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RESUMO - Com o objetivo exploratorio de encontrar melhores condi¢fes de producéao
da enzima Ciclomaltodextrina-Glucano-Transferase (GTase) para formacdo de
Ciclodextrinas, realizou-se cultivo do micro-organismo Bacillus firmus CEPA 37, em
batelada utilizando o biorreator BioFlo Ill, perfazendo um total de 124 horas de
fermentacdo. Para analise de acUcares redutores, as amostras foram submetidas a um
processo prévio de hidrolise acida, com posterior neutralizacéo e reacdo com DNS (acido
2,5-dinitrosalicilico), procedendo-se a leitura espectrofotomeétrica a 600 nm. Para a
medida do teor de proteinas soluveis, utilizou-se o método colorimétrico de Bradford. A
atividade enzimatica foi determinada pelo método das velocidades iniciais envolvendo a
complexacgdo da beta-ciclodextrina, produzida pela enzima CGTase com a fenolftaleina e
também pela complexacdo da gama-ciclodextrina com o corante de verde de
bromocresol. A Atividade especifica € a razdo entre a atividade enzimatica e a
concentracdo de proteinas solUveis no meio. Para este experimento, a maxima atividade
especifica obtida em relacdo a beta-CD foi de 1,8 U/mg de proteina em 120 horas de
cultivo, e para gama-CD, obteve-se 0,24 U/mg de proteina em 103 horas de cultivo.

1. INTRODUCAO

A degradacdo enzimatica do amido geralmente resulta na producdo de glicose, maltose,
maltotriose, etc., isto é, maltooligbmeros de cadeias lineares ou ramificadas, conhecidos como
dextrinas. Esse tipo de degradacdo do amido é um processo de hidrélise em que o produto resultante
provém da quebra da ligacdo glicosidica acompanhada da adicdo de uma molécula de agua, contudo,
se 0 amido é degradado por uma enzima do tipo glicosiltransferase (CGTase), 0 produto resultante da
quebra da cadeia é submetido a uma reacdo intramolecular sem a participacdo da molécula de agua.
Produtos ciclicos de ligacdo alfa-1,4 sdo formados se a enzima for uma ciclomaltodextrina
glucanotransferase, e sdo conhecidos como ciclodextrinas (FROMMING; SZEJTLI, 1994; DEL
VALLE, 2004; COSTA et al., 2007). As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos ndo
redutores compostos principalmente por 6, 7 e 8 unidades de glicose, as quais sdo denominadas de
alfa, beta e gama-CDs, respectivamente (TONKOVA 1998; CEREDA et al., 2004; FERREIRA et al.,
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2009; SEON et al., 2009). Devido a reacdo de ciclizacdo, a extremidade redutora e ndo redutora se
ligam, de forma que todas as CDs sdo ndo redutoras. Elas apresentam uma cavidade interna
hidrofobica e a regido externa hidrofilica. Tal caracteristica favorece sua interagdo com uma
variedade de substancias, formando complexos de inclusdes que alteram as caracteristicas fisicas e
quimicas da molécula héspede. Na ciclizacdo, a enzima converte amido e alfa-1,4 glicanos em
ciclodextrinas, as quais sdao amplamente utilizadas em alimentos, farmacos e outros produtos
quimicos (TONKONVA, 1998; SZENTE, et al., 2004; AZEREDO, 2005). Segundo Bertolini et al.,
(1998), alguns dos efeitos da encapsulacdo de compostos por CDs séo a protecdo contra oxidagéo,
degradacéo pela luz, calor, perdas por volatilidade, a reducdo ou eliminacdo de sabores ou odores
desagradaveis, estabilizacdo de drogas, cores, vitaminas, aromatizantes e saborizantes, a producao de
emulsdes, o aumento de solubilidade de produtos farmacos e alteracdo de caracteristicas quimicas
(ABDEL-SHAFI, et al., 2009; SEON et al., 2009; PROVENZI et al., 2006; MACHADO, 2008).

A CGTase catalisa as reacgdes de transglicosilacdo intramolecular (ciclizag&o) e intermolecular
(ligagdo, desproporcionamento), bem como apresenta atividade hidrolitica sobre amido e
ciclodextrinas (VAN DER VEEN, et al., 2000a; JOGDAND, 2008) . A reacdo de transglicosilagdo da
CGTase é operada pelo mecanismo “PingPong”, fato verificado por NAKAMURA, HAGA e
YAMANAKE (1994). GAWANDE et al., (1999) obteve atividade maxima de CGTase igual a 7,05
U/mL, usando Bacillus firmus em meio com amido de milho, extrato de levedura e pH inicial de 9,8.
O Bacillus firmus cepa 37 € um micro-organismo alcalofilico, foi isolado de solo brasileiro, e
apresentou maior atividade em testes de precipitacdo segundo MATIOLI et al., (1998). (AGUIAR
2001; SANTOS et al., 2013).

Com o objetivo exploratorio de encontrar melhores condi¢cbes de producdo da enzima
Ciclomaltodextrina-Glucano-Transferase (GTase) para formacdo de Ciclodextrinas, realizou-se
cultivo do micro-organismo Bacillus firmus CEPA 37, em batelada utilizando o biorreator BioFlo IlI,
perfazendo um total de 124 horas de fermentacdo. Para analise de acuUcares redutores, as amostras
foram submetidas a um processo prévio de hidrolise acida, com posterior neutralizacdo e reacdo com
DNS (acido 2,5-dinitrosalicilico), procedendo-se a leitura espectrofotométrica a 600 nm. Para a
medida do teor de proteinas sollveis, utilizou-se o método colorimétrico de Bradford. A atividade
enzimatica foi determinada pelo método das velocidades iniciais envolvendo a complexacéo da beta-
ciclodextrina, produzida pela enzima CGTase com a fenolftaleina e também pela complexacdo da
gama-ciclodextrina com o corante de verde de bromocresol. A Atividade especifica é a razéo entre a
atividade enzimatica e a concentracdo de proteinas sollveis no meio. Para este experimento, a
méaxima atividade especifica obtida em relacdo a beta-CD foi de 1,8 U/mg de proteina em 120 horas
de cultivo, e para gama-CD, obteve-se 0,24 U/mg de proteina em 103 horas de cultivo.

2. MATERIAIS E METODOS

Primeiramente o micro-organismo, Bacillus firmus CEPA 37, ja isolado e adequadamente
armazenado, foi semeado em um total de 12 placas de Petri contendo meio semi-sélido, cuja
composicao esta apresentada na Tabela 1. As placas foram mantidas em estufa incubadora a 37 °C por
72 horas, para o desenvolvimento das células no estado vegetativo. Apds 72 horas, a massa celular
presente nas placas foi coletada e transferida assepticamente para o pré-inoculo, cuja composicao
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assemelha-se ao meio semi-sélido, exceto &gar apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo do meio semi-sélido, pré-indculo e meio de cultivo utilizados durante as
etapas da fermentacéo

Componentes (% p/v) Semi-sélido Pré-In6culo Meio de Cultivo
Amido 1,0 1,0 4,0
Peptona 0,5 0,5 1,0

Extrato de Levedura 0,5 0,5 2,0
MgSO4 0,02 0,02 0,02
KoHPO, 0,1 0,1 0,1
Na,COs 1,0 1,0 1,0

Agar 1,5 - -

Todo este procedimento foi realizado dentro de camara esterilizada. Adicionou-se a enzima
alfa-amilase ao pré-inoculo e também ao meio de cultivo, fazendo com que parte do amido de milho
reduzisse a agucar fermentescivel, disponivel ao micro-organismo para seu consumo imediato. O pré-
indculo foi colocado em agitador rotativo, onde permaneceu por 48 horas a 37 °C e sob agitacdo de
150 rpm. Na sequéncia uma aliquota do pré-inéculo (aproximadamente 150 mL) foi transferida para o
fermentador ja com o meio de cultivo preparado e devidamente esterilizado, assim o volume total de
meio de cultivo mais pré-indculo foi de 1000 mL, ndo excedendo o volume total do biorreator que
possui capacidade maxima de 1500 mL. Também foi coletada amostra do pré-indculo para analises
posteriores.

O meio foi mantido a 37 °C e 300 rpm, por um periodo de 124 horas com controle de pH
acima de 8,5 em biorreator BioFlo I, responsavel por controlar variaveis importantes no
processo,como temperatura, agitacdo, aeracdo ( 1vvm) e pH . Amostras de 20 mL foram retiradas a
cada 8 horas, sendo centrifugadas, as fracGes liquidas foram analisadas e o precipitado ressuspenso
para analise de concentracdo celular, com leitura direta em espectrofotdmetro a 610 nm, conforme
descrito por OLIVO (1985). Para analise de acucares redutores totais, as amostras foram submetidas a
um processo prévio de hidrdlise acida (FALCONE; MARQUES, 1965), com posterior neutralizacédo e
reacdo com DNS (acido 2,5-dinitrosalicilico), procedendo-se a leitura espectrofotométrica a 600 nm.
Para a medida do teor de proteinas sollveis, utilizou-se o método colorimétrico de BRADFORD
(1976). A atividade enzimatica foi determinada pelo método das velocidades iniciais envolvendo a
complexacdo da beta-ciclodextrina, produzida pela enzima CGTase com a fenolftaleina (HAMON;
MORAES, 1990) e também pela complexacdo da gama-ciclodextrina com o corante de verde de
bromocresol conforme metodologia descrita por KATO e HORIKOSHI (1984) e modificada por
HAMON & MORAES (1990) (COSTA et al., 2007; MORIWAKI et al., 2009; CARMELO 2011;
SANTOS et al., 2013).

Apo6s as analises as curvas de concentracdo celular (X), atividade enzimética (A), atividade
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especifica (AE), Proteinas Sollveis (PS) e pH foram construidas. Todos os reagentes utilizados nas
analises foram de grau analitico P.A.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os resultados, observou-se que o pH do meio de cultivo permaneceu proximo a 10
ao longo das 124 horas de fermentacdo (Figura 1), devido ao fato do carbonato de sédio utilizado
como tampdo do meio, ter sido adicionado proporcionalmente a concentracdo de amido de milho
inicial, mostrando atividade tamponante eficaz, ndo sendo necessario utilizar o sistema de controle do
BioFlo 11, e assim minimizando interferéncias externas como adi¢do de &cido ou base para controle
do pH do meio. Deve-se salientar que para o pH, valores abaixo de 8,5, dificultam o consumo dos
acucares pelo micro-organismo.

pH
£a

] 20 40 &0 20 100 120 140
Tempo (h)

Figura 1 — Variacdo do pH ao longo da fermentacéo.

Observa-se na Figura 2 que a concentracdo de agucares redutores se manteve baixa (inferior a
5 g/L) em todo o cultivo, caindo para valores proximos a zero, evidenciando grande atividade

metabdlica do Bacillus firmus.
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Figura 2 — Variacdo dos Acucares redutores totais e agucares redutores durante a fermentacao

Quanto a concentracdo celular (Figura 3), observa-se um ligeiro aumento apos as primeiras 8
horas de fermentacdo, observa-se que quando 0s niveis de acgUcares redutores estdo baixos, ha queda
na concentracdo celular. Para este experimento os valor maximos de concentracdo celular foram
atingidos em 1,8 g/L em 8 horas de cultivo e 1,4 g/L em 103 horas.
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Figura 3 — Comportamento crescimento celular ao longo do cultivo
Na Figura 4 estdo representadas as varia¢des da concentra¢do de proteinas soltveis no decorrer

da fermentacdo, esta andlise é importante, pois a atividade enzimatica especifica é dada pela razéo
entre a atividade enzimatica e a concentragdo de proteinas sollveis no meio. Verifica-se que houve
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aumento da concentragcdo de proteinas sollveis no inicio da fermentacdo, sendo que os valores
apresentaram tendéncia de queda a partir 56 horas de cultivo. Provavelmente, o Bacillus firmus
produziu proteases para solubilizar as proteinas presentes no meio de cultura, pois a fonte de
nitrogénio ndo foi suplementada durante a fermentacdo, também acredita-se que o mesmo tenha
consumido as proteinas solUveis disponiveis para utilizar como fonte de nitrogénio para seu
crescimento, uma vez que este nutriente ndo foi reposto ao longo da fermentacéo.
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Figura 4 — Variacdo de proteinas soltveis ao longo da fermentacéo

Nas Figuras 5 e 6 sdo apresentadas as variacdes da atividade enzimatica e atividade enzimatica
especifica ao longo do cultivo. E interessante notar que nestas condic@es de cultivo, o Bacillus firmus
CEPA 37 produziu maior quantidade de beta-CGTase do que gama -CGTase, sendo que a atividade
méaxima para a beta-CGTase foi em torno de 0,07 U/mL A maxima atividade especifica obtida foi de
1,8 U/mg de proteina com relacdo a beta-CD, observa-se também que, com relacdo a gama-CD, os
resultados obtidos foram muito inferiores, atingindo um valor maximo de 0,24 U/mg de proteina.
Deve-se lembrar, que o micro-organismo produz preferencialmente beta-CD.
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Figura 5 - Variagdo da atividade enzimatica. Onde (») representa a concentracédo de Beta-
Ciclodextrina e (w) a concentracdo de Gama-Ciclodextrina em U/mL
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Figura 6 - Variacdo da atividade enzimatica especifica. Onde (») representa a atividade
especifica de Beta-Ciclodextrina e (m) a atividade especifica de Gama-Ciclodextrina, ambas dadas em
U/mg

Desta forma, mesmo o0s experimentos sendo em carater exploratério, buscando encontrar
melhores condigdes de fermentacdo para alcancar melhores niveis na producdo da enzima CGTase
para a obtengdo de Ciclodextrinas, permitiu concluir que, houve alta atividade metabdlica pelo micro-
organismo Bacillus firmus CEPA 37, da mesma forma, observa-se que houve bom crescimento
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celular. A atividade enzimética de CGTase atingiu picos de 0,07 U/mL em 124 horas de cultivo, com
uma atividade especifica de 1,8 U/mg de proteinas com relagdo a beta-CD em 120 horas de cultivo,
com relagdo a producdo de gama-CD, a atividade foi menos representativa alcangando valor maximo
de 0,24 U/mg de proteinas em 103 horas de cultivo, isto evidencia que as condi¢Ges de cultivo
utilizadas favoreceram a producédo de beta-CGTase ao invés de gama-CGTase. Carmello et al.(2011),
atingiu valores maximos para atividade enzimética de 0,22 U/mL em 24 horas de cultivo, utilizando
um meio de cultura com 2,0% de amido, como este ensaio foi realizado com uma concentragdo de
4,0% de amido, possivelmente pode ter ocorrido inibicdo por substrato, fato que explicaria a
discrepancia entre estes valores. Outro ponto importante que pode ser destacado € que pode ter
havido consumo das proteinas soliveis do meio de cultura, como forma de reposicdo de fonte de
nitrogénio, adotada pelo micro-organismo, o que também evidencia a elevada atividade metabdlica do
Bacillus firmus CEPA 37 nestas condicGes de cultivo, pois ndo foram feitas reposi¢fes de nutrientes
no decorrer da fermentacao.
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