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Introducao
O conhecimento das condicbes ideais de atuacdo das enzimas torna-se

necessario para avaliagdo de seu efeito catalitico. Os parametros que afetam a
determinacdo de atividade enzimatica variam entre diferentes matérias-primas, assim
como para diferentes enzimas (WHITAKER, 1994).

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer as condi¢cdes Otimas para
determinacdo da atividade de o e [-amilases extraidas de arroz branco polido,

empregando planejamentos fatoriais.

Metodologia

O arroz polido, fornecido pelo Instituto Riograndense do Arroz, foi moido em
moinho de pas e sua granulometria padronizada entre 0,35 e 0,60 mm, através de
agitacdo manual em peneiras.

O extrato enzimatico, utilizado na determinacdo de ambas as enzimas, foi obtido a
partir da homogeneizagdo de 5 g de arroz polido em 50 mL de solu¢do salina 0,5 %
mediante agitacdo orbital a 30°C durante 1 h 30 min. Em seguida, a suspenséo foi
centrifugada e filtrada em banho de gelo. O extrato enzimatico bruto foi utilizado para a
medida da atividade da a e B-amilase, segundo metodologia descrita por BARAJ et al.
(2008).

Para o estabelecimento das melhores condi¢cdes de reacdo, foram aplicados
planejamentos fatoriais 2° e 2? com pontos centrais para o-amilase e p-amilase,
respectivamente. Para a-amilase as variaveis estudadas foram temperatura, 40 °C (-1) e
50 °C (+1), tempo, 5 min (-1) e 15 min (+1) e pH, 5 (-1) e 7 (+1). Para B-amilase as
variaveis analisadas foram temperatura e tempo nos mesmos hiveis estudados para o-
amilase.

Para determinacdo da atividade da a-amilase foi adicionado ao extrato tampéo
acido citrico-fosfato de sédio e solugdo de amido 0,4%. A mistura foi submetida a
equilibrio térmico, sendo a concentragdo de amido remanescente determinada por

iodometria. A absorbancia foi lida em espectrofotbmetro a 620nm. Uma unidade de



atividade dextrinizante(UD) foi definida como a capacidade da enzima hidrolisar 1 pg de
amido por minuto por miligrama de proteina presente no extrato enzimatico.

A determinacdo da atividade da (- amilase consistiu em adicionar ao extrato
enzimatico amido 0,4%, submetendo a mistura a equilibrio térmico. A medida do poder
redutor da solugcdo de amido através da hidrélise enzimatica foi realizada utilizando &cido
3,5-dinitrossalicillico. A leitura da absorbéancia foi feita em espectrofotdmetro a 546nm, e a
quantidade de acucar redutor quantificada a partir de curva de calibracdo de maltose.
Uma unidade de atividade sacarificante (US) foi definida como a capacidade da enzima

hidrolizar 1ug de maltose por minuto por miligrama de proteina soltvel contida no extrato.

Resultados e Discussao

O planejamento de a-amilase apresentou respostas que variam de 4,25 UD, quando
as condicdes utilizadas foram 40°C, pH 5 e 5 minutos de reacdo, a 27,79 UD, quando
foram 60°C, pH 5 e 5 minutos de reacéo.

Nas condicBes estudadas observou-se, a nivel de 95% de confianca, que a
variavel temperatura, bem como as interacdes entre as variaveis temperatura e pH,
temperatura e tempo e as trés juntas foram significativas. Todas as interacdes e a variavel
temperatura tiveram efeito negativo, indicando que os menores valores das variaveis
seriam as ideais para se obter maiores atividades enzimaticas, exceto a interacao entre
as trés variaveis que teve influéncia positiva e significativa.

As melhores condi¢des para determinagdo de o-amilase em arroz branco polido
sdo temperatura de 40°C, pH 6 e tempo de 5 minutos de reacdo, e neste caso foram
encontradas atividades de 24,68 e 33,36 UD, respectivamente, em arroz tratado e ndo
tratado com pesticidas.

O planejamento de B-amilase apresentou respostas que variaram de 64,00 US,
guando as condi¢8es utilizadas foram 60°C e 5 minutos de reacao, a 15,73 US, quando as
condicdes foram 50°C e 10 minutos de reacdo.

Observou-se que a variavel temperatura foi significativa, a 95 % de confianga, tendo
efeito positivo, indicando que os maiores valores das variaveis seriam as ideais para se
obter maiores atividades enzimaticas.

As melhores condi¢Bes para determinacdo de B-amilase em arroz sdo temperatura
de 60°C e tempo de 10 minutos de reacdo. Estas condi¢cdes estdo sendo aplicadas na
determinacdo de atividade B-amilase em arroz branco polido tratado e ndo tratado com

pesticidas.
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