma, as enzimas sdo muito
sensiveis a concentracdo de H* no meio de reacéo,
devido a grupos ionizdveis, que modificam os
locais ativos nos quais ocorre a fixacdo do substrato
(Scriban, 1985).

No que concerne aos parametros concentracao
de peptona e extrato de levedura, 0s mesmos ndo
foram estatisticamente significativos, a peptona,
todavia, foi mantida nos ensaios de CCRD com
concentracdo fixa de 0,5%. Isto esté relacionado
com o fato de que dentre as fontes de nitrogénio, a
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forma peptidica (peptona) é relatada como a mais
positiva para o0 metabolismo das leveduras,
induzindo maior biomassa e preservando a
viabilidade das linhagens (Casey et al., 1984; Lei et
al., 2012).

Ainda segundo Hashemi et al. (2015), durante
um processo de cultivo as fontes de nitrogénio
devem ser suficientes para suportar o crescimento
dos microrganismos, enquanto o carbono seria
direcionado majoritariamente para a geragdo de
energia. Além disso, na presenga de uma
guantidade adequada de carbono e nitrogénio, as
leveduras podem sintetizar todos os L-
amino&cidos, os quais sdo empregados na sintese de
proteinas (Divya e Padma, 2016).

Portanto, com 0 objetivo de determinar as
condi¢cbes mais apropriadas para a atividade da
amilase  pela linhagem PB-34, em cultivo
submerso, as concentracfes de indculo e amido,

bem como o pH e a temperatura, foram
selecionadas para os ensaios CCRD. Por meio da
Tabela 3 é possivel obervar a matriz de projeto para
CCRD e o efeito dos fatores experimentais na
atividade da amilase.

A atividade maxima (1,14 U.mL™) da enzima foi
obtida na condicdes do experimento 12 (pH 5,7,
45°C e 3,2% de concentragdo de inbculo e
substrato), senda a minina atividade (0,333 U.mL"
1) observada para os parametros do ensaio 23.

Dentre os quatro pardmetros selecionados, o
efeito linear da temperatura, a concentracdo de
amido sollvel e a interacdo entre temperatura e
carga do in6culo mostraram influéncia significativa
(p <0,05) sobre a atividade da amilase (Tabela 4),
com a concentragdo de amido (valor t = 13,04 )
demonstrando efeito dominante comparativamente
a temperatura (valor t = 2,070) e o efeito da
interacdo temperatura e indculo (valor t = -2,296).

Tabela 3 - Atividade da amilase produzida pela PB-34 segundo CCRD.

Ensaio oH Temperatura In6culo Amido AE
Q) (%) (%) (U.mL)
1 4,2(-1) 35(-1) 3,2(-1) 1,7(-1) 0,485
2 5,7(+1) 35(-1) 3,2(-1) 1,7(-1) 0,509
3 4,2(-1) 45(+1) 3,2(-1) 1,7(-1) 0,636
4 5,7(+1) 45(+1) 3,2(-1) 1,7(-1) 0,674
5 4,2(-1) 35(-1) 7,7(+1) 1,7(-1) 0,533
6 5,7(+1) 35(-1) 7,7(+1) 1,7(-1) 0,652
7 4,2(-1) 45(+1) 7,7(+1) 1,7(-1) 0,542
8 5,7(+1) 45(+1) 7,7(+1) 1,7(-1) 0,501
9 4,2(-1) 35(-1) 3,2(-1) 3,2(+1) 0,900
10 5,7(+1) 35(-1) 3,2(-1) 3,2(+1) 0,876
11 4,2(-1) 45(+1) 3,2(-1) 3,2(+1) 0,903
12 5,7(+1) 45(+1) 3,2(-1) 3,2(+1) 1,140
13 4,2(-1) 35(-1) 7,7(+1) 3,2(+1) 0,900
14 5,7(+1) 35(-1) 7,7(+1) 3,2(+1) 0,881
15 4,2(-1) 45(+1) 7,7(+1) 3,2(+1) 0,887
16 5,7(+1) 45(+1) 7,7(+1) 3,2(+1) 0,981
17 3,5(-2) 40(0) 5,5(0) 2,5(0) 0,779
18 6,5(+2) 40(0) 5,5(0) 2,5(0) 0,617
19 5(0) 30(-2) 5,5(0) 2,5(0) 0,719
20 5(0) 50(+2) 5,5(0) 2,5(0) 0,879
21 5(0) 40(0) 1(-2) 2,5(0) 0,803
22 5(0) 40(0) 10(+2) 2,5(0) 0,703
23 5(0) 40(0) 5,5(0) 1(-2) 0,323
24 5(0) 40(0) 5,5(0) 4(+2) 1,07
25 5(0) 40(0) 5,5(0) 2,5(0) 0,717
26 5(0) 40(0) 5,5(0) 2,5(0) 0,684
27 5(0) 40(0) 5,5(0) 2,5(0) 0,649

AE- atividade enzimatica

Conforme mencionado anteriormente, o pH
desempenha papel relevante na atividade das
enzimas produzidas, além de acarretar em
alteragbes na  morfologia/metabolismo  dos
microrganismos e por consequéncia na secrec¢ao de
enzimas. Assim, 0s resultados do presente estudo,

mostraram que em ambos os delineamentos
estatisticos, o pH apresentou comportamento
semelhante, sugerindo que a amilase resultante da
cepa PB-34 pode ser empregada em processos
produtivos realizados sob condi¢fes &cidas e
neutras. Montgomery (2013) enfatiza que a
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significancia do modelo pode ser analisada por
meio do pressuposto de normalidade e variancia
constante. Os residuos do modelo ajustado (Figura
1.A — material suplementar), considerando as
variaveis significativas na Tabela 4, ndo
apresentaram padrdes detectaveis, sendo validada a
suposicdo de variancia constante. No entanto, o
grafico probabilistico normal (Figura 1.B -
material suplementar) mostrou que os residuos
apresentaram um padrao sigmaoide no canto inferior
esquerdo e no canto superior direito. Assim, o

termo interativo entre temperatura e concentragao
do indculo foi removido do modelo e um novo teste
foi realizado (Figuras 1C e 1D - material
suplementar). O resultado foi mais adequado para a
distribuicdo normal de residuos. Além disso, foi
aplicado o teste de normalidade Shapiro, obtendo-
se um valor p de 0,5501 (valor p > 0,05),
confirmando que os residuos seguem a distribuicao
normal padrdo, assumindo a qualidade do ajuste
dos dados para os coeficientes de regressdo dos
resultados do CCRD.

Tabela 4 - Coeficientes de regressdo para atividade de amilase produzida pela linhagem PB-34, conforme

CCRD.
Variaveis Estimativa Erro padréo t-value Pr(>1t1) _?_SCO/O +35C%
Intercepto* 0,6833 0,0401 17,034 9,01.e1° 0,6118 0,7548
(1) pH (L) 0,0043 0,0141 0,306 0,7652 -0,0205 0,0296
pH (Q) 0,0059 0,0150 0,392 0,7020 -0,0209 0,0327
(2) Temperatura (L)* 0,0353 0,0141 2,491 0,0284 0,0100 0,0606
Temperatura (Q) 0,0031 0,0150 2,070 0,0606 0,0043 0,0579
(3) In6culo (L) -0,0185 0,0141 -1,310 0,2146 0,0430 0,0066
Inéculo (Q) 0,0196 0,0150 1,306 0,2161 -0,0071 0,0464
(4) Amido (L)* 0,1845 0,0141 13,014 1,95.¢8 0,1593 0,2098
Amido (Q) 0,0055 0,0150 0,367 0,7200 -0,0212 0,0323
1L X 2L 0,0142 0,0017 0,820 0,4280 -0,0167 0,0452
1L X 3L -0,0076 0,0017 -0,439 0,6685 -0,0385 0,0233
1L X 4L 0,0092 0,0017 0,533 0,6041 -0,0217 0,0402
2L X 3L* -0,0398 0,0017 -2,296 0,0405 -0,0708 -0,0089
2L X 4L 0,0011 0,0017 0,648 0,5294 -0,0197 0,0422
3L X 4L -0,00058 0,0017 -0,338 0,7410 -0,0368 0,0250

LC - Intervalo de confianca

A partir dos dados observados na tabela 4 foi
proposto um modelo matematico (equagdo 1) que
descreve a atividade enzimatica (EA) em funcéo da
concentracdo de amido e da temperatura,
codificados como X; e X; respectivamente.

AE (U.mL™)=0,6833+0.1845.X,+0.0353.X, (1)

O coeficiente de determinacdo (R?> = 0,8714)
apresentado na Tabela 5 indica que a equagéo 1
pode descrever satisfatoriamente o0s dados
experimentais. Além disso, o valor de R? ajustado
(R?xp;) de 86,07% indica que o modelo é

significativo e ha uma boa concordancia entre 0s
valores reais e previstos (Chupron et al., 2016).
Como observado na Figura 2 a condicéo ideal
para a producdo/atividade das amilases é obtida
com o aumento da concentragdo de amido e da
temperatura. No entanto, altas temperaturas podem
ser prejudiciais ao crescimento celular da levedura
PB-34, mesmo quando a concentracdo da fonte de
carbono aumenta. Assim, é possivel alcangar niveis
mais altos de producdo celular e atividade
enzimatica, mantendo a temperatura no ponto
médio e aumentando a concentragdo de amido.

Tabela 5 - Resultados da andlise de regressdo para a atividade da amilase.

Pardmetros GL Soma dos quadrados | Quadrado médio Valor F Pr(>IF1)
Regressdo 2 0,84767 0,42383
Residuos 24 0,12508 0,00521 81,324 <0,0001
R?=0,8714; R?Ap;=0,8607; GL - graus de liberdade
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Figura 2 - Superficie de resposta para atividade de
amilase conforme variacdo da concentracdo de
amido e da temperatura.

CONCLUSOES

As variaveis temperatura, concentracdo de
amido e inéculo apresentaram influéncia
significativa (p<0,1) na atividade amilolitica para
0s experimentos realizados de acordo com o
planejamento de PB. Para o desing CCDR o0s
pardmetros significativos foram temperatura,
concentracdo de amido e a interacdo entre a
concentracdo de indculo e a temperatura. Em
relacdo ao ajuste do modelo, devido aos resultados
do CCDR, a presenca da interacdo invalidou o
modelo matematico, pois ndo foi verificada a
suposicdo de normalidade. Assim, o modelo foi
ajustado apenas considerando a temperatura e a
concentracdo de amido. Finalmente, as condi¢Ges
ideais de operagdo foram definidas com altas
concentracdes de fontes de carbono e condicbes de
temperatura média.
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