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RESUMO - Ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase — EC 2.4.1.19) é
uma enzima de grande interesse industrial por catalisar a producdo de
ciclodextrinas (CDs) a partir de amido. CDs sdo oligossacarideos ciclicos
formados por unidades de glicose unidas por liga¢des a-1,4-glicosidicas. As
mais comuns possuem 6, 7 ou 8 unidades de glicose, sendo denominadas de
o-, B- e y-CD, respectivamente. As CDs, por possuirem superficie externa
hidrofilica e cavidade interna hidrofébica, permitem o encapsulamento ao
nivel molecular de grande nimero de moléculas organicas, podendo
melhorar a solubilidade e a estabilidade da molécula encapsulada. Devido a
grande importancia industrial da CGTase, esse trabalho teve por objetivo
avaliar a producdo dessa enzima por Paenibacillus sp. F37 em diferentes
pH’s de cultivo. A producdo de CGTase foi realizada em meio Horikoshi
com amido soluvel 1%, m/v (indutor da enzima). Sob condi¢6es
padronizadas (37°C, 120 rpm, 16 h e meio de producdo preparado em
tampdo tris-HCI 0,1 M, pH inicial 9,0) a atividade volumétrica obtida foi da
ordem de 800 U/L (produtividade aproximada de 50 U/L.h™). CGTase de
Paenibacillus sp. F37 apresentou atividade maxima de ciclizacdo em 50°C e
pH 6,0. A enzima ndo purificada mostrou-se pouco estavel nas condicdes
Otimas de ciclizacdo e nas condicdes de cultivo. A quantificacdo das CDs
produzidas em reator batelada permitiu a classificacdo da enzima como uma
B-CGTase.

1. INTRODUCAO

Ciclodextrina glicosiltransferase (1,4-a-D-glicopiranosil transferase; EC 2.4.1.19;
CGTase) € uma enzima, geralmente extracelular, da familia das a-amilases (Kuo et al.,
2009), produzida por bactérias do género Bacillus (Nakamura e Horikoshi, 1976;
Kitayska et al., 2011). Bactérias do género Paenibacillus tém sido reportadas como
produtoras de CGTase (Charoensakdi et al., 2007; Kaulpiboon et al., 2010). Essas
bactérias podem ser isoladas do solo, fontes vegetais, agua, larvas de insetos,
sedimentos marinhos contaminados com petroleo, etc. Produzem enzimas extracelulares
e compostos antimicrobianos e antifungicos inibidores de varios patdégenos animais e
vegetais (Lorentz, 2005). A CGTase catalisa a sintese de oligossacarideos ciclicos, ndo
redutores, conhecidos como ciclodextrinas (CDs), a partir de amido ou substratos
similares (Szejtli, 1990; Fromming e Szejtli, 1994). As CDs mais comuns possuem 6, 7
ou 8 unidades de glicose, denominadas o-CD, B-CD ou y-CD, respectivamente. As
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CGTases apresentam diferentes propriedades cataliticas, tais como, temperatura e pH
Otimos, estabilidade térmica e o tipo de CD produzida.

As CDs possuem a capacidade de encapsulamento ao nivel molecular de grande
nimero de moléculas organicas (aromas, fragrancias, farmacos, etc.), possuindo
aplicacdo em industrias de alimentos, cosméticos, farmacos e etc. (Tardioli et al., 2006).
A inclusdo molecular visa estabilizar compostos volateis, desodorizar farmacos e
alimentos, proteger principios ativos contra oxidacdo e fotodegradacdo, aumentar a
solubilidade de medicamentos insoliveis em A&gua, mascarar gostos amargos de
alimentos e farmacos, etc. (Kitayska et al., 2011). Muitos paises tém aprovada a
utilizacdo de CDs ou derivados de CDs em alguns produtos, tais como, Voltaren
oftalmico (complexo diclofenaco sodico/hidroxipropil y-CD), Flogene (complexo
Piroxicam/B-CD), Nicorette (completo nicotina/B-CD), gomas de mascar, xampus, etc.
(Loftsson e Masson, 2001; Szejtli, 2004). Neste contexto, 0 objetivo desse trabalho foi
avaliar a producdo de CGTase por microrganismo do género Paenibacillus sp. por
fermentacdo submersa em diferentes pH’s e testar essa enzima na producao de CDs.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Micro-organismo

Paenibacillus sp. F37, gentilmente doada pela Profa. Dra. Lucy Seldin do
Instituto de Microbiologia da UFRJ. Essa linhagem foi armazenada em criotubos a -
80°C contendo 210 uL de meio de cultura e 90 pL de glicerol estéril/agua 80% (v/v).

Meio de cultivo

O indculo foi preparado em camara incubadora a 37°C, 120 rpm por 16 h a partir
de um dnico criotubo em meio (volume total de 50 mL) composto por peptona G (5 g.L
1, Acumedia®), extrato de levedura (5 g.L1, Himedia®), K,HPO. (1 g.L'1),
MgS0,.7H,0 (0,2 g.L1), Na,CO3 (10 g.L1), pH 8,0. Uma aliquota (5ml) do in6culo
foi transferido para 45 mL do meio de producdo contendo amido soltvel (5 g.L1,
Qhemis®), peptona G (2,5 g.L'1), extrato de levedura (2,5 g L'1), K,HPO, (0,5 g.L'1),
MgSQO,.7H,0 (0,1 g.L'1) (Nakamura e Horikoshi, 1976). O pH foi variado dependendo
do estudo. O meio foi mantido em camara incubadora rotativa a 120 rpm, 37 °C por 48
h.

2.2 Caracterizacao da enzima bruta

CGTase bruta foi caracterizada quanto ao pH e temperatura 6tima de ciclizagéo e
estabilidade térmica nas condi¢fes 6timas de ciclizacdo e nas condigdes de cultivo do
microrganismo. O pH 6timo foi determinado por medidas de atividade de ciclizagéo a
50°C, pH 5,0 (citrato de sodio 0,1M), 6,0 e 7,0 (fosfato de sdédio 0,1M), 8,0 e 9,0 (Tris-
HCI 0,1M) e 10,0 (Glicina/NaOH 0,1M ), usando dextrina 1% (m/v) como substrato.

A temperatura 6tima de ciclizacdo foi determinada em pH 6,0 (citrato de sodio 0,1
M) na faixa de temperaturas de 30 a 70°C, usando dextrina 1% (m/v) como substrato.

A estabilidade térmica foi avaliada nas condi¢fes de méaxima atividade de
ciclizacdo (50°C, pH 6,0) e nas condi¢des de cultivo do microrganismo (37°C, pH 9,0).
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As atividades residuais eram medidas de acordo com o protocolo padrdo de atividade de
ciclizacdo, descrito na se¢édo 2.4.

2.3 Atividade de ciclizacdo

A atividade de ciclizacdo era calculada pela taxa de produgdo de p—CD a 50°C,
pH 8,0 (tampéo tris-HCI 0,1 M, contendo 5 mM de CaCl,), usando dextrina 1% (m/v)
como substrato. A reacdo era iniciada pela adicdo de 0,5-1,0 mL de extrato enzimatico
em 20 mL de solucdo de dextrina. A reacdo era monitorada por 20 min, coletando-se 2
mL do meio reacional a cada 5 min para dosagem colorimétrica de B-CD/fenolftaleina
(Tardioli et al., 2006). Uma unidade de CGTase (U) foi definida como a quantidade de
enzima que catalisa a formagao de 1 umol de f-CD por min nas condig¢des do ensaio.

2.4 Producéo de CDs

CDs foram produzidas a 50°C, pH 8,0 (tampéo tris-HCI 0,1 M), usando dextrina
5% (m/v), em reator do tipo batelada. A reacdo era iniciada pela adi¢cdo de 10 mL de
extrato enzimatico bruto com aproximadamente 800 U/L a 100 mL de meio reacional
(relacdo enzima/substrato = 1,6 U/g). A reagdo foi monitorada por 92 h por medidas de
concentragdo CDs por métodos colorimétricos B-CD/fenolftaleina e y-CD/verde de
bromocresol (Tardioli et al., 2006).

As concentracbes de CDs foram confirmadas por CLAE, usando um
cromatdgrafo Waters, equipado com detector de indice de refracdo (IR) ajustado em
45°C e auto-injetor ajustado em 4°C. As amostras de CDs (padrGes e meio reacional)
eram filtradas em membrana de 0,2 pm e um volume de 20 pL era injetado em uma
coluna Shodex Sugar KS-802 a 80°C. As CDs (a -, B -, € y-CD) eram separadas com
agua como fase movel a uma vazdo de 1 mL/min. Os tempos de retencdo de cada CD,
bem como suas curvas padroes foram determinados com padrdes de a-, B-, € y-CD
(Sigma-Aldrich), maltose e glicose (Synth). A anélise de CDs a partir do meio reacional
de producéo sofria interferéncia por dextrinas residuais. Assim, as amostras (1 mL)
eram tratadas com 0,5 mL de amiloglicosidase de Aspergillus oryzae (AMG 300L™,
Sigma-Aldrich) a 60°C, por 1 h, a fim de se hidrolisar as dextrinas residuais a glicose e
maltose, principalmente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Producéo de CGTase

De acordo com a literatura (Prado et al. 2002; Matioli et al. 2000) embora as
maximas produgdes de CGTase sdo obtidas em pH’s alcalinos, optou-se por realizar
cultivos de Paenibacillus sp. F37 em diferentes pH’s iniciais (6,0 a 11,0) sem o
tamponamento do meio. Os resultados de atividade enzimatica apds 24 h de cultivo séo
mostrados na Figura 1(a).

Os resultados mostraram que as maiores atividades volumétricas ocorreram em
valores alcalinos de pH (9,0 a 11,0), corroborando com trabalhos previamente
reportados (Mahat et al., 2004; Matioli et al. 2000). Entretanto, observou-se em todos
os cultivos uma grande diminuicdo de pH ap6s 24 h, atingindo valores finais de 5,5 a
6,0.
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Figura 1 - Atividade enzimatica de CGTase em cultivos de Paenibacillus sp. F37 a 37°C.
(a) em diferentes valores inicias de pH e (b) em pH do meio tamponado em diferentes
valores.

Diante dessa diminui¢do de pH, realizaram-se cultivos com meio de producao
preparados em pH’s 8,0, 9,0 (Tris-HCI 0,1M) e 10,0 (Na,CO3 0,1M). Nestes cultivos
(resultados ndo mostrados), o maior valor de atividade enzimética (aproximadamente
700 U/L apo6s 16 h) foi obtido em pH inicial 9,0. Entretanto, embora o pH tenha
permanecido por mais tempo em valores alcalinos, ap6s 16 h reduziu-se para 6,5.

Novos cultivos foram realizados com meio de producdo preparados em tampdes
com maior forca ionica para garantir o tamponamento do meio no pH desejado. Os
cultivos foram realizados em pH’s 6,0, 7,0 e 8,0 (fosfato de sodio 0,5M), 9,0 (Tris-HCI
0,5M), 10,0 (Na,CO3 0,1M) e 11,0 (glicina/NaOH 0,5M). Nessas condicdes, 0S meios
de cultivo se mantiveram tamponados nos pH’s desejados.

A Figura 1(b) mostra que para os cultivos em meios tamponados, a maxima
producdo de CGTase foi obtida em pH 6,0. Entretanto, as atividades volumétricas foram
inferiores as obtidas em meios ndo tamponados (Figura 1a).

O estudo da influéncia do pH no meio de producdo de CGTase por Paenibacillus
sp. F37 mostrou que a maior producdo da enzima ocorreu pH inicial 9,0, com esse
decrescendo para valores neutros ao longo do cultivo (pH final 6,5). Esse
comportamento levou-se a suspeitar que o crescimento do microrganismo e a produgéo
da enzima eram favorecidos em pH alcalino, enquanto a estabilidade da enzima ao pH
era favorecida em pH neutro. Dessa forma, realizaram-se cultivos em pH 9,0 com os
meios de producdo preparados em tampao tris-HCI com duas concentragfes distintas:
0,1 M para manter o pH em valores alcalinos nas primeiras horas de cultivo e em
valores neutros no restante, e 0,5 M para garantir o tamponamento durante todo o
cultivo. O resultados mostraram (Figura 2) que apés 16 h de cultivo a primeira condicéo
conduziu a uma atividade volumétrica em torno de 800 U/L, aproximadamente 4 vezes
superior a obtida na segunda condicao.
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Figura 2 - Atividade enzimatica de CGTase em cultivos de Paenibacillus sp. F37 a 37°C em
pH 9,0 em tampao Tris-HCI 0,1M e Tris-HCI 0,5M.

Conclui-se que a melhor condicdo estabelecida nesse trabalho para producao de
CGTase de Paenibacillus sp. F37 foi iniciar o cultivo em pH 9,0, permitindo que esse
decresca a valores neutros ao longo do cultivo. Essa condicdo pode ser alcangada
preparando-se 0 meio de cultivo em tampdo tris-HCI 0,1 M, mantendo-se 0 meio por 16
ha 37°C, 120 rpm.

3.2 Caracterizacdo da CGTase

As atividades de ciclizacdo a 50°C e diferentes valores de pH mostraram (Figura
3a) maxima atividade em pH 6,0, similarmente ao pH 6timo de algumas CGTases
produzidas por outros microrganismos: CGTase de Bacillus sp. alcalophilus E16
(Alves-Prado, 2000), CGTase de Bacillus sp. G1 (Sian et al., 2005) e CGTase de
Paenibacillus macerans (Li et al., 2010).

As atividades de ciclizagdo em pH 6,0 e diferentes temperaturas mostraram
(Figura 3b) méxima atividade em 50°C (1200 U/L). Cucolo et al., 2006, reportaram
temperatura 6tima de 55°C para CGTase de Bacillus sp. alcalofilico E16. Li et al., 2010
obtiveram temperatura 6tima de 45°C para CGTase de Paenibacillus macerans.

As Figuras 4(a) e 4(b) mostram os resultados de estabilidade térmica da CGTase
de Paenibacillus sp. F37 a 50°C, pH 6,0 (condi¢Ges de maxima atividade de ciclizacao)
e 37°C, pH 6,0 (condicdes de cultivo), respectivamente. Observa-se baixa estabilidade
da enzima em ambas as condicbes (meias-vidas de 2 e 3 h, respectivamente). E
importante ressaltar que a baixa estabilidade da enzima nas condigdes de cultivo (perda
de quase 80% de atividade em 5 h) corrobora com a hip6tese de que é importante iniciar
0 cultivo do microrganismo em pH alcalino para favorecer o seu crescimento e, por
conseguinte, a producdo da enzima, mas manter o pH ao longo do cultivo em valores
proximos da neutralidade para manter a atividade da enzima secretada.
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Figura 3 — Atividade volumétrica de CGTase produzida por Paenibacillus sp. F37. (a)
atividade volumétrica a 50°C e diferentes valores de pH (5,0 a 10,0). (b) atividade
volumétrica a pH 6,0 e diferentes valores de temperatura (30 a 70°C).
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Figura 4 - Estabilidade de CGTase de Paenibacillus sp. F37 (atividade inicial de cicliza¢&o
foi considerada 100%). (a) pH 6,0 e 50°C e (b) pH 9,0 e 37°C

3.3 Producéo de CDs

Trabalhos reportados na literatura (Larsen et al, 1998) indicam que CGTase
produzida por bactérias do género Paenibacillus é preferencialmente produtora de -
CD, sendo assim classificada como B-CGTase. A fim de classificar a CGTase produzida
por Paenibacillus sp. F37 foram realizados ensaios de produgdo de CDs em reator
batelada, a 50°C e pH 8,0, usando solugédo de dextrina 5% (m/v) como substrato. As
concentracdes de B- e y-CD ao longo da reacdo foram monitoradas por dosagem

colorimétrica, e as concentracOes finais, apos 92 h de reacdo, foram confirmadas por
cromatografia liquida.
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Figura 5 — Producéo de CDs a 50°C, usando como substrato solucdo de dextrina 5%, m/v,
preparada em tampdo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, 92 h de reacdo, relacdo enzima/substrato de
1,6 U/g.

A Figura 5 mostra que a enzima produziu preferencialmente 3—CD, sendo a
concentracdo desta CD (7,9 mM) aproximadamente 4 vezes maior do que a de y—CD
(1,8 mM) ap6s 92 h de reacao.

A metodologia adotada para a quantificagio de CDs por CLAE permitiu
somente a identificacdo de B—CD, sendo a concentragdo desta igual a 8,6 mM, valor
este em torno de 10% superior ao encontrado por dosagem colorimétrica. N&o foi
possivel quantificar as outras CDs (a— e y—CD) por serem produzidas em baixa
quantidade e o método cromatografico ndo ter permitido a separacdo adequada dessas
CDs. Esta técnica requer estudos adicionais para uma separacdo adequada das CDs
produzidas.

Com base nos resultados de dosagem colorimétrica pode-se classificar a CGTase
produzida por Paenibacillus sp. F37 como B—CGTase. CGTases produtoras de p—CD
sdo atrativas do ponto de vista industrial, pois devido a baixa solubilidade desta CD,
esta é facilmente separada e purificada por cristalizacdo a partir do meio de producéo
(Pongawasdi e Yagisawa,1987, Tardioli, 1998).

4. CONCLUSAO

O cultivo de Paenibacillus sp. F37 em camara incubadora rotativa (120 rpm) a
37°C atingiu maiores atividades volumétricas de CGTase em meio de producdo
contendo amido soltvel 1% (m/v), preparado em tampéo tris-HCI 0,1 M, com pH inicial
de 9,0, decrescendo para 6,2 apds 16 h de cultivo. A enzima ndo purificada apresentou
méaxima atividade de ciclizagdo (formacdo de p—CD) a 50°C, pH 6,0, tendo nessas
condigdes baixa estabilidade (meia-vida em torno de 2 h). Igualmente, baixa
estabilidade foi verificada a 37°C e pH 9,0 (perde de 80% da atividade em 5 h),
mostrando que um cultivo de Paenibacillus sp. F37 com pH controlado em 9,0
conduziria a grande perda de atividade por inativacdo da enzima. A producéo de CDs
em reator batelada permitiu a classificagédo da enzima como uma B—CGTase, pois 0
meio de producéo apresentou 74% (base massica) de B—CD.
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