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Resumo

As enzimas microbianas apresentam um elevado potencial biotecnolégico e sao
utiizadas nas mais diversas areas industrial e ambiental. A ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase, EC 2.4.1.19) € uma enzima com habilidade de
converter amido em ciclodextrinas (CDs), sendo produzida por diversos
microorganismos, principalmente por bacterias do género Bacillus, sendo
principalmente aplicada nas industrias de alimentos e farmacéutica. A utilizagao
da formulagao de meios alternativos considerados econdémicos, tem gerado
diversos estudos no sentido de substituir componentes dos meios tradicionais de
produgao, por substratos de residuos industriais e agroindustriais de baixo custo e
com elevado valor agregado. Neste sentido, foi realizada inicialmente, a selecao
de amostras produtoras da enzima CGTase, tendo sido selecionado Bacillus
licheniformis (UCP 1021), atraves da formacao de halo caracteristico em todas as
condigoes testadas. Em seguida, estudos foram realizados para formulagédo de
meios alternativos econdmicos utilizando residuos agroindustriais, casca da
batata (Solanum tuberosum L) e soro de leite, na produgdo da CGTase. Na
formulagdo dos meios em que a casca de batata substituiu o amido, foram
utilizadas as concentragoes de 2,5; 5 e 10 g/L, sendo denominados de A, A; e
Asz. No meio denominado B, foi substituido a peptona por casca de batata (10 g/L),
no meio C foi substituido extrato de levedura por soro de leite (5g/L), € no meio D
foi substituido a peptona por soro de leite (5g/L). Todos os ensaios de producéo
da enzima, ocorreram a 37'C, 150 rem, 84 horas. Os resultados obtidos
evidenciaram que o meio padréo de produgéo obteve uma atividade especifica de
0,120 pmol/mg em 24h, e verificou-se que todos os meios alternativos produziram
a enzima, porem o meio denominado A4 apresentou a maior atividade especifica
para B—CD (0,823 pmol/mg), em 12h, sugerindo assim que a utilizagdo de meios
econdmicos contendo residuos agroindustriais, € uma alternativa viavel no

processo de produgdo de diversos compostos bioativos utilizados na
biotecnologia microbiana.

Palavras-Chave: Ciclodextrina Glucosiltransferase; Bacillus sp.; substratos alternativos
agroindustriais.
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ABSTRACT

The microbial enzymes have a high potential of biotechnology and are used in
various industrial and environmental areas. The cyclodextrin-glycosyl transferase
(CGTase, EC 2.4.1.19) is an enzyme with the ability to convert starch into
cyclodextrins, being produced by various microorganisms, mainly bacteria of the
genus Bacillus, being mainly applied in the food and pharmaceutical industries.
The use of the formulation of alternative considered economical, has generated
several studies to replace components of traditional means of production by
industrial waste substrates and agroindustrial low cost and high added value.
Thus, it was initially performed, the selection of samples producing the CGTase
enzyme and has been selected Bacillus licheniformis (UCP 1021), through the
formation of larger halo on all conditions tested. Subsequent studies have been
made to formulate alternative using cheap industrial residues, peel of potato
(Solanum tuberosum L.) and milk serum, to produce the CGTase. In formulating
the medium in which the peel of potato by starch, the concentrations used were
2.5, 5 and 10g/L, and are called A1, A2 and A3. In the medium called B was
substituted peel of potato by peptone (10g/L), in medium C was substituted yeast
extract by milk serum (5g/L), and medium D was substituted yeast extract peptone
(5g/L). All the assays for enzyme production at 37°C, 150 rpm, 84 hours. The
results showed that the standard means of production obtained an activity of
0.120umol/mg in 24 hours, and found that all alternative produced the enzyme, but
the middle called A; presented the highest specific activity for B-CD
(0.823umol/mg), in 12 hours, suggesting that the use of cheap media containing
industrial residues, in an alternative process for the production of many bioactive
compounds used in microbial biotechnology.

keywords: cyclodextrin glucosyltransferase; Bacillus sp.; alternative substrates
agribusiness
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1.1 INTRODUGAO

As técnicas de biotecnologia ja existiam desde o ano 1800 a.C, sendo o termo
biotecnologia, utilizado somente no século XX (Brasil, 2008; DIAS, 2010). Essas técnicas
acumularam-se ao longo dos anos com o propdsito de satisfazer as necessidades sociais
e ambientais, promovendo assim o avango da ciéncia e transformando técnicas antigas
em tecnologia (DIAS, 2010). Neste contexto entende-se que a biotecnologia € um ramo
da tecnologia que se ocupa da aplicagdo de dados da engenharia e da biologia para
sanar problemas decorrentes do relacionamento do homem com o ambiente que o cerca
(PENNA e CANOLA, 2009). O meio ambiente foi durante muito tempo considerado como
bens livres, para os quais ndo ha necessidade de trabalho para sua obtencao,
acarretando na apropriagéo indevida do ar, da agua e do solo. Esse conceito dificultou a
criagdo de critérios normativos para sua utilizagdo, trazendo graves problemas

ambientais que passaram a afetar a populagdo (ROHLFES et al., 2011).

Os microorganismos apresentam uma imensa diversidade genética e
desempenham fungdes Unicas e cruciais na manutengdo de ecossistemas, como
componentes fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos (FINLAY,
MABERLY e COOPER, 1997; TORSVIK e @VREAS, 2002; NANNIPIERI et al., 2003).
Apesar de sua grande importancia na manutencdo da biosfera, estima-se que menos de
10% dos microorganismos existentes no planeta tenham sido caracterizados e descritos
(KENNEDY GEWIN, 1997; DAHLLOF, 2002; MARON, MOUGEL, e RANJARD, 2011).

Os progressos cientificos obtidos a partir de um maior conhecimento sobre a
diversidade microbiana, tém sido considerados extensos e necessitam muitas vezes de
pesquisas mais profundas nas fungdes exercidas pelas comunidades microbianas nos
diversos ambientes e um conhecimento das suas interagdes com os outros componentes
da biodiversidade microbiana existente. Os beneficios econémicos e estratégicos estdo
relacionados diretamente com a descoberta de microorganismos potencialmente
exploraveis nos diversos processos biotecnolégicos existentes para produgao de novos
antibidticos, agentes terapéuticos, probidticos, produtos quimicos, enzimas, polimeros
para aplicagbes industriais e tecnologicas, biorremediacdo de poluentes, biolixiviagao e
recuperagdo de minérios. Outros beneficios de estudos relacionados com as
comunidades microbianas podem incluir o prognostico e a prevengido de doencgas
emergentes em seres humanos, animais e plantas, e a otimizagdo da capacidade

microbiana para a fertilizagdo dos solos e despoluicdo das aguas (BERDY, 2005:
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WETLER-TONINI, REZENDE, GRATIVOL, 2010; WACKETT, 2011; YRKM et al., 2011;
KARIGAR RAO 2011; PETTIT, 2011; KUHAD, RISHI GUPTA,SINGH e 2011).

Diversas espécies de bactérias, como por exemplo, as do género Bacillus,
composto por bactérias Gram-positivas, aerébias ou anaerdbias facultativas, esporuladas
e amplamente distribuidas no ambiente, tém sido frequentemente aplicadas em
biotecnologia, por serem relativamente faceis de isolar e capazes de crescer em meios
complexos sintéticos. Apresentam também capacidades fisiologicas de grande interesse
da industria biotecnolégica, como por exemplo, gerar grande quantidade de metabdlitos
estaveis em diferentes temperaturas, além de terem efeito antagdnico sobre outros
microorganismos (DIAS et al., 2008; KUTA, NIMZING e ORKA'A, 2009).

Estes microorganimos possuem ainda uma alta capacidade em produzir e
secretar uma grande quantidade de enzimas extracelulares (SCHALLMEY, SINGH,
WARD, 2009; MANZANO et al., 2009), além de serem consideradas grandes produtoras
de enzimas industriais (FENG et al., 2001, CHANTAWANNAKUL et al., 2002). Também
sao amplamente utilizadas na manufatura de enzimas comerciais, em bioinseticidas e no
tratamento de agua {(PALLADINO, 2008).

Enzimas sdo macromoléculas de alta massa molecular constituidas de
aminoacidos unidos por ligagbes peptidicas (SALVADOR et al.,, 2009). Apds os
antibiéticos, sdo os produtos microbianos mais explorados na indUstria biotecnoldgica por
apresentarem diversas vantagens em relagao a equivalentes de fontes animal e vegetal,
além de representarem um recurso renovavel (SANCHEZ e DEMAIN, 2002; DEMAIN e
ADRIO, 2008) e apresentarem uma grande variedade de atividades cataliticas
(REGINATO e TEIXEIRA, 2009). Sdo amplamente utilizadas no processamento de
alimentos, produgao de detergentes (biolégicos), industrias téxtil e farmacéutica, na
quimica orgénica, biologia molecular e aplicagdes médicas (DEMAIN, 2002;
CHIRUMAMILLA et al., 2001; NAESSENS e VANDAMME, 2003).

Dentre as muitas enzimas j& conhecidas, a ciclodextrina glicosiltransferase
(CGTase) tem despertado bastante interesse na industria biotecnolégica nos Ultimos
anos. Esta enzima extracelular microbiana é capaz de converter amido em ciclodextrinas
(CDs) que tem vasta aplicagdo principalmente nos setores industriais alimenticios,
farmacéuticos e de produtos de limpeza. A CGTase de Bacillus licheniformis / Bacillus
subtilis € uma enzima de carater termofilico e alcalofilico que possibilita sua utilizagdo sob

altas temperaturas e pH alcalino. Desde sua descoberta varios microorganismos foram
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descritos como produtores desta enzima, predominando o género Bacillus (KUQ et al.,
2009; MATTE, 2011).

As CDs, produto da agdo catalitica da CGTase, sdo oligossacarideos ciclicos
formados por monémeros de glicose, unidos por ligagbes glicosidicas a-1,4. Esses
monémeros estabelecem interagdes intermoleculares, formando um anel e conferindo
rigidez a molécula de ciclodextrina (ABD-AZIZ, et al., 2007: LI, et al., 2007: MENQCCI et
al., 2008; MORIWAKI et al., 2009; PAVLOV et al., 2010), essas moléculas apresentam
um exterior hidrofilico, 0 que a torna sollvel em agua, ao mesmo tempo possuem uma
cavidade apolar (ASTRAY et al., 2009; HERMES, 2010; MATTE, 2011), isso confere uma
capacidade de formar complexos de inclusdo com uma ampla variedade de moléculas
hidrofébicas (HERMES, 2010). A substdncia encapsulada sofre alteragdes em suas
propriedades fisico-quimicas e em consequencia disso ocorrem efeitos benéficos em
diversos produtos, proporcionados pelo uso das CDs tornando-as muito atrativas para
diversos setores industriais (ASTRAY et al., 2009; MATTE, 201 1).

Dentre as limitagbes encontradas para a produgdo de enzimas, uma das
principais sdo os custos altos referentes aos meios de producdo. Neste sentido, o
presente trabalho teve como objetivo selecionar meios alternativos para a produgao de

CGTase por espécies de Bacillus, utilizando substratos alternativos agroindustriais.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Selecionar espécies de Bacillus para producao de ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase) através da utilizagao de meios de cultura contendo

substratos alternativos agroindustriais.

1.2.2 Objetivos especificos

* Selecionar amostras de bactérias do género Bacillus para producio da
enzima CGTase no meio tradicional em diferentes condicbes de

temperatura e pH;

e Produzir CGTase no meio tradicional (Nakamura e Horikoshi, 1976) a

partir de condigbes e amostra de Bacillus selecionadas;

e Produzir CGTase em meios alternativos tendo como base o meio
tradicional com substituicdo de substratos comerciais por

agroindustriais, utilizando o microorganismo selecionado;

 Relacionar a produgao da CGTase a cinética de crescimento do
microorganismo selecionado e pH, observados em meios tradicional e

alternativos;

e Comparar os resultados obtidos com o meio tradicional aos obtidos

com 0s meios alternativos.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Biotecnologia e os microorganismos.

Segundo o Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) a biotecnologia foi
considerada uma das areas mais promissoras entre os diversos desenvolvimentos
tecnologicos emergentes, e por este motivo, o governo brasileiro elaborou o Decreto n°
6.041/2007 lancado em fevereiro de 2007 que regulamenta a Politica de
Desenvolvimento da Biotecnologia (PDB), tendo sua implementagao coordenada pelo
Comité Nacional de Biotecnologia (CNB) que foi instituido pelo mesmo decreto (BRASIL,
2008).

A biotecnologia pode ser compreendida como um ramo da tecnologia que se
ocupa da aplicagdo de dados da engenharia e da biologia aos problemas decorrentes do
relacionamento do homem com o ambiente que o cerca (PENNA e CANOLA, 2009). O
termo foi conceituado pela Convengao sobre Diversidade Biolégica (CDB) e estabelecido
pelo decreto legislativo n® 2 de 1994 como “qualquer aplicagdo tecnoldgica que utilize
sistemas bioldgicos, organismos vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar
produtos ou processos para utilizagao especifica” (BRASIL, 2008; OLIVEIRA, 2009;
DIAS, 2010).

Apesar de as tecnicas da biotecnologia ja existirem desde o ano 1800 a.C, o
termo biotecnologia foi utilizado apenas no século XX. Antes o uso da fermentagdo
limitava-se a produg&o de bebidas alcodlica a partir da uva, milho e mandioca e s6 mais
tarde foi descoberto de forma natural que a partir da pele e sementes da uva que era
possivel obter o fermento responsavel pela origem do péo, era a biotecnologia tradicional
(BRASIL, 2008; DIAS, 2010). Ao longo dos anos acumularam-se, técnicas e instrumentos
utilizados para satisfazer as necessidades sociais e ambientais que iam surgindo, e isto

proporcionou o avango da ciéncia que aprimorando técnicas antigas, as transformou em
tecnologia (DIAS, 2010).

As inovagbes tecnoldgicas deram origem a biotecnologia moderna que teve
inicio a partir dos anos 70, quando, em 1973 Herbert Boyer, na Califérnia, expressou o
gene da insulina humana em uma bactéria do nosso intestino, a Escherichia coli
(BRASIL, 2008). As novas atividades produtivas passaram a ser conhecidas como
Biotecnologia Moderna, um termo utilizado para diferenciar esta nova area do uso
classico de seres vivos como uma ferramenta de produgédo, tanto em fermento industrial

para alimentos, bebidas e muitas outras substancias uteis; ou da genética classica que
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nos forneceu praticamente todos os cultivos atualmente utilizados na produgao de
alimentos ao redor de todo o mundo (OLIVEIRA, 2010). A aplicagdo da biotecnologia
moderna & bastante ampla e se estende a setores industriais como na produgao agricola,

quimica, farmacéutica, prospecgdo mineral, informatica entre outros. (DIAS, 2010).

Ha outros conceitos a cerca da Biotecnologia que tém definido e delimitado o
que se denomina biotecnologia moderna, diferenciando-a da biotecnologia antiga, como
por exemplo, o conceito trazido pelo Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranga que se
refere a Biotecnologia Moderna como “aplicagdo de técnicas de acido nucléico in vitro,
incluindo DNA e injegdo direta de acidos nucléicos em células ou organelas. Tambem
integra um conjunto de tecnologias habilitadoras que possibilitam utilizar, alterar e
aperfeicoar organismos vivos ou suas partes funcionantes, células, organelas e
moléculas para gerar produtos e processos e servigos especializados com aplicagbes
diversas nas areas de salde, agropecuaria e meio ambiente” (OLIVEIRA, 2010).

Segundo o anexo Unico do Decreto de Lei 6.041/2007, a biotecnologia € uma
das ferramentas tecnoldgicas mais importantes da atualidade. Suas aplicagbes tém
contribuido para a estruturagdo de novos sistemas econdmicos e sociais, especialmente
a partir da manipulagdo das menores estruturas que compdem os seres vivos (BRASIL,
2007). Tecnicamente, o termo biotecnologia representa um conjunto de tecnologias que
utilizam sistemas biologicos, organismos vivos ou seus derivados para a produgaoc ou
modificagdo de produtos e processos para uso especifico, bem como para gerar novos

servicos de alto impacto em diversos segmentos industriais. (BRASIL, 2007; OLIVEIRA,
2010).

O Brasil, devido a sua imensa area voltada para a agricultura e seu clima
favoravel, tornou-se um gigante da Biotecnologia classica. Além disso, dispbe de cerca
de 70% de todos os animais, plantas e microorganismos registrados, cerca de 200 mil
especies e estima-se gque este numero possa chegar a um milhdo e oitocentas mil
espécies com imensos nichos geograficos ainda intocaveis pela ciéncia e ainda a ser
explorado de forma moderna, sustentavel e lucrativa. E praticamente um quinto de toda a
biodiversidade mundial distribuida em seis biomas (Amazénia, Cerrado, Caatinga, Mata
Atlantica, Pantanal e Pampa), além da Zona Costeira e Marinha. Este € um grande

diferencial competitivo do Brasil para o desenvolvimento da biotecnologia. (BRASIL,
2007, OLIVEIRA, 2010).
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Atualmente empresas que utilizam a biotecnologia para o desenvolvimento da
cadeia tecnolégica de geragdo de seus produtos, processos e servigos contam com
suporte técnico-cientifico oferecido pelas diversas instituicbes de ensino superior, por
instituicbes estatais e por institutos de pesquisa, atuantes na geragdo de tecnologias,
bens e servicos biotecnolégicos, com aplicagdes, notadamente nas areas de saude,
agropecuaria, industrial e meio ambiente (BRASIL, 2007; OLIVEIRA, 2010).

A percepgao da vantagem competitiva da Biotecnologia do Brasil surgiu no inicio
da decada de 80 (BRASIL, 2008; OLIVEIRA, 2010) e suas aplicagdes tém contribuido
para a estruturacado de novos sistemas econdmicos e sociais, especialmente a partir da
manipulagdo das menores estruturas que compdem 0s seres vivos. em um ciclo de
cientistas pioneiros, empresarios e pessoas politicas. Um forte apoio governamental
tornou-se disponivel para voltar as atengdes de uma fragdo dos 20.000 bio-cientistas e
engenheiros de laboratorios publicos € da industria para a Biotecnologia (OLIVEIRA,
2010).

Em qualquer processo industrial de biotecnologia, atingindo alta produtividade,
torna-se um fator essencial para o sucesso comercial. As produtividades maxima
especifica de uma estirpe de produgao sdo geralmente independentes dos parametros de
processo e determinado pelas propriedades genéticas e fisioloégicas do organismo.
Enzimas bacteriana extracelulares sdo uma importante classe de enzimas industriais que
constituem aproximadamente 20% do mercado de enzimas (NIU, et al. 2009). A
fermentagdo natural e espontédnea & uma rica fonte para novos microorganismos com
potencial industrial. O género Bacillus apresenta ampla distribuicdo em diversos
ambientes e tem sido objeto de atengdo para aplicacdo de seus membros em
biotecnologia. Estas bactérias sao relativamente faceis de isolar e também capazes de
crescer em meios complexos e sintéticos (DIAS et. al., 2008).

Os microorganismos sé@o considerados essenciais para o meio ambiente, pois
contribuem para a estabilidade dos diversos ecossistemas existentes, atuando como
pontes biologicas entre os niveis troficos, os fatores bioticos e abidticos, e também entre
a biogeosfera e os diversos constituintes atmosféricos gasosos. Sdo largamente
distribuidos em nosso planeta, em inimeras condigdes adversas, pois existem espécies
que habitam locais considerados extremos, com temperaturas bastante elevadas ou
extremamente baixas, em altas concentragbes de salinidade, submetidas a pressdes
elevadas, em valores extremos de pH (SORIANO et al., 2000).
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Esses organismos sdo também chamados coletivamente de microbiota, sdo
representados por quatro grandes grupos: bactérias, fungos, algas e protozoarios. Apesar
de constituirem somente 1 a 4 % do carbono total e ocuparem menos de 5 % do espago
poroso do solo, a diversidade e a quantidade de microorganismos € bastante elevada.
Entretanto, como o solo & normalmente um ambiente estressante, limitado por nutrientes,
somente 15 % a 30 % das bactérias e 10 % dos fungos encontram-se degradando a
matéria organica do solo (LYNCH, 1986; ARAUJO e MONTEIRO, 2007).

Diversas espécies de microorganismos contribuem diretamente na reciclagem de
varios compostos quimicos existentes, inclusive muitos poluentes industriais (ZHANG e
BENNETT, 2005, DEMAIN e ADRIO, 2008). As bactérias, por exemplo, apresentam
caracteristicas muito variadas, sendo encontradas diversas espécies produtoras de
metabolitos biologicamente ativos, dentre eles muitos sdo de importancia industrial e
agricola. As espécies de importancia industrial apresentam um histérico principalmente
nas industrias de alimentos e antibidticos (SCHALLMEY, SINGH e WARD, 2004;
SIRTORI, 2006).

1.3.2 O Género Bacillus

O género Bacillus € composto por bactérias Gram-positivas, aerdbias ou
anaerobias facultativas, esporuladas, sendo amplamente distribuidas na natureza (solo,
agua e ar). Essas bactérias apresentam capacidades fisicldgicas que permite seu
crescimento e competicdo favoravel com outros organismos em diversos ambientes,
devido a sua elevada capacidade em formar esporos e produzir uma grande quantidade
de metabdlitos estaveis em diferentes temperaturas e tém efeito antagénico sobre outros
microorganismos (GOMES, 2008; KUTA, NIMZING e ORKA'’A, 2009).

Este género € considerado como um dos maiores produtores de enzimas
industriais, incluindo espécies encontradas na natureza (solo, agua e ar), e algumas
como participantes da biota intestinal (JAEGER et al., 1994; LOGAN e DE VOUS, 1998;
JORGENSEN et al., 2000; FENG et al., 2001; CHANTAWANNAKUL et al., 2002).

O género Bacillus, tem atraido interesse desde 1872, pela extraordinaria
resisténcia de seus enddsporos a agentes quimicos e fisicos, pelo ciclo de crescimento
para formar esses endésporos e pela produgdo de antibidticos (PALLADINO, 2008).
Também diversas espécies deste género possuem uma alta capacidade em produzir e

secretar uma grande quantidade de enzimas extracelulares. A maioria sdo meséfilos com
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temperaturas otimas de crescimento entre 30 e 45 °C, porém o género contém um
numero de termofilicos representativos que crescem a temperatura de 65°C ou mais altas
(STAINER et al.,, 1986). O género Bacillus € amplamente utilizado na inddstria, na
manufatura de enzimas comerciais, principalmente amilases e proteases e também em
bioinseticidas e no tratamento de agua (PALLADINQ, 2008).

As especies termofilicas, particularmente, tém contribuido para o
desenvolvimento de uma grande variedade de novos produtos langcados recentemente no
mercado. Esses novos produtos s@o caracterizados por possuirem uma temperatura
adequada e elevadas propriedades de estabilidade apés a produgdo enzimatica
(THANGAM e RAJKUMAR, 2002; SCHALLMEY, SINGH e WARD et al., 2004;
MANZANO et al., 2009).

A fisiologia deste género € amplamente diversificada, suas caracteristicas
incluem a degradagao de muitos substratos derivados de plantas e animais como fontes
de carbono, incluindo celulose, amido, pectina, proteinas, hidrocarbonetos e outros.
Muitas espécies de Bacillus sado versateis, capazes de utilizar uma variedade de
substratos de baixo custo e de facil disponibilidade, tais como os subprodutos da
agroindustria (PALLADINO, 2008).

Quanto aos parédmetros que interferem na produgdo microbiana de enzimas,
devem ser destacados os fermentativos, como: natureza e concentragdo dos substratos
(inclusive estudos de repressdo e indugdo na produgdo de enzimas), pH 6timo para o
crescimento microbiano, produgéo e atividade enzimatica, temperatura e tempo de
incubacéo. Espécies do género Bacillus geralmente crescem bem em meios definidos
contendo varias fontes de carbono. Muitos Bacillus produzem enzimas hidroliticas
extracelulares que degradam polimeros complexos, como polissacarideos, acidos
nucléicos e lipideos, permitindo aos organismos utilizarem esses produtos como fontes
de carbono e doadores de elétrons (PALLADINO, 2008).

Com relagéo a classificagdo taxonémica, os estudos evoluiram bastante nos
ultimos anos com o avango das técnicas moleculares existentes (RNA 16S), mas sua
identificagdo e classificagdo ainda encontram algumas dificuldades, pois consomem
muito tempo e s&o consideradas muito trabalhosas (DICKINSON et al., 2004), o que se
faz necessario o emprego de métodos de combinagdes tradicionais, quimiotaxonémicas,

moleculares e genéticas para se obter um completo perfil da familia Bacillaceae (OGAWA
etal., 20086).
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1.3.3 Enzimas Microbianas

ApoOs os antibiéticos, as enzimas séo os produtos microbianos mais explorados
na industria biotecnoldgica, pois apresentam uma série de vantagens sobre as
equivalentes de origem animal ou vegetal, tais como custos de producéo relativamente
baixos, susceptibilidade de producdo em larga escala em fermentadores industriais,
espectro amplo de caracteristicas fisico-quimicas de diferentes enzimas, geralmente
relacionadas ao habitat e fisiologia do microorganismo produtor (organismos termofilicos
produtores de enzimas termorresistentes), susceptibilidade de manipulacéo genética e
representarem um recurso renovavel (SANCHEZ e DEMAIN, 2002; DEMAIN e ADRIO,
2008). Além disso, apresentam uma grande variedade de atividades cataliticas
(REGINATO e TEIXEIRA, 2009).

Enzimas microbianas s&o amplamente utilizadas no processamento de
alimentos, producdo de detergentes (bioldgicos), industrias téxtil e farmacéutica, na
quimica organica, biologia molecular e aplicagdes médicas. A utilizagdo ampla de
enzimas € reflexo da elevada especificidade de sua ag&o como biocatalistas, porém
enzimas com o mesmo perfil de atuacdo sob o substrato podem apresentar
funcionamento 6timo em pH, temperatura e concentracao idnica diferentes, o que requer
o screening de enzimas adequadas as condicdes nas quais serdo utilizadas
(CHIRUMAMILLA et al., 2001; DEMAIN, 2002; NAESSENS e VANDAMME, 2003).

Quimicamente, as enzimas sdo macromoléculas de alta massa molecular
formadas por subunidades conhecidas por aminoacidos, unidos por ligagées peptidicas.
Os aminoacidos formam ligagdes covalentes entre si, pelo grupo amino de um
aminoacido com o grupamento carboxilico de outro (figura 1), constituindo cadeias
polipeptidicas extensas, que assumem um arranjo espacial complexo, cuja forma
estrutural € dificil de ser determinada (SALVADOR et al., 2009).

i
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Figura 1 — Estrutura de uma enzima. Fonte: adaptada de Salvador, €t al., 2009.

Os actinomicetos sdo importantes produtores de enzimas de aplicagdo industrial
seguidos de espéecies bacterianas de Bacillus e Clostridium (NAESSENS e VANDAMME,
2003). A biotecnologia atual tem possibilitado a produgdo industrial de enzimas

especificas para diversas dreas de aplicacdo. Diversas espécies de fungos, bactérias e
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leveduras podem produzir enzimas, por meio de técnicas de recombinagdo de DNA e

mutagdes (CAMPESTRINI et al.,, 2005). As principais enzimas de aplicagdo industrial

produzidas por microorganismos encontram-se listadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais aplicagdes das enzimas microbianas

Enzimas

Aplicagao Industrial

Microorganismos

Baciflus, Humicola,

protease, amilase, lipase e

Detergentes

Produgdo de Amido
Bebidas Destiladas
Indastria Téxtil
Polpa e papel

Chas

Vinhos e sucos

Lacticineos
Panificagdo

Alimentagdo animal

Couros e derivados

Alimentos, cosméticos,
farmacos, produtos de
limpeza, agricolas e
outros

ceiulase

amilase, glucoamilase e
glicose isomerase

amilase, glucoamilase
amilase, celulase, catalase

Xilanase
Tanase

pectinase,
celulase,celobiose, glicose
oxidase, polifenol oxidase

protease, lipase, lactase,
sulfohidrogenase

amilase, protease, glucose
oxidase e xilanase

fitase, celulase, xilanase
Protease
ciclodextrina

glicosiltransferase
(CGTase)

Pseudomonas

Bacillus, Aspergillus,
Streptomyces, Clostridium

Aspergillus

Bacillus, Trichoderma,
Humicola, Aspergillus

Trichoderma, Bacillus

Aspergillus
Aspergillus, Trichoderma

Rhizomucor, Aspergillus,
Kluyveromyces

Aspergillus, Bacillus
Aspergillus, Trichoderma,
Humicola

Aspergillus

Klebsiella pneumoniae,
Bacillus CGl! alcalcfilico, B.
macerans, B. circulans, B.
subtillis.

Fonte: adaptada de NAESSENS e VANDAMME, 2003.

A utilizagdo de enzimas em processos industriais tem sido amplamente discutido

e cerca de 2500 reacgbes diferentes, catalisadas por enzimas estdo descritas no
International Union Handbook of Enzyme Nomenclature. Estima-se que 80% das enzimas
sejam produzidas por fermentacdo e muitas destas adicionadas em detergentes ou
utilizadas no processamento de amido e de produtos lacteos (SONDEGAARD,
GRUNERT e SCHOLDERER, 2005; TYO, KOCHARIN e NIELSEN, 2010). A acao
catalitica das enzimas se faz através da redugéo de energia de ativacdo da reacdo, sem

alteragao do seu equilibrio termodinamico. Além disso, melhoram a velocidade de reagéo



Borba, P. P. Produgao de ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase) por amostras de Bacillus ...
27

e apresentam elevada especificidade que pode se expressar quanto ao tipo de reagao ou
de substrato (REGINATO e TEIXEIRA, 2009).

A International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) classificou
as enzimas em seis grandes grupos (tabela 2), de acordo com o tipo de reagdo que

catalisam.

Tabela 2 — Nomenclatura das enzimas com suas respectivas caracteristicas

ENZIMA CARACTERISTICAS

; Catalisam reagdes de oxidagdo-reducdo. O substrato oxidado & um
Oxido-redutases . . ;
hidrogénio ou doador de elétrons.

Catalisam a transferéncia de grupos entre duas moléculas. O doador pode
Transferases ; :

ser um cofator (coenzima) que carrega o grupo a ser transferido.

Hidrolases Catalisam a reagdo de hidrolise de varias ligagdes covalentes.

Catalisam a clivagem de ligagdes C-C, C-O, C-N atraves de hidrolise ou
Liases oxidagdo. Ha dois substratos envolvidos numa diregao e sé um na diregdo
contraria da reagao.

Catalisam a modificagdo de uma Unica molécula sem participagao de
Isomerases

outra.
Catalisam reac¢des de sintese de uma nova molécula a partir da ligagao
Ligases entre duas moléculas com a hidrolise de ATP ou outro composto

trifosfatado.

Fonte: adaptada de SACKHEIM e LEHMAN, 2001.

1.3.4 Ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase)

A ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase; EC 2.4.1.19, 1,4-a-D-glicana, 1,4-a-
D-Glicopiranosil transferase) € uma enzima microbiana que catalisa a conversdo do
amido em ciclodextrina (CD) (MATIOLI et al., 2000; CUCOLO, 2009; MATTE, 2011). A
CGTase € composta por uma cadeia Unica de polipeptideos com aproximadamente 650
aminoacidos, possui uma ou nenhuma ligagdo intramolecular por pontes de dissulfeto e
sao dependentes de ions metalicos, principalmente o calcio, para manter a sua atividade
catalitica (MATIOLI et al., 2000; MATTE, 2011).

A conversao de amido em CD por esta enzima é realizada por meio de reagoes
reversiveis de transglicosilagdo intramolecular (ciclizagdo). Além disso, ha também
atividade em reagbes de transglicosilagdo intermolecular (acoplamento e

desproporcionamento) e pode realizar reagdes de hidrolise de amido, conforme pode ser
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visto na figura 2 (BENDER, 1985; TONKOVA, 1998; HIGUTI et al., 2004; CUCOLO et al.,
2006; COSTA 2007; Matte 2011).

Figura 2 — Representagéo esquematica das reagdes de transglicosilagdo catalisadas pela CGTase, sendo
cada circulo representante de uma unidade de glicose. Fonte: adaptado de CUCOLO, 2009; MATTE, 2011.

O que ocorre na reagdo de transglicosilagao, ou simplesmente ciclizagéo, € que
o amido {(uma cadeia de oligossacarideo linear) é clivado, entdo um novo agucar com
final redutor € transferido para o agucar nao redutor da mesma cadeia, o resultado € a
formacdo de oligossacarideos ciclicos ndo redutores denominados ciclodextrinas. Na
reagao de acoplamento acontece o inverso ocorrendo quando o anel de ciclodextrina &
clivado e transferido para um substrato, o maltooligossacarideo aceptor. Ja na
desproporcionagdo o maltooligossacarideo linear € clivado e um novo agucar com final
redutor e é transferido para um substrato de maltooligossacarideo aceptor (CUCOLO,
2009; MATTE, 2011). A CGTase possui também uma atividade hidrolitica fraca, onde o

amido e reduzido a dextrinas lineares e a agua é o aceptor glicosil (JEMLI et al., 2007;
OLIVEIRA, 2010).

Uma mistura de CDs (geralmente a-, B- e Y-CD) é produzida pela grande
maioria das CGTases, as variagoes ocorrem dependendo das condicdes como a
composicdo do tampéo, pH, temperatura, e tempo de reacao. Recentemente, pesquisas
tem sido realizadas para aumentar o rendimento das CDs, bem como para melhorar as
condigbes de reagdo enzimatica das CGTases com o objetivo de produzir uma CD
especifica. Muitas dessas pesquisas demonstram que diferentes substratos podem
determinar o tipo de CDs formadas a partir da reagéo enzimatica (ALVES-PRADO, 2008;
LEEMHUIS, KELLY, DIJKHUIZEN, 2010; MATTE, 2011).
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Este bioproduto vem despertando grande interesse, devido ao aumento do uso
das CDs principalmente nas indlstrias alimenticias e farmacéuticas (BINER,
ANTRANIKAM e HEINZLE NINER, 2002; CARNEIRO et al., 2006; GUEDES et al., 2008,
MATTE, 2011).

1.3.4.1 Caracterizagdo da CGTase: semelhangas e diferencas com outras

enzimas degradadoras de amido.

A CGTase apresenta uma seqliéncia de aminoacidos que revela uma
similaridade estrutural com a enzima a-amilase, por este motivo pode ser considerada da
familia das amilases (MATTE, 2011), no entanto ela é uma transferase. Para
compreender a agdo degradadora do amido dessas enzimas, € necessario primeiramente

compreender a caracterizag&do do amido.

O amido é o principal polissacarideo de reserva energética do reino plantae, &
considerado o biopolimero mais abundante depois da celulose, apresenta massa
molecular elevada sendo formado de unidades de D-glucopiranose (residuos de
glicose) unidas por ligagdes glicosidicas que séo estaveis em pH alcalino, mas €
hidrolisada em pH acido. Ha um aldeido latente no final da cadeia polimerica, este define
a extremidade redutora do polimero que pode ser extraido de varias fontes, como por
exemplo, cereais (milho, cevada, trigo, aveia, sorgo e arroz), tubérculos (batata) e raizes
(mandioca e inhame) (CUCOLO, 2009; PY-DANIEL, 2010; ALMEIDA, 2010).

A amilose e a amilopectina, que sdo dois tipos de polimeros de glicose, formam
o amido (figura 3). Insoluvel em agua fria, a amilose € um polimero linear ndo-ramificada,
formada por unidades de D-glicose unidas por ligagboes a-1,4. Cerca de 25% das fontes
de amido encontradas na natureza &€ de amilose, mas dependendo da fonte botanica,
maturidade fisiologica, condicbes de solo e clima, pode representar de 15 a 30%.
Sendo a percentagem restante constituida pela amilopectina que € soluvel em agua e €
composta de pequenas cadeias lineares de residuos de glicose unidos por ligacdes a-1,4
com ramificagdes de residuos de glicose interligados por ligagdes glicosidicas do tipo a-
1,6 (CUCOLO, 2009; FERREIRA, ROCHA e SILVA et al., 2009; BAUERMEISTER, A. et
al, 2010; PY-DANIEL, 2010; ALMEIDA, 2010).

Dependendo da fonte botanica, a percentagem de amilose e amilopectina no
amido € variavel, conferindo a esse polimero caracteristicas especificas (tabela 3), essas
proporgoes influenciam na viscosidade e no poder de gelificagdo (CUCOLO, 2009).
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Figura 3 — Representacdo esquematica da organizagéo dos residuos de glicose nos polimeros amilose e
amilopectina. Fonte: adaptada de PY-DANIEL, 2010.

Tabela 3 — Fonte de amilose em amidos

Fonte botanica Teor de amilose (%)
Milho 21a25
Arroz 15-16-25

Batata doce 18
Mandioca 16-18-20
Batata 21a23
Banana 21 a40
Trigo 20a 24

inhame 30

Aveia 16-33
~ Ervilha 30

Fonte: adaptada de ALMEIDA, 2010

Muitas enzimas denominadas amilases processam o amido, o resultado disso
sao diferentes produtos como oligossacaridios e agucares livres. O termo amilase €
considerado genérico e existem ainda outras fragdes como a a-amilase (amilase
dextrinogénica) e a B-amilase (amilase sacarogénica), entre outras como a CGTase
(AGUIAR, 2001).

A utilizacdo de enzimas amiloliticas tem aumentado abundantemente, e dentre
essas enzimas, a CGTase vem ganhando grande importancia industrial (CUCOLO,
2009). Varias fontes de amido podem ser utilizadas como substratos para producao de
CGTase, incluindo amido de milho, batata, mandioca (MORIWAKI et al, 2009). Cucolo et
al. (2006), obtiveram significativa produgao da enzima CGTase utilizando também outras
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fontes como batata-doce, fuba (que demonstrou melhor resultado), farinha de soja, farelo

de trigo, polvilho-doce, soja, extrato de soja e farelo de soja.

Processos como a hidrolise acida, acida-enzimatica ou so enzimatica, séo
utilizados na produgéo de derivados do amido, sendo que a substituicdo de substancias
quimicas  por enzimas amiloliticas (endoamilases, exoamilases, enzimas
desramificadoras e transferases) tem sido vantajosa, tanto pela especificidade das
enzimas, quanto pela hidrélise enzimatica resultar em poucas reagdes intermediarias e
menor escurecimento. Conforme mostra a figura 4, basicamente ha quatro grupamentos
de enzimas que degradam o amido (CUCOLO, 2009; Py-DANIEL, 2010):

v Endoamilases — essas enzimas tem agdo endo, sendo um bom exemplo a a-
amilase (EC 3.2.1.1) que quebram as ligagdes glicosidicas a-1,4 da parte interna
das cadeias de amilose e amilopectina de forma aleatéria, isso leva a formacéo de
oligossacarideos caracterizando a e a-dexirinas limite que sdo carboidratos
ramificados de baixo peso molecular. Esta enzima é muito conhecida, podendo
ser encontrada em uma ampla variedade de organismos de todos os dominios.
(VANDER VEEN, et al., 2000; CUCOLO, 2009; Py-DANIEL, 2010).

v" Exoamilases — Neste caso a agdo é exo como as p-amilases (EC 3.2.1.2) que
quebram as ligagbes a-1,4 a partir da parte final nao-redutora do amido (residuos
externos de glicose da amilose e amilopectina), sendo o resultado isso,
oligossacarideos de massa molecular (glicose ou maltose) e B-dextrinas limite.
Podendo agir em ambas ligagdes a-1,4 e a-1,6 como as enzimas glicoamilases
(EC 3.2.1.3) que possuem maior afinidade por polissacarideos de cadeia longa, e
a-glicosidase (EC 3.2.1.20) que tém afinidade por pequenos maltooligosacarideos
(VAN DER VEEN et al., 2000; CUCOLOQ, 2009; Py-DANIEL, 2010).

v Enzimas desramificadoras — Isoamilase (3.2.1.68) e pululanase tipo | (EC
3.2.1.41), sdo exemplos de enzimas desramificadoras, sendo que a principal
diferenga entre essas enzimas é que enquanto a isoamilase podem apenas
hidrolisar as ligagdes a-1,6 na amilopectina, a pululanase hidrolisam ligagdes a-
1,6 tanto em pululano quanto em amilopectina. Porém ambas as enzimas so
catalisam a degradagdo de moléculas de amilopectina no amido, sendo que os
produtos da degradagdo destas duas enzimas sdo os oligossacarideos longos.
Pululanases do grupo Il, também chamadas de a-amilases-pululanases ou

amilopululanases também podem hidrolisar ligagbes a-1,4 e a-1,6, sendo a
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maltose e maltotriose os produtos resultantes da degradagac (VAN DER MAAREL
et al, 2002; CUCOLOQ, 2009; Py-DANIEL, 2010).

v Transferases - Também consideradas de acdo exo, a caracteristica das
transferases € a quebra de ligacdes glicosidicas o-1,4 da molécula doadora
transferindo parte do doador para um aceptor glicosidico, formando assim uma
nova ligacdo glicosidica. Ressaltando que as amilomaltases (EC 2.4.1.25) e
ciclodextrina glicosiltransferases (EC 2.4.1.19), formam uma nova ligag&o a-1,4,
em contrapartida, a enzima ramificadora forma uma nova ligacdo a-1,6.
(MARTINS e HATTI-KAUL, 2003; CUCOLO, 2009; Py-DANIEL, 2010).

Todas essas enzimas supracitadas estio representadas na figura 4, também os

seus respectivos produtos de suas reacdes com o amido.
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Figura 4 — Representagfo esquematica de ag@o das enzimas degradadoras de amido. Esferas representam

residuos de glicose sendo que as verdes destacam extremidades redutoras. Fonte: adaptada de PY-DANIEL,
2010.

A comiss&o de enzimas (do inglés Enzyme Comission — EC) obedecendo a
recomendacao da Internacional Union of biochemistry and molecular biology (IUBMB,
1992) atribui um numero a todas as enzimas conhecidas. Sendo assim, glicosil hidrolases
(endoamilases, exoamilases e enzimas desramificadoras) recebem o codigo EC 3.2.1.x e
glicosiltransferases (transferases) recebem o codigo EC 2.4.1.x, onde x é o substrato
especifico e em determinados casos também representa 0 mecanismo molecular ou tipo
de ligacdo. Esta classificagdo toma como base dois fatores: reagdo catalisada e
especificidade do substrato, consistentes com o conceito de “chave-fechadura” proposto
por Emil Fischer em 1894. Entretanto, o maior problema de uma classificagdo que toma

como base a especificidade de substrato ou produto é o agrupamento indevido de
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enzimas que atuam sobre substratos variados como uma determinada categoria (PY-
DANIEL, 2010).

1.3.4.2 Produgéo por outros microorganismos

Séo relatados poucos estudos com a produgdo de CGTase em substrato solido,
provavelmente em virtude de os principais microorganismos produtores de CGTase
pertencer ao género Bacillus e a fermentagdo em estado solido ser mais favoravel aos
fungos filamentosos, muito embora, Ramakrishna et al (1994) e Cucolo et al. (2003)
tenham obtido atividades da CGTase na fermentagdo em estado sélido semelhantes as
obtidas em fermentagdo submersa utilizando Bacillus cereus e Bacillus sp subgrupo

alkalophilus mesofilicos, respectivamente.

Desde a descoberta da CGTase varios microorganismos foram descritos como
produtores desta enzima. Dentre as bactérias ja identificadas como produtoras de
CGTase inclui-se aerdbias mesofilicas, havendo predominio do género Bacillus (Bacillus
macerans, Bacillus circulans, Bacillus obhensis, Bacillus agaradhaerens LS-3C, Bacillus
firmus, Klebsiella pneumoniae, Paenibacillus pabuli), aerdbia termofilica (Bacillus
stearothermophilus), algumas anaerdbias termofilicas (Anaerobanca gottschalkii) (AVCI e
DONMEZ, 2009; KUO et al., 2009; MATTE, 2011).

Qutros géneros ja foram caracterizados como produtores de CGTase, no entanto
ainda ndo ha nenhum relato a partir de leveduras e fungos. No Brasil, foram relatados B.
lentus, B. circulans n°76, B. firmus n°37 e linhagem n°41, Bacillus sp subgrupo
alkalophilus (ALVES-PRADO et al., 2002)

1.3.5 Ciclodextrinas (CDs)

O primeiro pesquisador que reportou a existéncia das ciclodextrinas (CDs) foi
Villiers 1891, ele utilizou batatas para hidrolisar o amide com a bactérias Bacillus
amylobacter, sendo denominado na época de celulosina (DEL VALLE, 2004; MENOCCI
etal., 2008; FERREIRA, ROCHA, e SILVA et al., 2009; MATTE, 2011).

Em 1903, Franz Schardinger constatou que as CDs sdo o resultado da agdo
catalisadora da enzima CGTase sobre o amido, produzida na época pelo microorganismo
Bacillus macerans. O pesquisador identificou que esta enzima & capaz de romper um

segmento da hélice do amido e unir as duas por¢des terminais deste fragmento numa
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unica molécula ciclica (FERREIRA, ROCHA e SILVA et al., 2009). Todo o preparo, o
isolamento, a caracterizacdo e a determinag&o das estruturas dessas substancias foram
realizadas por Schardinger (1903-1911), como oligossacarideos ciclicos contendo
unidades de glicose “em conformacéo de cadeira” (Figura 5), nessa época os compostos
foram chamados de aglicares Schardiger (MACEDO, 2010).

Figura 5 — Molécula de a-D-glucopiranos (na conformagéo cadeira), ou simplesmente monémeros de glicose
com as posigdes 1 e 4 indicadas pelas setas. Fonte: adaptada de MACEDO, 2010.

Em 1938, Tilden e Hudson descobriram que as CDs nao eram produtos
sintetizados durante o metabolismo microbiano, sendo compostos de agdo extracelular
de uma enzima microbiana. Somente na década de 50 & que as pesquisas sobre CDs
comegaram a se intensificar (MATTE, 2011).

No inicio da década de 40 sem avangos significativos, Freudenberg e
colaboradores descreveram as CDs como sdo conhecidas atualmente (compostos
macrociclicos constituidos de unidades glicopiranosideas conectadas através de ligacéo
glicosidica a-1,4) (MACEDO, 2010).

Em meados dos anos 50, French e Freudenberg ampliaram os conhecimentos
sobre as CDs no que se refere a produgéo enzimatica, fracionamento e a caracterizacao
de suas propriedades. Cramer, Saenger e outros enfatizaram os estudos na formagéo de
complexos de incluso entre as CDs e moléculas hospedes (MACEDO, 2010).

Na metade da década de 70, as CDs naturais ja tinham sido caracterizadas
estrutural e quimicamente e muitos complexos tinham sido estudados. Devido a
Capacidade de complexagdo, ao baixo custo e as inumeras vantagens que elas
apresentam, houve um grande progresso no desenvolvimento de novas tecnologias para
Sua producao e aplicagdo (MACEDO, 2010).
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Em estado natural, as CDs (também conhecidas como cicloamiloses ou
cicloglucanos) sdo moléculas rigidas, cristalinas, homogéneas, ndo higroscdpicas
(FERREIRA, ROCHA e SILVA et al,, 2009; MACEDO 2010), relativamente estaveis e
resistentes a acdo da maioria das exoamilases (HERMES, 2010). Quimicamente, CDs
séo oligossacarideos ciclicos formados por mondmeros de glicose, unidos por ligacdes
glicosidicas a-1,4 (Figura 5). Estes monémeros estabelecem interacées intermoleculares,
formando um anel e conferindo rigidez & molécula de ciclodextrina (ABD-AZIZ, LI et al.,
2007; MENQOCCI et al., 2008; MORIWAKI et al., 2009; PAVLOV et al., 2010).

Os monémeros do anel de CD sdo dispostos de forma que o segundo
grupamento hidroxila (C2-C3) € localizado na extremidade maior do anel, e o primeiro
grupamento hidroxila (C6) na extremidade menor, resultando numa molécula de forma
cilindrica (HERMES, 2010). Para melhor visualizag@o, pode-se comparar sua estrutura a
forma de uma rolha oca (MACEDO, 2010). Os hidrogénios apolares C3 e C5, bem como
seus oxigénios estdo na parte interna e os grupamentos hidroxila na parte externa da
molécula de ciclodextrina (HERMES, 2010), resultando assim em uma molécula com
exterior hidrofilico, o que a torna soluvel em agua, ao mesmo tempo possui uma cavidade
apolar, conforme se observa na figura 6 (ASTRAY et al., 2009; HERMES, 2010; MATTE,
2011), conferindo a capacidade de formar complexos de inclus&o com uma ampla
variedade de moléculas hidrofobicas (HERMES, 2010).
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Figura 6 — Representagdo da o-ciclodextrina em forma de cone oco, truncado, com os grupos hidroxilas
localizados nas aberturas do cone. Fonte: adaptada de MACEDO, 2010.

Em biotecnologia e bioengenharia, a complexacdo molecular é muito usada para
realizacéo de selecéo, separagéo e solubilizacdo de diversificadas biomoléculas, por isso,
0 uso das CDs revela-se vantajoso devido a especificidade de formagdo de complexos
(HERMES, 2010).
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A enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) catalisa as reacdes que
normalmente produzem uma mistura de CDs com nimeros diferentes de monémeros de
glicose. As CDs mais empregadas para fins comerciais e cientificos sao do tipo a-, B- e y-
CDs, consistindo de seis, sete e oito monémeros de glicose, respectivamente (Figura 7)
(FERREIRA, ROCHA e SILVA et al., 2009; MACEDQO, 2010; MATE, 2011). Qutras CDs
maiores podem ser formadas, algumas CDs chegam a ter mais de 100 unidades de
glicose (LI et al., 2007, MATTE, 2011), outras com 9 a 13 unidades, estas sao
macrociclos elipticos com estrutura ciclica distorcida, embora ndo existam atualmente
tecnologias eficientes para produzir CDs com mais de 8 unidades de glicose em nivel
industrial e em quantidades maiores (ANDREAUS et al., 2010).
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Figura 7 - CDs mais comuns. Fonte: (ASTRAY et al, 2009). TER

A forma tridimensional e o tamanho das moléculas de ciclodextrinas colocadas

na tabela 4 exibe informagdes importantes a respeito da formagdo de complexos com
moléculas hidrofobicas.

Tabela 4 — Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas

Caracteristicas a-ciclodextrina B-ciclodextrina Y-ciclodextrina
~ Ndmero de monémeros de glicose 6 - 7 8
_ Massa Molecular (g/mol) 972 _ 1135 1297
__Solubilidade em agua (g/L — 25°C) 145 18,5 232
Diametro externo (A) 146 154 17,5
__Diametro interno (A) 4,7-5,3 6,065 7,583
Volume da cavidade interna (A°) | 147 262 427

Fonte: Adaptada de MATTE, 2011.

Apesar de o tamanho da cavidade aumentar com o numero de unidades de
glicose, a altura permanece constante em 6,7-7,0 A (MACEDO, 2010). A 3-CD apresenta
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a menor solubilidade e tamanho intermediario (MACEDO, 2010: MATTE, 2011), como
pode-se observar na figura 8 e na Tabela 4. Essa baixa solubilidade provavelmente e
causada pela formagdo de ligagdes de hidrogénio entre os grupos OH ligados aos
atomos de carbono C2 e C3 levando a rigidez da estrutura. Na molécula de a-CD, como
uma unidade glicose esta numa posicao distorcida, somente 4 das 6 possiveis ligagdes
de hidrogénio sdo estabelecidas. Por outro lado, as unidades de glicose na molécula de
Y-CD n&o s&o coplanares, a estrutura da Y-CD e mais flexivel e, portanto, esta e a mais
soluvel das trés (MACEDO, 2010).

A solubilidade de CDs depende da temperatura como mostra a figura 8.
Segundo Astray et al. (2009) e Matte (2011), com a elevagdo da temperatura a
solubilidade das CDs aumenta rapidamente, isso permite uma recristalizagao facil quando
ocorre o resfriamento. A hidrossolubilidade das CDs é incomum, pois a B-CD é pelo
menos nove vezes menos soluvel (1,85 g/100 mL, & 25°C) do que as outras CDs (14,5
g/100 mL e 23,2 g/100 mL para a a-CD e Y-CD, respectivamente), conforme tabela 4.

A caracteristica mais marcante das ciclodextrinas é a sua capacidade em formar
complexos de inclusdo com uma grande variedade de substancias em virtude da sua
estrutura geométrica com a cavidade interna hidrofébica e a regido externa hidrofilica.
Esse fenémeno, denominado como “encapsulagdo molecular” pode melhorar as
propriedades quimicas e fisicas da molécula encapsulada (LI et al., 2007; GUEDES et al.,
2008; MENOCCI et al., 2008; FERREIRA, ROCHA e SILVA et al., 2009; MATTE, 2011).
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Figura 8 — Solubilidade em agua (MG de CD/g) de (o) a-CDs, (m) B-CDs e (o) Y-CDs em relagdo a
temperatura (expressa em Kelvin). Fonte: adaptada de Astray et al., 2009; Matte, 2011.

Quando a molécula é encapsulada pela CD n&o ocorre absorgéo de energia, no

entanto, observa-se um aumento na temperatura de fusao, de aproximadamente 10°C.
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As CDs nédo tém ponto de fusdo definido, mas comegam a se decompor a partir de
200°C, sendo suas propriedades térmicas exatas dependentes do teor de agua, da
estrutura cristalina, do grau de aquecimento e também da composi¢do da atmosfera
(MATTE, 2011).

Segundo os seus respectivos tamanhos, as moléculas complexadas séo
encapsuladas de maneira total ou parcial, cabendo a ciclodextrina o papel de molécula
“hospedeira” ou receptora. Em muitos casos, as adigbes sao formadas mesmo quando o
tamanho molecular do componente a incluir ndo permite a completa insergao dentro da
cavidade central (MATE, 2011). Se a molécula a ser complexada com a CD tiver
dimensbes maiores que as da cavidade, ela ndo consegue entrar completamente na
mesma e, se tiver dimensdo muito pequena, ela acaba por passar pela cavidade sem ser
complexada (MACEDO, 2010; MATTE, 2011).

O fendmeno de encapsulacédo é explicado pela formagdo de “tampa” para a
cavidade da ciclodextrina ou a insercdo de alguns grupos funcionais no interior da
cavidade. Em solugdo aquosa, a cavidade fracamente apolar da ciclodextrina ¢ ocupada
por moléculas de agua que podem ser facilmente substituidas por moléculas “héspedes”,
menos polares que a agua. Um bom exemplo desse fendmeno é a encapsulagéao de
moléculas de fenolftaleina que sdo menos polares que a agua (MATTE, 2011).

Esse fenébmeno pode ser usado para a determinagdo das CDs produzidas na
reagao atraves de métodos colorimétricos, pois a inclusdo dessas moléculas pelas CDs
altera a absorgéo espectrofotométrica (BLANCO, 2009; MATTE, 2011). A B-CD forma
um complexo incolor estdvel com a fenolftaleina, e por isso ocorre extingdo de
absorbancia da solugéo na qual a B-CD ¢ sintetizada pela CGTase (Figura 9). A atividade
enzimatica ¢ determinada acompanhando a intensidade da cor da solugdo contendo o
corante que € inversamente proporcional a concentragdo de B-CD (MAKELA et al., 1988;
BLANCO, 2009; MATE, 2011).

De acordo com o método colorimétrico de detecgdo da atividade enzimatica
descrita por MAKELA et al., 1988 a absorbancia da solugdo final deve ser analisada por
espectrofotometria a 550nm, pois neste comprimento de onda a coloracdo rosa da
fenolftaleina em meio basico, possui uma maior absorbancia (BLANCO, 2009). Pinto,
(2007), adaptou a seus experimentos um outro meétodo colorimétrico descrito por Kaneco,
et al. (1987), no qual relatam que a fenolftaleina, que é um indicador acido-base, atinge
Sua maxima coloragdo rosa em pH 10,5, formando complexo de inclusdo com as B-CDs

em solugdo aquosa, na razdo molar de 1:1 (MATTE, 2011).
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Figura 9 — Representacio esquematica do equilibrio de formagidc do complexo de inclusdo da CD-
fenolftaleina. A molécula héspede (em rosa) é a fenolftaleina e os circulos menores representam as
moléculas de agua. Fonte: adaptada de MATTE, 2011 e BLANCO, 2009.

As interacdes envolvidas na formacdo dos complexos sdo forcas de van der
Waals, interagdes dipolo-dipolo e pontes de hidrogénio. Essas ligacbes sao fortes o
suficiente para impedir a separagao do complexo, mesmo em estado soélido, mas fracas o
bastante para permitir a liberagdo da molécula encapsulada, quando necessario
(VENTURINI et al., 2008; MATTE, 2011). As ciclodextrinas a, B € Y podem ser facilmente
separadas do conteudo desta reacdo por precipitacdo seletiva, mediante adicdo de
determinados solventes orgénicos. Com a encapsulagdo da molécula pode haver
formacédo de compostos sdlidos, liquidos ou gasosos. Os complexos de incluséo sao

relativamente estaveis e facilmente separados das solugdes devido a sua cristalinidade
(MATTE, 2011).

A substéancia encapsulada passa a apresentar alteracbes em suas propriedades
fisico-quimicas, o resultado disso € uma melhor estabilidade, solubilidade ou cinética de
dissolucéo, biodisponibilidade e menor volatilidade. Em consequencia dessas alteragoes
ocorrem alguns efeitos benéficos proporcionados pelo uso de CDs como: proteger
principios ativos contra a oxidacdo pela luz, calor e volatilidade; mascarar, reduzir ou
eliminar odores e sabores indesejaveis; estabilizar cores, tintas, sabores, vitaminas,
temperos ou emulsdes e; aumentar a solubilidade de drogas e substancias quimicas.
Estas propriedades tornam as CDs muito atrativas para diversos setores industriais
(ASTRAY et al., 2009; MATTE, 2011).

Dentre as CDs conhecidas, as 3-CDs s&o as mais utilizadas, pois sua produgéo
€ a mais economicamente viavel e € de mais facil recuperagao industrial através do
processo de cristalizagao, sendo seu custo industrial por quilograma, cerca de 20 vezes
menor do que o praticado para a a-CD e Y-CD. As $-CDs sdo produzidas industrialmente
por dois processos (MATTE, 2011):
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«% Conversdo ndo controlada (sem agentes complexantes) com subseqliente
sacarificagdo das dextrinas lineares do amido ndo convertido pela enzima. Este

método proporciona um rendimento de 18 a 24% e é muito utilizado no Japao;

+ Conversdo controlada empregando tolueno (5% vlv) como agente complexante,

proporcionando um rendimento de 33%. Este processo € muito utilizado na Hungria.

Nos ultimos anos, estudos envolvendo as CDs tém apresentado um crescimento
grande, popularizando-se em diferentes campos, como na indstria farmacéutica,

alimenticia, cosmética, na area téxtil e em biotecnologia (MATTE, 2011).

Embora seja um derivado enzimatico do amido, ainda existem controvérsias e
diferengas na regulamentagéo do uso de CDs nos alimentos entre os paises. Nos EUA as
a-, B- e Y-CDs sé&o reconhecidos como produtos naturais e sua comercializagédo no setor
alimentar esta restrito apenas por consideragdes de pureza. Ja na Australia e na Nova
Zelandia a- e Y-CDs s&o classificadas como novos alimentos a partir de 2004 e 2003,
respectivamente (ASTRAY et al., 2009; MATTE, 2011). Segundo Astray et al. (2009) a
recomendagéo do Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA), para
um nivel maximo de B-CDs nos alimentos é 5 mg/kg por dia. Para a a- e Y-CDs nao ha

Dose Diaria Aceitavel (DDA) devido ao seu perfil toxicoldgico favoravel.

Ha outros aspectos ndo menos relevantes a respeito das CDs que devem ser
considerados. Segundo Hermes (2010) e Matte (2011), essas moléculas apresentam
sabor doce, portanto ao serem utilizadas no processamento de alimentos, o seu poder
adogante deve ser considerado, pois uma solugdo de 2,5% de B-CD ¢ tao doce quanto
uma salugdo de 1,7% de sacarose. Os autores afirmam que elas s&o consideradas um
edulcorante novo e promissor (MATTE, 201 1).

Também ¢ importante que todos os componentes constituintes de substancias
responsaveis pelo sabor sejam encapsulados de forma que nao seja alterada sua
composi¢ao (ASTRAY, 2009; MATTE, 2011). O sabor amargo de farmacos, alimentos ou
de qualquer outra substancia dissolvida em solugdo aguosa ou na saliva, pode ser
reduzido ou totalmente eliminado se o componente amargo formar um complexo de
inclus@o com uma CD apropriada (VENTURINI et al., 2008; MATTE, 2011).

Com a evolugdo de campos recentes do conhecimento, como a quimica

supramolecular, a nanotecnologia e a quimica verde, as CDs podem, pelo seu baixo



Borba, P. P. Produgao de ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase) por amostras de Baciflus ...
41

custo, grande disponibilidade e baixa toxicidade, serem empregadas para atuar como
encapsuladores eficientes, e assim, auxiliar na solugdo dos diferentes tipos de problemas
que se descortinam. Assim, as CDs vém apresentando um papel de destaque em
inumeras areas, tais como na montagem de sistemas de liberagdo controlada de

farmacos e em terapia imunomodulatéria (MATTE, 2011).

Novas técnicas visando o aumento da produgdo de ciclodextrinas e o
aperfeigoamento das CDs ja existentes vém ganhando importancia uma vez que ha uma
comercializagédo crescente de produtos empregando ciclodextrinas no mercado mundial.
Com isso, a melhora na produgdo de CDs tém sido o objetivo de muitos pesquisadores
em todo o mundo. Uma maior produgdo de CDs é observada nos estudos com
microorganismos com boa atividade de CGTase, os quais visam a diminuicdo dos custos
de produgéo e, portanto, o aumento da disponibilidade de CD para o setor industrial
(CUCOLO et al., 2006).

A redugdo nos custos de produgdo de ciclodextrinas esta relacionada
diretamente ao tipo da fonte de carbono utilizada para a produgdo da enzima CGTase e
das proprias CDs. A natureza e a concentragdo da fonte de carbono sao fundamentais
para a produgéo da enzima CGTase, especialmente quando a fonte de carbono atua
como fator de indugdo da enzima. A expressdo de algumas enzimas pode variar
marcantemente em fungdo da fonte de carbono e nitrogénio utilizados, ou dos parametros
fisico-quimicos envolvidos na fermentagao (CUCOLO et al., 2006).

Neste contexto, um dos objetivos do presente trabalho é a otimizagao da
producéo de CGTase, avaliando substratos agroindustriais (farinha de casca de batata e

soro de leite) como fontes alternativas de Carbono e Nitrogénio.

1.3.5.1 Algumas areas de aplicagido das Ciclodextrinas

1.3.5.1.1 Aplicag6es das CDs na indlstria alimenticia

As mudangas no estilo de vida das pessoas inclina-se cada vez mais a procura
de alimentos naturais de confianga. Um grande nimero desses alimentos ha adigao de
compostos quimicos, dai o interesse por agentes naturais tem aumentado
significativamente na industria alimenticia. Neste sentido, as CDs, entre outras
aplicagbes, podem ser utilizadas para:



Borba, P. P. Produgao de ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase) por amostras de Bacillus ...

42

Inibicdo do escurecimento enzimatico — Segundo Matte (2011), as CDs formam
complexos de inclusdo com os precursores do escurecimento, uma vez
encapsulados, estes compostos se tornam indisponiveis havendo assim a inibigéo da
reacao de escurecimento enzimatico em sucos de vegetais e frutas. Isso ocorre por
que o efeito da polifenol-oxidase é evitado pela remogédo dos compostos fenolicos
por complexagdo com CDs, assim os compostos fendlicos s&o protegidos da

oxidagdo enzimatica.

Desodorizagdo de alimentos — Alguns alimentos t&ém um odor peculiar, todavia,
quando as CDs sdo adicionadas na produgdo, estes componentes formam
complexos de inclusdo com CDs, resultando na desodorizagdo do produto final. E o
que acontece, por exemplo, com o leite e a proteina de soja (ASTRAY et al., 2009;
MATTE, 2011).

Extracdo de compostos oleosos de aroma — As B-CDs podem ser utilizadas para
a extragao desses compostos diretamente de fontes naturais como o alho e a cebola,
por exemplo, sem a necessidade de utilizagdo de solventes ou destilacao, apenas
utilizando a centrifugacdo. Podendo-se apos o processo utilizar o complexo insoltvel
ou ainda descomplexacdo e a separacao em uma fase aquosa, que contém as CDs,
e uma fase oleosa imiscivel (CEREDA, 2003; MATTE, 2011).

Remocéao de colesterol da gordura — Pode ser aplicada no leite ou na gema de
ovos pela precipitagdo de complexos de inclusio cristalinos e complexagdo com (3-
CDs (CEDERA, 2003; MATTE, 2011;: ANDREAUS et al., 2010).

Remocéo de acidos graxos livres — E realizada para melhorar as propriedades de
frituras (CEDERA, 2003; MATTE, 2011)

Prote¢do de vitaminas e componentes lipofilicos — A encapsulagdo desses
componentes dos alimentos e vitaminas do complexo B para protegdo contra a
oxidagdo, degradagdo térmica e reagdes com outros componentes, como a
encapsulagado de odleo da casca de liméo para utilizagdo em tortas para realcar o
sabor (CEREDA, 2003; ASTRAY 2009, MATTE, 2011).

Estabilizagdo e melhoramento de sabores e aromas - A encapsulagdo de
agentes adogantes como o aspartame estabiliza-os e melhora o gosto, eliminando o

sabor amargo. Também a estabilizagdo de aromas e a protegdo contra
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decomposigao oxidativa, induzida por luz e por calor (SINGH, SHARMA, e BANERJEE,
2002; MATTE, 2011; ANDREAUS et al., 2010)

Qutras aplicagbes ainda como, a extragdo da cafeina do café ou cha (CEREDA,
2003; MATTE, 2011); A estabilizagao de Flavours naturais ou sintéticos por complexacédo
com B-CDs (MATTE, 2011; SZENTE e SZEJTLI, 2004; ANDREAUS et al., 2010); A
estabilizagdo de odleos essenciais volateis de chas, permitindo menores taxas de
deterioragdo e menores perdas de aroma quando armazenados por longo tempo e/ou
quando submetidos a altas temperaturas, como no processo de pasteurizagdo ou
cozimento (CEREDA, 2003; ASTRAY et al., 2009; MATTE, 2011); além disso, evita
contaminagbes microbianas e reagbes de Maillard (ANDREAUS et al., 2010).

1.3.5.1.2 Aplicagoes das CDs na industria de farmacos

As CDs sao muito utilizadas na quimica medicinal sendo aplicadas a tecnologia
de liberagado controlada de farmaco. Os sistemas de liberagdo sédo vantajosos se
comparados a outros de dosagem convencional, pois alteram significativamente alguns
parametros farmacocinéticos como a meia-vida do farmaco, sua depuragéo do organismo
e seu volume de distribuicdo, além disso, a toxicidade de medicamentos é também
drasticamente reduzida, desta forma diminui os efeitos colaterais e adversos. Outras
vantagens na utilizagédo das CDs em farmacos s&o o aumento da biodisponibilidade,
solubilidade, estabilidade e indice terapéutico, além de melhorar as propriedades
organolépticas como o sabor e o cheiro de substancias ativas (FERREIRA, ROCHA e
SILVA et al., 2009; MACEDO, 2010; ANDREAUS et al., 2010).

A B-CD, tem uma particularidade em relagdo as outras CDs por possuir uma
cavidade com tamanho adequado para conter uma ou duas moléculas de um grande
numero de substancias com atividades farmacologicas, por este motivo, ela e uma das
CDs mais utilizadas no processo de encapsulagéo de farmacos (MACEDO, 2010).

Varios fatores determinam o tipo é a natureza da CD necessaria para um
tratamento terapéutico especifico, ou seja, para cada farmaco é possivel utilizar uma CD
mais adequada. Os fatores que auxiliam nessa escolha sdo: Natureza guimica do
farmaco, tamanho da cavidade, solubilidade, facilidade de preparagao, possibilidade de
co-encapsulagao e eficiéncia de encapsulagdo (MACEDO, 2010).
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1.3.5.1.3 Aplicagdes das CDs na industria de cosmeéticos

A complexagdo de moléculas com CDs também € muito utilizada na preparacao
de cosmeéticos, como exemplos, pode-se citar a diminuicdo da volatilidade de perfumes e
a complexacdo de triclosan que aumenta a disponibilidade de antimicrobiano na
formulagdo de creme dental. A estabilizagdo, o controle do odor e o aperfeicoamento do
processo envolvendo a conversdo de um ingrediente liquido para a forma sélida s3o os
principais beneficios dessas macromoléculas neste setor (FERREIRA, ROCHA e SILVA
et al., 2009).

1.3.5.1.4 Aplicagées das CDs no meio ambiente

A aplicagdo de CDs tem ganhado importante papel no desenvolvimento de
metodologias para a destoxificagdo (remogdo do carater tdxico) de muitos compostos
potencialmente agressivos aos sistemas vivos. Os hidrocarbonetos clorados, por
exemplo, possuem alta toxicidade, sendo que os volateis causam efeitos deletérios sobre
a camada de ozdnio, enquanto os compostos bifenilicos policlorados (PCBs) tém impacto
sobre a salde humana. Estudos tém sido feitos para a aplicagido de CDs no
desenvolvimento de metodologias que promovem a degradagdo destes compostos
(SINGH, SHARMA e BANERJEE, 2002; FERREIRA, ROCHA e SILVA et al., 2009).

Além do baixo custo, da capacidade de aumentar a solubilidade dos
hidrocarbonetos para a biodegradacao e biorremediacdo, CDs também podem diminuir a
toxicidade beneficiando o aumento da microbiota e crescimento das plantas. f-
ciclodextrinas aceleram a degradacédo de todos os tipos de hidrocarbonetos que
influenciam a cinética de crescimento, produzindo maior rendimento de biomassa e uma
melhor utilizagéo dos hidrocarbonetos como fonte de energia e de carbono. Compostos
responsaveis pelo odor percebido nas proximidades de sistemas de processamento de
agua podem ser eliminados por meio de oxidagao, filtracdo e processos de degradagao
biolégica com resultados parcialmente eficazes, enquanto gue a aplicagdo de CDs e seus
derivados tém demonstrado ter um melhor papel como anfitrides para estes compostos
altamente hidrofébicos. Outro papel importante das CDs na protecdo ambiental é o seu
uso na formulagao de inseticida e na fotodegradacao de pesticidas organofosforados em
agua, catalisando as interagbes dos pesticidas com os radicais reativos gerados pelo
fotossensibilizador himicos (SINGH, SHARMA e BANERJEE, 2002)

B-CD apresentaram alta capacidade de sor¢do para descontaminar aguas
contendo corantes téxteis (ANDREAUS., et al., 2010).
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Na area agricola as CDs formam complexos com uma variedade de compostos
como herbicidas, fungicidas, inseticidas, feroménios e reguladores de crescimento, As
aplicagbes potenciais das CDs nesta 4rea atendem ainda a outras questdes importantes,
tais como a liberagdo controlada dos substratos, biodegradabilidade da molécula
receptora, possibilidade de efeitos cataliticos sobre a degradacado de pesticidas e mesmo
a solubilidade dos complexos formados em agua, o que deve permitir a facil remocéo dos
agroquimicos no solo (FERREIRA, ROCHA e SILVA et al., 2009).

1.3.5.1.5 Aplicacdes das CDs na indistria téxtil

Sendo a indlstria téxtil representante de uma parte importante da economia
brasileira e mundial, € comum a constante busca por processos mais eficientes,
econdmicos e ecologicamente mais corretos. Neste sentido as CDs t&m despertado o
interesse de varios grupos de pesquisa e fabricantes de auxiliares téxteis pela sua origem
natural, tamanho nanométrico e propriedades formar complexo de inclusdo com diversas
moléculas quimicas. Ainda ha poucas aplicagbes praticas na industria téxtil devido ao
custo relativamente alto das CDs, muito embora os pregos de produgdo tenham caido e

novas aplicagbes se tornaram possiveis nos Gltimos anos (ANDREAUS et al., 2010).

No segmento industrial téxtil, as CDs podem ser utilizadas como auxiliares nos
processos de lavagem, tingimento e acabamentos, podendo ser fixadas na superficie das
fibras, modificando assim as suas propriedades, o que resulta no enobrecimento do
material téxtil. Além de serem biodegradaveis, ndo ocasionando problemas nos efluentes
téxteis, as CDs melhoram a biodegradabilidade de muitas substancias organicas toxicas,
alem de ndo serem téxicas, pois ndo causam irritagbes na pele ao serem utilizadas em
tecidos (ANDREAUS et al., 2010) A interacdo de aromas com CDs é ainda de especial
interesse para o desenvolvimento de produtos téxteis aromoterapicos (FERREIRA,
ROCHA e SILVA et al., 2009)

1.3.6 Rejeitos agroindustriais e o0 meio ambiente

Nos ultimos anos a utilizagdo de substratos agroindustriais regionais e de baixo
custo tornou-se muito interessante, pois além da facilidade de aquisicao, apresenta um
custo relativamente baixo. Segundo Rohlfes et al., 2011, sempre foi dificil a relacao entre
desenvolvimento e conservagdo ambiental, apesar disso, a preocupagdo em relagao aos

impactos ambientais negativos tem crescido nos ultimos anos. Barbosa et al., 2011,
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afirmam que a minimizacdo de residuos pode ser uma alternativa bem sucedida para a
industria de alimentos e demais ramos industriais, ja que sao considerados potenciais

poluidores.

Os subprodutos gerados no processamento dos vegetais constituiam problemas
econdmicos e ambientais, entretanto, atualmente sdo considerados fontes promissoras
de compostos funcionais, desta forma, diversos residuos oriundos do processamento de
alimentos podem ser utilizados por outros segmentos da industria (BARBOSA et al.,
2011).

A constante e crescente necessidade de suprimento de matéria-prima para as
industrias e produtos de boa qualidade tem levado ao desenvolvimento de novos
produtos obtidos a partir de residuos que antes eram descartados mas que hoje sao
reaproveitados e inseridos em formulagdes onde substituem outros ingredientes,
proporcionando produtos de alto valor nutricional, com caracteristicas desejaveis, além

de gerar valor agregado para as industrias (BARBOSA et al, 2011).

O aproveitamento dos subprodutos da agroindustria de alimentos diminui os
custos da produgéio, aumenta o aproveitamento total do alimento e reduz o impacto que
esses subprodutos podem causar ao serem descartados no ambiente. Dessa forma,
alguns subprodutos da batata sao aproveitados e transformados em ingredientes

alimenticios, como € o caso da sua casca (FERNANDES et al., 2008).

Uma forma de atuagdo, no que diz respeito ao aproveitamento de residuos, é a
de buscar utilizagbes viaveis e econdmicas para os inevitaveis residuos agroindustriais
gerados. Sempre que possivel, o residuo final devera se constituir em materia-prima para
um novo processo, constituindo uma segunda transformacdo (CEREDA, 2000;
FERNANDES et al., 2008). Neste contexto o presente trabalho apresenta uma maneira
de aproveitar a casca da batata (Solanum tuberosum L.) e o soro de leite, que sao dois
tipos diferentes de rejeitos agroindustriais. Neste contexto, no presente estudo foi
utilizado a casca de batata para produgao de um bioproduto que é muito utilizado em
diversos segmentos industriais.

1.3.6.1 Casca de Batata inglesa

A batata inglesa (Solanum tuberosum L.} & considerada a principal hortalica no

Brasil, que além de ser rica em carboidratos, contém proteinas de alta qualidade, boa
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quantidade de vitamina C e algumas do complexo B, contém niacina, tiamina e vitamina
B6. E também fonte de sais minerais como ferro, fosforo, magnésio e potassio. Boa parte
desses nutrientes concentra-se em sua casca, especialmente ferro, calcio, potassio,
fosforo, zinco, vitamina B e boa quantidade de fibra, além de conter uma concentragao de
45% de amido (FERNANDES et al., 2008).

A cultura desse tubérculo tem grande importancia agricola, alimentar e
econdmica. Em 2007 foram cultivados aproximadamente 24 mil hectares com batata no
Rio grande do Sul, sendo em todo Brasil cerca de 150 mil hectares, resultando numa
produgao nacional estimada em 3,38 milhdes de toneladas (HELDWEIN, et al., 2012).

A batata inglesa € amplamente aproveitada na industria alimenticia como na
producdo de amido (panificagdo) e alcool (vinho), na produgdo de “chips” e outros.
Aproximadamente 35% da batata produzida é descartada, sendo no Brasil mais de 300
mil toneladas de cascas de batata desperdigadas por ano (BALSALOBRE, 1995;
FERNANDES et al., 2008). No processo de industrializagdo da batata ha varios tipos de
perdas (FERNANDES, 2006):

» Farelo da batata: residuo do processamento da batata que é desidratado e moido;

» Batata Umida: residuo da batata empregada na alimentagdo humana. No geral, a

maior proporgéo € a casca da batata utilizada sem desidratacao;

* Torta de filtragao da batata: representa cerca de 20% do residuo total da batata:
oriunda do processo de extragdo do amido da batata através do desidratador

(filtragdo a vacuo);
* Flakes de batata: residuo do cozimento da batata, esmagado e desidratado;
» Polpa de batata: permanece depois da extracdo do amido com agua quente;

Esses subprodutos ndo estdo disponiveis no Brasil, ja que as inddstrias néo
chegam a processar o residuo. A maior fonte de residuos de batata no pais esta nos
descartes do campo (processo de lavagem e selegdo ou quando o prego inviabiliza a
comercializagdo) também a producéo de batata de boa aparéncia, destinada ao consumo
humano, sdo usados na alimentagéo animal (FERNANDES, 2006).

Também certos residuos provenientes do processamento industrial podem trazer

serios problemas ambientais, como a irrigagdo de solos com a agua residual da batata
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que contamina a superficie dos mesmos, trazendo odores desagradaveis e levando
nitrogénio e fosforo para o subsolo. Além disso, a purificagdo destes residuos aumenta os
custos de produgéo de produtos de consumo, como o amido cru, e outros (FERNANDES
et al., 2008).

A composigdo nutricional da batata estd descrita na Tabela 5 onde ha uma

comparagao entre os valores nutricionais da batata crua sem casca e com casca.

Tabela 5 — Composigao nutricional da Batata

Constituintes Batata crua  Batata crua Cascada
(em 100g) sem casca com casca batata*

Fibra (%) 0,4 3,3 2,9
Calorias 78,5 - —
Agua 83,29 - -
Vit. A (retinol) (p) 6 - -
Vit. B1 (u) 90 - -
Vit. B2 (p) 30 - -
Niacina (mg) 1500 - -
Vit. C (mg) 17,4 - -
Cobre (mg) - - -
Enxofre (mg) 43 - -
Magnésio (mg) = 30 16
Manganés (mg) - 0,602 0,74
Zinco (mg) 0,200 0,440 0,24
Potassio (mg) 394.,4 407,0 12,60
Saodio (mg) 47,40 - -
Calcio (mg) 9 - -
Ferro - 1,0 -
Fosforo (mg) 69 - -

Adapatado de LUENGO, 2000; FERNANDES, 2006.
Nota: *somente a pele

Com relagdo a composigao quimica, a batata é composta aproximadamente por
76% de agua, 20% de carboidratos, 2% de proteinas e uma pequena quantidade de
lipideos. Estima-se que proximadamente 80% dos carboidratos desse tubérculo & de
amido, com uma proporgéo de 75% — 79% de amilopectina e 21%m — 25% de amilose. A
batata € também uma razoavel fonte de vitamina C (OLIVEIRA, REIS e PEREIRA 2004;
FERNANDES, 2006), sua composigdo quimica esta descrita na Tabela 6.
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Tabela 6 — Componentes da batata na matéria integral

Componentes Meédia (%) Variagao (%)
Umidade 77.5 63,2 — 86,9
Solidos totais 22,5 13,1 — 36,8
Carboidratos totais 19,4 13,3 —-30,5
Proteinas 2,0 0,7 — 46
Cinzas 1,0 0,44- 1,9
Fibras 0,6 017 - 3,48
Lipideos 0,1 0,02- 1,0

Adaptado de SMITH, 1997; FERNANDES, 2006.

A batata sem a casca perde boa parte de seu potencial nutritivo, passando a ser
um alimento de alto indice glicémico, devido a perda das fibras e ao desequilibrio
resultante entre o teor de carboidratos e de proteinas (FERNANDES, 2006).

1.3.6.2 Soro de leite

O soro de leite, tecnicamente chamado de “lactossoro” é um subproduto
resultante da fabricagé@o de queijo coalho. Sua composigéo contem em media, 6,9% de
solidos totais, 0,6% de sais minerais, 0,3% de gordura, 0,9% de proteinas, 5,0% de
lactose e 0,1% de acido lactico resultante da fermentacdo da lactose. Essas
concentragdes representam aproximadamente 24.300 toneladas de sais minerais, 36.450
toneladas de proteinas, 12.150 toneladas de gordura e 202.500 toneladas de lactose,
evidenciando que o soro pode & um poluidor potencial. O extrato seco do soro de leite &
aproximadamente de 7%, onde 4,5% correspondem a lactose, 0,9% as proteinas soltveis
e 0,6% a sais minerais. O volume de leite destinado a fabricagao de queijos, em meédia de

75% a 85% resulta em soro (BARBOSA et al., 2010; MORRILL et al., 2012; ROHLFES et
al., 2011).

No processo de fabricagdo do queijo, a caseina ¢ insolubilizada no seu ponto
isoelétrico pela agdo da renina e o liquido restante é chamado de soro doce. Se o soro for
obtido por precipitagdo acida, € chamado entdo de soro acido (PELEGRINE e
CARRASQUEIRA, 2008). Este subproduto tem sido estudado como alternativa na
produgdo de diversos componentes da industria de alimentos e derivados (CALDEIRA et
al., 2010; FORNARI, 2006; NITSCHKE, RODRIGUES e SCHINATTO, 2001: OLIVEIRA et
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al., 2008; PELEGRINE, CARRASQUEIRA, 2008; VALDUGA et al., 2006; ZAVAREZE
MORAES e SALAS-MELLADO, 2010; SALES, TAKAKI e ALVES da SILVA, 2011).

Cada litro de soro langado no ambiente sem o devido tratamento ocasiona uma
Demanda Bioguimica de Oxigénio (DBQO) de 30.000 a 60.000 mg/L, podendo ser
considerado bem mais poluente que o esgoto domestico. em que aproximadamente 30 g
a 50 g de oxigénio dissolvido na agua desaparecerdo (BARBOSA et al., 2010; ROHLFES
etal, 2011)

Nas décadas de 70 e 80 este rejeito foi classificado como residuo de baixo ou
nenhum valor comercial sendo usado apenas na alimentagdo de animais ou descartado
em efluentes sem nenhum tratamento (WALZEN et al,, 2002, BARBOSA et al, 2010;
ROHLFES et al., 2011; MORRILL et al., 2012), mas atualmente, a legislagdo ambiental
tem sido mais rigida e com isso a industrias de laticinios tém procurado alternativas para
aproveitamento do soro. Dentre as varias técnicas de aproveitamento do soro do queijo
destaca-se como substrato para fermentagdo, também & muito utilizado no Brasil, na
producéo de bebidas lacteas, no entanto esse aproveitamento atinge apenas 15% do
soro produzido (BARBOSA et al, 2010; ROHLFES et al., 2011; MORRILL et al., 2012).

Alem da poluigao ambiental, o descarte do soro € também um desperdicio de
material proteico e outros nutrientes (Tabela 7), uma vez que retém perto de 60% dos
nutrientes do leite. O desperdicio do soro aliado ao seu valor nutritivo desperta a atencéo
do meio cientifico para a criagdo de alternativas economicamente vidveis com o
aproveitamento das proteinas (alto valor nutricional e comercial), gordura residual e,
principalmente, a lactose, principal responséavel pelo impacto causado nos mananciais
(SISO, 1996; CHERYAN, 1998; ALMEIDA, BONASSI e ROCA, 2001; ANDRADE, 2005;
BIASUTTI et al., 2008; SALES, TAKAKI e ALVES da SILVA, 2011; ROHLFES et al.,
2011).

A maior dificuldade para o aproveitamento do soro de leite é que ele & visto
como residuo e ndo como matéria-prima e por isso ndo ha uma preocupacdo em buscar
tecnicas para conservagdo e estabilidade do mesmo, como a aplicagdo de baixas
temperaturas ou concentragéo para garantir sua qualidade (ROHLFES et al., 2011).

MORRILL et al., 2012 através de analises laboratoriais constataram que o soro

de leite tipo doce resultante da fabricagdo de queijo coalho, apresentam CoOmposicao
quimica descrita na tabela 7.
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Tabela 7 — Composigao quimica do soro de leite
s S A ——

Caracteristica Valores
Nitrogé&nio (mg L ™) 860
Fosforo (mg L) 300
Potassio (mg L) 1500
Sadio (mg L) 370
Calcio (mg L™) 220
Magnésio (mg L) 180
Condutividade elétrica (dS m™) 5,5
pH 4.1

Fonte: adaptada de MORRIL et al., 2012

A produgdo de queijo de coalho no Brasil e restrito a regido Nordeste, em
destaque aos estados da Paraiba, Ceara, Rio Grande do Norte e Pernambuco e sua

produgao rural tem participagdo consideravel na economia no setor produtor de leite
(BARBOSA et al., 2010).

Existem caréncias na infra-estrutura ligada a industrializagdo de queijo como o
alto consumo energético e de 4gua para o tratamento e langamento de efluentes que
devido ao alto custo é frequentemente negligenciados nas médias e pequenas indUstrias.
Dentre os principais impactos ambientais gerados por estes produtores destaca-se a
geragao de quantidades significativas de efluentes liqguidos com elevada carga orgénica
gerando impactos ambientais negativos. No Brasil, cerca de 40% do soro de leite
produzido € descartado sem tratamento adequado (ROHLFES et al., 2011).
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RESUMO

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, constituidos por um numero variavel de
unidades de glicose, que se obtém por a¢do da enzima ciclodextrina glicosiltransferase
(CGTase, E.C. 2.4.1.19) sobre o amido. O género Bacillus & atualmente considerado
como um dos maiores produtores de metabdlitos secundarios da biotecnologia
microbiana, principalmente as enzimas. A preocupagdo com o meio ambiente leva &
viabilizagdo de projetos que favorecem a sustentabilidade do sistema de produgdo
industrial, pois o setor industrial de alimentos produz uma série de residuos de alto valor
agregado que podem ser reutilizados na formulagédo de meios de producdo de diversos
produtos bioativos. Foram realizados ensaios de selegdo de bactérias do género Bacillus
produtores de CGTase utilizando 16 amostras, onde apenas o Bacillus licheniformis (UCP
1021) apresentou a formag&o de halos caracteristicos em todas as condigdes testadas.
Os ensaios referentes a produgdo da enzima foram realizados através da formulagao de
meios alternativos contendo a casca de batata (Sofanum tuberosum L.) — em diferentes
concentragoes — e soro de leite, que ocorreram a 150rpm em shaker orbital, 37°C durante
84h. Foram avaliados o crescimento do microorganismo nos diferentes meios
alternativos, a variagdo do pH e a determinacdo da atividade especifica da CGTase. Os
resultados obtidos evidenciaram que o microorganimo apresentou maior crescimento nos
meios alternativos e a atividade especifica de proteina foi maior no meio alternativo A,
apresentando uma atividade enzimatica de 0,823pumol/mg de CGTase, sendo a atividade
enzimatica qualitativa de 1,07U/mL e a concentracdo de proteinas totais 0,13mg/mL. A
utilizagdo de residuos agroindustriais na formulagdo de meios alternativos para a
produgdo de CGTase se mostrou eficaz e bastante promissora para futuros ensaios de
otimizagao da produgéo enzimatica.

Palavras-Chave: Ciclodextrina Glucosiltransferase; Bacillus sp.; Substratos alternativos
agroindustriais.
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ABSTRACT

Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides consisting of a varying number of
glucose units, which are obtained by action of the enzyme cyclodextrin
glycosyltransferase (CGTase, EC 2.4.1.19) on starch. The genus Bacillus is
currently considered as one of the largest producers of secondary metabolites in
microbial biotechnology, especially enzymes. The concern with the environment
leads to the viability of projects that lead to sustainability of industrial production,
because the food industry produces a lot of waste with high added value that can
be reused in the development of means of production of various bioactive. Tests of
selection of bacteria of the genus Bacillus CGTase producers using 16 samples,
where only the Bacillus licheniformis (UCP 1021) showed the formation of
characteristic halos in all conditions tested. The experiments concerning the
production of the enzyme were carried through the formulation of alternative
containing the potato skins (Sofanum tuberosum L.) — different concentrations —
and whey, which occurred in the orbital shaker at 150 rpm, 37°C for 84h. We
evaluated the growth of microorganism in the different alternatives, the range of
pH and determination of specific activity of CGTase. The results showed that
microorganism highest growth in alternative means of protein and specific activity
was higher under Alternative A1 showing an enzymatic activity of 0.823mol/mg of
CGTase, and the qualitative enzyme activity of 1.07U/mL and Total protein
concentration 0.13mg/mL. The use of agroindustrial residues in the formulation of
alternative means for the production of CGTase was effective and promising for

future trials optimization of enzyme production.

Keywords: cyclodextrin glucosyltransferase; Bacillus sp.; alternative substrates
agribusiness

INTRODUGAO

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase; EC.2.4.1.19) é uma enzima que
converte o amido em ciclodextrina (CD) através de reagdes de ciclizagédo, acoplamento e
desproporcionagao (CUCOLO, 2009; MATTE, 2011).
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As CDs s&o maltooligossacarideos ciclicos ndo-redutores com 6 a 13 unidades
de glicose ligadas entre si, por ligagdes glicosidicas a-1,4. As CDs mais comuns sdo do
tipo o, B ey, constituidas respectivamente por seis, sete e oito unidades de glicose,
respectivamente (VAN DER VEEN et al., 2000; KELLY, et al., 2008: MATTE 201 1)

Quimicamente as CDs apresentam extremidades internas consideradas
hidrofébicas, e mais externamente hidrofilicas. Formam complexos de inclusdo com uma
variedade de substéncias, mudando as suas caracteristicas fisicas e quimicas. Essa
propriedade da CD tem levado a um aumento na sua aplicacdo nas indUstrias de
alimentos, farmacéuticas, cosméticos, encapsulagéo de 6leos essenciais e 6leos volateis,
produtos agroquimicos, plasticos, producdo de biocombustiveis e outras aplicagdes
(ALLEGRE, DERATANI, 1994; BENDER, 1986; SZEJTLI, 2004; LOFTSSON, DUCHENE,
2007; SA BARRETO, CUNHA FILHO, 2008; MARQUES, 2010; FENG, ZHUANG, RAN,
2011).

Muitas bactérias produtoras de CGTase podem utilizar a CD como fonte de
carbono, assim elas podem tanto produzir enzimas que formam as CDs, a CGTase, bem
como produzir enzimas que degradam as CDs, as ciclomaltodextrinases {(CDase). O
género Bacillus (SCHALLMEY, SINGH, WARD, 2004) ¢ considerado um excelente
produtor dessa classe de enzimas (PRAKASHAM et al., 2005: BONILHA et al.,20086;
ALVES-PRADO et al.,2008; MENOCCI et al., 2008), mas outras classes de
microorganismos também apresentam elevados indices de producdo de CGTase em
diferentes meios de produgdo (ABELYAN et al., 2002; GEETHA e MORE, 2010).

O género Bacillus é atualmente considerado como um dos maiores produtores
de metabolitos secundarios descrito na biotecnologia microbiana, apresentando diversas
espécies encontradas na natureza. As CGTases sdo produzidas por microorganismos
mesdfilicos, termofilicos, alcalofilicos, halofilicos, e também a partir de
termoactinomicetes. Dependendo do tipo de microorganismo utilizado diferentes tipos de
CGTases séo produzidas, levando & producdo de diferentes tipos de CDs (AGUIAR,
2001; ABELYAN, et al., 2002; LI, et al., 2007; GUEDES et al., 2008: MENOCCI, et
al.,2008; FERREIRA, ROCHA e SILVA et al., 2009; ATANASOVA et al., 2011).

A economia brasileira produz uma imensa quantidade de produtos agro-
industriais, que geram enormes quantidades de residuos agricolas e agroindustriais.
Estima-se que sejam gerados 100000 t/ano desses tipos de residuos no Brasil, onde

grande parte se acumulam e geram problemas devido aos descarte, acabando muitas
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vezes se tornando um poluente ambiental (PANDEY et al., 2000; YANG et al., 2001;).
Estudos tém sido realizados, visando a utilizacdo de residuos agricolas e agroindustriais
como substratos para produgdo de ciclodextrinas, através da formulagdo de meios de
produgao considerados econémicos (VAN DER VEEN et al., 2000; CHAROENLAP et al.,
2004; PINTO, 2007; RAMLI et al., 2010) visto que tais substratos sdo economicamente
baratos e apresentam uma elevada concentragdo de nutrientes, além do que o seu
reaproveitamento geraria menor impacto ao meio ambiente (PELIZER, PONTIEIRI e
MORAES, 2007).

A batata inglesa (Solanum tuberosum L.) é considerada uma excelente fonte de
nutrientes, pois a casca apresenta um teor de 45% de amido e apesar de possuir
concentragdo menor em relagdo a polpa, ainda assim, pode ser empregada com
eficiéncia na substituicdo de fontes de carbono em meios de produgido de CGTase. Boa
parte de outros nutrientes desse tubérculo concentram-se também na casca
(FERNANDES et al., 2008).

O soro de leite tipo doce ¢ resultado da fabricagao de queijos, cuja composi¢do
quimica apresenta quantidades considerdveis de lactose, proteinas sollveis e sais
minerais e por muito tempo foi classificado como residuo de baixo ou nenhum valor
comercial, sendo usado na alimentagdo de animais ou descartado em efluentes sem
nenhum tratamento. Tendo em vista o volume produzido e sua composigdo nutricional, a
legislagao ambiental vem se tornando cada vez mais rigida e com isso as industrias de
laticinios procuram alternativas para aproveitamento desse rejeito. Dentre as técnicas de
aproveitamento destaca-se a aplicagdo como substrato alternativo para fermentagéo
(BARBOSA et al., 2010; MORRIL et a., 2012).

No presente trabalho foi realizado inicialmente a sele¢do de amostras de Bacillus
isolados de solo contaminado por petroleo do porto da cidade do Recife — PE, com maior
producdo de CGTase, apés a sele¢do de amostras com maior atividade enzimatica,
novos estudos foram realizados empregando substratos agroindustriais (casca de batata

inglesa e soro de leite) para elaboragdo de meios alternativos e produgdo da CGTase.

MATERIAL E METODOS

Microorganismos

Foram utilizadas 16 linhagens de Baciflus sp, sendo 14 de B. licheniformis (UCPs
0893, 1008, 1009, 1012, 1013, 1014, 1016, 1017, 1019, 1021, 1022, 1025, 1026, 1033), 1
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de Bacillus sp. (UCP 1010) e 1 de B. subtilis (UCP 0999), todas isoladas de ambientes
contaminados por petroleo em diferentes temperaturas, que estéo depositadas no Banco
de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB), da
Universidade Catolica de Pernambuco, registrado no World Federation Culture for
Collection-WFCC, sendo mantidas em meio Agar Nutritivo (AN) a 5°C.

Residuos agroindustriais
Os substratos alternativos utilizados no cultivo em meio submerso para o

crescimento celular e producéo enzimatica foram:

o« Casca de batata (Solanum tuberosum L.) adquirida no comercio informal de
batatas fritas, estas foram lavadas, moidas e congeladas para posterior uso;

e Soro de leite cedido por uma industria de lacticinios do interior do estado de

Pernambuco.
4 Screening (pH 7 e 10; 37°C ¢ 459C)
i Micro-organismo sclecionado
B ey 'i .
Pré-inoculo

Meio A, A,e A, F 3 Meio B o Meio C £ Meio D i
; Meio Base sem Amido + i Ieilo Base sem - Meio Base sem E o4 Meio Base sem
4 cascade batata( 3 . | peptona + P extratolevedurar | peptonat+
1 i | i B 7 E g .
i concentragoes) ! i Casca de batata 4 Soro de Leite E 3 Soro de leite
i 1 j i

t

4 Cinetica de crescimento,
pH e proteinas totais
oy s

Separagao da biomassa
] Liquido Metabolico

—

| Andlise enzimatica

Figura 1 — Fluxograma Basico da metodologia

Selecdo e detecgido de producdao de CGTase

Para a realizacao da selecéo de amostras produtoras de CGTase foi utilizado o

meio descrito por NAKAMURA e HORIKOSHI (1976), que apresenta comnosicao g/L: 5,0
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de extrato de levedura; 5,0 de peptona; 1,0 de fosfato de potassio dibasico (K.HPO,); 0,2
de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSQ0,.7H,0); 10,0 de amido soluvel; 10,0 de
Na,COQ; (autoclavado separado); 20,0 g de agar e 0,1g de corante vermelho do congo, pH
7,0 e 10,0. Apos a solidificacdo do meio de selegdo, foram feitos “pogos” com 10mm de
didmetro no centro de cada placa. Amostras de 100puL da suspensdo dos
microorganismos foram inoculadas nos “pogos”, e incubadas as temperaturas de 37°C e
45°C durante o periodo de 72 horas, com o acompanhamento diario. Foi esperado a

formagdo de um halo claro em volta da coldnia dos Baciflus, indicando a CGTase positiva

Manutencao do microorganismo

A amostra da colénia jovem do microorganismo selecionado (cultivo de 18h,
37°C) foi inoculada em caldo nutritivo e incubadas a 37°C por 16h sob agitagao orbital de
150rpm. Posteriormente aliquotas foram retiradas para leitura da densidade otica a
600nm, a leitura foi aproximadamente 1,0. Em seguida adicionou-se uma solugao de

glicerol (50%) a amostras do caldo contendo as células crescidas e logo congeladas a -
5°C.

Pré-inoculo

O meio descrito por NAKAMURA e HORIKOSHI (1976) foi utilizado também como
pre-indculo, mas sem o Agar e o corante, este foi realizado em duplicata, sendo o pH
ajustado apos a autoclavagem, logo apés foi inoculado uma aliquota de 1mL da amostra
de Bacillus mantida em glicerol a 50%, e incubados a 37° num periodo de 18hs em
agitagao de 150rpm.

Producao de Ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase)
O meio tradicional utilizado teve a mesma composigdo do pré-indculo (Nakamura
e Horikoshi, 1976) e com base nesta composigdo foram elaborados os meios alternativos

que tiveram as seguintes substituigdes de substratos:

¢ Meio A: Constituido da mesma composigédo do meio controle, com substituigdo
do amido soluvel pelo substrato alternativo farinha de casca de batata como
fonte de carbono alternativa em concentragbes diferentes de 2,5g/L, 5,0g/L e
10,0g/L, chamados de meios A1, A2 e A3 respectivamente;

¢ Meio B: Constituido da mesma composigdo do meio controle, com substituicdo

da peptona por farinha de casca de batata na proporgéo de 10,0g/L;
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e Meio C: Constituido da mesma composi¢do do meio controle com substituicao
do extrato de levedura por soro de leite na proporgao de 5,0g/L.
¢ Meio D: Constituido da mesma composi¢do do meio controle com substituicao

da peptona por soro de leite na proporgéo de 5,0g/L.

Os testes foram realizados em duplicatas usando frascos de Erlenmeyers de
500mL contendo 250mL de meio de produgdo e cada um foi inoculado com 25mL do pre-
indculo (proporgdo de 10% (v/v)), sendo posteriormente submetido a agitagao de 150rpm
em shaker orbital a uma temperatura de 37°C por 84h. Durante o tempo de fermentagao
foram retiradas amostras do material fermentado em periodos determinados (4 em 4
horas). Todas as amostras foram centrifugadas a 10.000xg, por 15 minutos, sob

refrigeracdo a 5°C. O sobrenadante foi utilizado para as analises enzimaticas.

Determinacao da cinética de crescimento

A cinética de crescimento celular foi determinada a partir da turbidez das
amostras dos meios, de onde retirou-se uma aliqguota de 1mL para analise em
espectrofotdmetro a 600nm. Posteriormente os dados obtidos foram utilizados para
expressar um grafico no qual foi analisada a relagdo da atividade enzimatica com o

crescimento celular e o pH em tempos determinados (12 em 12h).

Determinagao do pH

Os pHs de todas as amostras dos testes foram analisados por potenciometria.

Ensaio enzimatico

A determinagao da atividade enzimatica foi realizada pelo método colorimetrico
CD-fenolftaleina descrito por Makela et al., (1988) no qual apos a centrifugagéo das
amostras sob 10.000xg por 15 minutos, a 5°C, prepara-se uma solugdo trabalho
constituida por 0,5mL de solugdo alcodlica de fenolftaleina (3mM), 0,5mL de tampao

carbonato de sodio 0,6M, pH 10,5 e completa-se o volume de 25mL com agua destilada.

Em reator termostatizado foram colocados 5,0 mL do caldo bruto (no qual
supostamente estara presente a enzima) e, adicionado igual volume de solugéo de amido
1%, constituida de 0,1 g de amido soluvel; 1,0 mL de solugdo de CaCl2 (0,05M); 1,0 mL
de solugdo tampéao Tris-HCI 0,05M (pH 8,0) e o volume completado a 10 mL com agua
destilada. A temperatura no reator foi mantida a 55°C e as amostras foram retiradas dos

reatores em tempos pré-determinados de 0; 3; 6; 9 e 12 minutos, em seguida foram
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inativadas a 100°C em &gua fervente durante cinco minutos e depois colocadas em
banho a 28°C.

A quantidade de B-ciclodextrina foi determinada em fungdo do tempo e pela
diminuigdo da absorgéo a 550 nm, apds a adigéo de 2,5 mL da solugéo de fenolftaleina a
0,5 mL das amostras inativadas, desta forma uma unidade de atividade (U) corresponde
a quantidade de CGTase que produz 1umol de B-CD/min/mL nas condigdes de reagao,
sendo a atividade especifica expressa em unidades de atividade por miligrama de
proteina (umol/mg proteina). Em comprimento de onda de 550nm, a coloragdo rosa da
fenolftaleina em meio basico, possui uma maior absorbéncia. Para a curva de calibragéo
foi utilizada uma solucéo de B-CD com concentragao de 0,005-0,050umol/mL em tampéo
Tris-HCI 50mM, pH 8,0.

Determinagao da concentracao de proteinas totais
A concentragdo de proteina foi determinada através do sistema colorimétrico de

determinag&o de proteinas totais (LABTEST) que utiliza como padréo a albumina bovina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecao do microorganismo

Para os ensaios de selegao dos melhores produtores da enzima CGTase foram
utilizadas 16 linhagens de Bacilflus sp. (1 de Bacillus sp., 14 de B. licheniformis e 1 de B.
subtilis). Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 1. Foi observado que as
amostras de B. subtilis (UCP 0999) e Bacillus ficheniformis (UCP 1013, 1019, 1022, e
1026) ndo apresentaram a formagao do halo caracteristico da enzima testada, sendo
essas amostras identificadas como CGTase negativa. A amostra de B. licheniformis (UCP
1021) demonstrou os melhores resultados apresentando halo significativo em todas as
condigbes, revelando que é produtora de CGTase. As demais amostras de Bacillus
licheniformis (UCPs 0893, 1008, 1009, 1012, 1014, 1016, 1017, 1025 e 1033) e a mostra
de Bacillus sp. (UCP 1010) apresentaram halo mediano.

O método CD-fenolftaleina utilizado no presente estudo & apenas uma medida
qualitativa indicativa da excregdo da enzima CGTase. Portanto apds a sele¢do do
microorganismo com maior atividade de CGTase, o mesmo foi inoculado em meio

submerso e aliquotas retiradas em tempos pré-determinados e foram analisadas por este
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método descrito por MAKELA, et al., (1988), afim de obter resultados quantitativos quanto

a produgéo da enzima.

Tabela 1 - Selegdo de Bacillus produtores de CGTase em meio sélido em
diferentes temperaturas (37°C e 45°C) e diferentes pHs (7,0 e 10).

37°C 45°C
pH7,0 pH10 | pH7,0 pH 10

Condigoes

Microorganismos

Bacillus licheniformis (UCP 0893)
Baciflus subtilis (UCP 0999)
Bacillus licheniformis (UCP 1008)
Bacillus licheniformis (UCP 1009)
Bacillus licheniformis (UCP 1012)
Bacillus licheniformis (UCP 1013)
Bacillus licheniformis (UCP 1014)
Bacillus licheniformis (UCP 1016)
Bacillus licheniformis (UCP 1017)
Bacillus licheniformis (UCP 1019)
Bacillus licheniformis (UCP 1021)*
Bacillus licheniformis (UCP 1022)
Bacillus licheniformis (UCP 1025)
Bacillus licheniformis (UCP 1026)
Bacillus licheniformis (UCP 1033)
Bacillus sp (UCP 1010) ,
Nota: (+) halo significativo (= 10mm), (-) auséncia de halo, (t) halo intermediario(= 5mm}.
(*} Amostra utilizada na produgao de CGTase.

H ot H B+ K

+ 0 HHH R
+ o0 H O H O H

+ v+ H+HH e+

+ 0 B

H H+ 0 H o
H H o
;|+ H 1+ 1+
HH 0

O objetivo deste experimento foi constatar se as culturas de Bacillus sp.
estocadas eram capazes de produzir halo em meio de cultura contido em placa de Petri,
indicando CGTase positiva. A selegdo de cepas produtoras de CGTase &€ mais rapida
detectando a atividade da enzima em meio solido, por meio da formagdo de halos. Esta
técnica tem o objetivo de isolar e selecionar microorganismos que produzem altas
concentragoes de CDs com maior seletividade. Concluida a ativagdo da cultura, uma
amostra de B. licheniformis (UCP 1021) foi utilizada para a producdo enzimatica, sendo
cultivada em meio submerso Nakamura e Horikoshi (1976) modificado, substituindo
substratos comerciais (amido, extrato de levedura e peptona) por substratos

agroindustriais (casca de batata e soro de leite).

Abd-aziz et al., (2007) selecionaram bactérias produtoras de CGTase em meio
solido, sendo a atividade da CGTase verificada pela formacéo de halos claros ao redor
das coldnias apresentando 0,5-3,5 cm apés crescimento a 37°C em 24h. Apéds selecao, a

amostra selecionada foi inoculada em meios de produgéo com diferentes fontes de amido
como fontes de carbono.
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Alves-Prado et al., 2002, realizaram isolamento de 80 linhagens de bactérias
alcalofilas, sendo identificadas como do género Bacillus, que apresentaram atividade de
CGTase positiva, sendo que 14 delas apresentaram crescimento a 45°C e as demais
cresceram a 37°C, sendo as 4 melhores linhagens produtoras de CGTase classificadas

como mesofilas e incluidas no subgrupo alcalophifus.

Bonilha et al., (2006) isolaram e identificaram cepas de Bacillus licheniformis
alcalofilicos e inocularam um pré-cultivo na proporgdo 10% nos meios de produgdo com
diferentes fontes de carbono, pH e concentragdes de cloreto de sédio. Tambem testaram
o caldo nutriente (NB), contendo fécula de batata. Os resultados da analise qualitativa
nas placas com fécula de batata, amido de mandioca e amilopectina mostrou que
culturas produziu halo confirmando a presenga de atividade CGTase, no entanto, na
placa onde amilose foi usada como substrato, a formagéo do halo foi muito discreta.
Observaram ainda que os halos permaneceram ativos indicando que nao foi perdida a
capacidade de produzir a atividade CGTase, este fato também foi observado no presente

estudo ao utilizar casca de batata como fonte de amido.

Cinética de produgdo enzimatica relacionada a cinética de crescimento do Bacillus
licheniformis (UCP 1021) e pH nos meios tradicional e alternativos.

Apos a selegdo da amostra com melhor atividade de produgao da CGTase,
foram iniciados os estudos da cinética de produgdo, envolvendo ensaios em meios
tradicional e alternativos. Na figura 2 verifica-se que o microorganismo testado no meio

tradicional, apresentou uma atividade enzimatica maxima de 1,01 U/mL as 48 h, pH 7,64.
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9,00 £ B
£ 1.500 1,5¢ =
! o =
! I "
| = =
= - S 1000 100 E
700 € s
s @
. % —— pH E
6,00 - § 0.500 —— Crescimento celular 0.50 3
v b

—&— Atividade enzimatica
5.00 0,000 - 0,00

06 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h)

Figura 2 — Determinagao da curva de crescimento, pH e atividade enzimatica no meio tradicional.
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No meio alternativo A1, onde houve substituicdo do amido por 2,5g/L de casca
de batata, foi observado uma atividade maxima de 1,07 U/mL as 12h, pH 7,13, conforme
pode ser visto na figura 3. As fases da curva de crescimento celular neste meio
ocorreram de forma similar ao observado no meio tradicional, salvo sob um crescimento

mais acentuado nas primeiras horas da fase exponencial.

10,00 ~ 2,000 200
900 T 7
E 1500 ige &
=] =)
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° -
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5 3 1,000 1,00 5
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@ 0,500 050 5
6,00 ] —@— Cresamento celular &

—&— Atividade enzimatica
5,00 - 0.000 0.00
0 12 24 3% 48 60 72 B84 96
Tempo {h)

Figura 3 — Determinagao da curva de crescimento, pH e atividade enzimatica no meio alternativo A1.

No teste realizado em meio alternativo A2 com substituigdo do amido por 5g/L
de casca de batata (figura 4), a atividade enzimatica maxima de 1,43 U/mL ocorreu em
24h, pH 7,46, tambem durante a fase exponencial como foi obsevado nos meios

tradicional e alternativo A1. Cinética de crescimento observada neste meio apresentou
fases bem semelhantes ao meio A1.
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9,00 = =
c 1.500 150 ¢
=3 =
=1 2
2 T
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i $ 0500 = pHi 0.50 2
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0 12 24 36 48 60 72 84 96
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Figura 4 — Determinagdo da curva de crescimento, pH e atividade enzimatica no meio alternativo A2.

Para o meio A3, onde houve substituigdo de amido por 10,0g/L de casca de

batata (figura 5), foi constatado uma atividade enzimatica maxima de 1,41 U/mL s6 em
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84h, pH9,02, no entanto, no mesmo teste foi observado que com 36h houve atividade
enzimatica de 1,29U/mL, pH 8,4 (figura 5).
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Figura 5 — Determinagéo da curva de crescimento, pH e atividade enzimatica no meio alternativo A3

Na cinética de crescimento observada nos meios alternativos A1, A2 e A3, houve

similaridade em relagdo ao término da fase logaritmica e inicio da fase estacionaria,
apresentando picos maximos em 60h (meios A1 e A2) 72h (meio A3), exceto nas

primeiras 24h onde o crescimento foi mais acentuado nos meios A1 e A2, ou seja, todos

apresentaram longas fazes exponenciais. Neste sentido, foi possivel constatar que esses

meios alternativos sdo muito favoraveis ao crescimento celular, principalmente os meios

A1 e A2, que apresentaram atividade especifica maxima em 12 horas, como sera
mostrado e discutido sob o proximo subtitulo.

O crescimento no meio B, onde houve substituigdo da peptona por casca de

batata (10,0g/L), em relagdo ao meio tradicional também foi significativo, tendo

apresentado crescimento similar aos meios A1 e A2, bem acentuado nas primeiras 12h

onde ocorreu a atividade maxima da enzima de 1,78 U/mL, pH 7,0 (figura 6).
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Figura 6 — Determinagéo da curva de crescimento, pH e atividade enzimatica no meio alternativo B.
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O crescimento no meio C, onde houve substituigdo do extrato de levedura por
soro de leite, manteve-se significativamente mais alto em relagéo a todos os outros testes
(alternativos e tradicional) durante todo o tempo, tendo ocorrido ponto mais alto no

periodo de 72h-80h, no entanto, a atividade maxima da enzima foi de 1,82 U/mL, em 12h,
pH 5,45 (figura 7).
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Figura 7 — Determinagéo da curva de crescimento, pH e atividade enzimatica no meio alternativo C.

No meio D, onde houve substituigdo da peptona por soro de leite, o crescimento
esteve acima do meio tradicional durante boa parte do tempo, neste meio alternativo, a
maxima atividade enzimatica foi de 1,97 U/mL as 36h, pH 6,48 (Figura 8). Tanto o Meio C
quanto o meio D (figura 7 e 8 respectivamente) apresentaram uma breve fase lag e uma

extensa fase exponencial, como foi visto também nos meio A1 e A2 (figura 1)
prolongando-se no restante do tempo (84h).
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Figura 8 — Determinagéo da curva de crescimento, pH e atividade enzimatica no meio alternativo D

Foi possivel observar que no meio tradicional a maxima foi de 1,00U/mL em 48h,

enquanto que houve melhores indices observados nas primeiras 12 horas de fementagéo
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nos meios A;, A;, B e C com 1,07 UmL, 1,28 U/mL, 1,78 U/mL, 1,82 U/mL,
respectivamente. Nos meios A; e D em tempos maiores (24h e 36h, respectivamente)
apresentaram AE maxima de 1,43 U/mL e 1,97U/mL. Muito embora a cinética de
crescimento tenha apresentado fase logaritmica prolongada. De forma geral, houve um
bom crescimento do microorganismo selecionado em todos os meios alternativos
comparado aoc meio tradicional e todos os testes apresentaram ponto maximo de

atividade enzimatica durante a fase exponencial.

Com relagao ao comportamento do pH nos ensaios, apesar do pH inicial neutro,
todos tenderam a alcalinizar rapidamente nas primeiras 12h. Os meios A1, A2 e A3 se
mantiveram na faixa de 7,85 a 9,46 (figuras 3, 4 e 5), semelhante ao meio controle que se
manteve na faixa de 7,64 a 9,43 (figura 2). Nos meios B, C e D o pH se manteve na faixa
de 7,0 a 5,32 na maior parte do tempo muito embora tenham também alcalinizado nas
primeiras 12h de fermentagdo chegando ao pH de 8,07 (Meio B), 7,80 (meio C) e
7,47(Meio D) como pode ser observado nas figuras (5, 6 e 7).

Hermes (2010), em estudos de produgdo de CGTase por uma nova bactéria
isolada, a Stenotroplhomonas maltophilia, constatou que a temperatura 6tima para a
atividade da enzima foi de 60°C, enquanto que a atividade da enzimatica permaneceu
praticamente estavel entre pH 6 e 10, indicando natureza alcalotolerante. Neste sentido
observa-se mais uma vantagem nos resultados aqui apresentados pois todos os meios
foram submetidos a uma temperatura de 37°C que ¢é inferior a utilizada pelo pesquisador
supracitado, o que significa custos mais baixos para a produ¢do, no entanto podem
apresentar pouca estabilidade térmica.

Foi constatado no presente estudo que os meios alternativos apresentaram bons
resultados referente a atividade enzimatica, tendo em vista que a concentragao expressa
umol de B-CD /min x mL foi de 0,83-1,07U/mL ( para o meio A1), 0,75-1,43U/mL (para o
meu A2), 0,88-1,41 U/mL (para o meio A3), 0,76-1,78 U/mL (para o meio B), 1,16-1,82
U/mL (para o meio C), e 0,93-197 U/mL (para o meio D), em contrapartida o meio

controle (baseado no meio de Nakamura e Horikoshi, 1976) apresentou atividade de
0,77-1,01 U/mL.

Assim como nos ensaio realizados, Matioli et al., (2000), realizaram fermentagéo
com bactérias do género Baciflus a 37°C sob agitacdo de 150rpm, e também constataram
que a enzima foi produzida na fase exponencial do crescimento celular, sendo que a

maxima produtividade s6 foi atingida apos 72h de fermentagdo com 0,186 pmol de p-CD
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/min x mL. Ressaltando assim que a maior atividade enzimatica observada foi obtida do
ensaio que recebeu inoculo de absorbéancia igual a 1,0 no periodo de 72h e apds este
periodo, a maior atividade enzimatica foi obtida do ensaio que recebeu inoculo com

absorbéancia igual a 0,5.

Makela et al., (1988), durante um estudo de produgao de CGTase observaram
gue durante o crescimento do Bacillus circulans var. alkalophilus a liberagdo da enzima
no meio de cultivo foi ativada desde o inicio do crescimento, atingindo 65% da sua
produgdo na transicdo da fase exponencial para a estacionaria, sendo o restante da
producdo liberada na fase de declinio, provavelmente devido a liberagao da CGTase

intracelular devido a lise das celulas.

Blanco, (2009), estudou a presenca cultivou Bacillus sp subgrupo alcalophilus no
meioc NAKAMURA e HORIKOSHI modificado, utilizando diferentes concentragdes de
polvilho, fontes de nitrogénio e Na,COs;, o resultado da atividade enzimatica de suas
amostras variou de 4,0 U/mL (em 24h) para 96,1 U/mL (72h). Os estudos de Blanco,
(2009), indicaram que a atividade enzimatica aumentou até 72h de fermentagéo e por
este motivo realizou ensaios em 96h de fermentagéo, concluindo entdo que n&o houve

aumento significativo com o aumento do tempo de fermentacdo de 72 para 96h.

Em estudos realizados por Bonilha et al., 2006, uma amostra de Baciflus
alcalofilico, isolada de amostras de cascas de mandioca, depois identificada como
Bacillus licheniformis, tendo ocorrido a melhor produgdo de CGTase por esta cepa ao
utilizar amido de batata como fonte de carbono. Também obtiveram bons resultados

utilizando amido de mandioca e amilopectina.

Prakashan et al.,, (2005), estudaram a producdo de CGTase por Bacillus
circufans e Bacillus cereus em meios contendo amido 1,5% e observaram que a atividade
de CGTase ocorreu durante a fase exponencial do crescimento microbiano. Os
pesquisadores observaram também a influencia da quantidade do inoculo nas proporgdes
de 2, 4, 6 e 8% (v/v) e constataram que o in6culo de 8% contribuiu para uma atividade
maior da enzima tanto para o Bacillus cereus com mais de 12000 U/mL, quanto para o

Bacillus circulans com quase 8000 U/mL. No presente trabalho foi utilizado um inoculo de
10%.
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Atividade especifica de CGTase

Os resultados obtidos de atividade enzimatica e de proteinas totais foram
utlizados para calcular a atividade enzimatica especifica (AEE). Sendo feito o calculo da
seguinte forma: AE / PT = AEP. Onde AE é atividade especifica, PT é a concentragdo de

proteinas totais e AEE representa a a atividade enzimatica especifica.

Conforme o obsevado na tabela 2, todos os testes apresentaram AEE acima do
obtido com o meio controle, (0,120umol/mg, 24h), além disso, com excegdo do meio D
que so apresentou maxima AEE em 36h, os demais apresentaram em tempo mais curto
de 12h. A substitui¢do da fonte de carbono (amido) por casca de batata na proporgao de
2,5g/L (meio A,) promoveu a melhor AEE de todos os testes (0,823umol/mg), seguido
das proporgdes de 5,0g/L e 10,0g/L (meios A; e A; respectivamente) com AEE de 0,228
umol/mg e 0,191 pmol/mg, respectivamente. Por ultimo os meios B (0,171umol/mg,12h),
C (0,141umol/mg, 12h) e D (0,149umol/mg, 36h).

Tabela 2 - Atividade especifica de proteinas (CGTase) em meios alternativos

pH  Alividade enzimatica Proteinas Totais Atividade especifica

Mews el U/mL mg/mL de CGTase (umol/mg)
Tradiconal | 8,67 0,79 0,66 0,120
A1 8.69 1,07 0,13 0,823
A2 8,81 1,39 0,61 0,228
A3 9,02 1,28 0,67 0,191
B 5,95 1,78 1,04 0171
c 7,53 1,82 1,29 0,141
D 5,61 1,07 1,32 0,149

Nota: (Tradiconal) - Nakamura e Horikoshi, (A1) — substituindo amido por casca de batata(2,5g/L), (A2) -
substituindo amido por casca de batata (5g/L), (A3) — substituinde amido por casca de batata (10g/L), (B) —

substituindo peptona por casca de batata (10g/L), (C) — substituindo extrato de levedura por soro de leite (5g/L),
(D) substituindo peptona por soro de leite (5g/L).

Ao atingir a melhor atividade especifica o pH manteve-se préoximo a neutralidade,
no entanto observa-se que houve alcalinizagdo do meio ao longo do tempo. Estas
informagdes confirmam a natureza alcaldfila do microorganismo. Outra informagéo
relevante € a de que os melhores indices de atividade especifica de proteina ocorreu
exatamente nas primeiras 12h, confirmando que ndo é necessario pH 9,0-10,0 para a
producdo da CGTase.
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Estes resultados mostram que uma alternativa para minimizar os custos de
produgdo da CGTase, se encontra na substituicdo do amido, da peptona e do extrato de
levedura, que possuem um alto custo comercial, por substratos agroindustriais como

fontes alternativas.

Comparando os estudos realizados com o meio tradicional descrito por
Nakamura e Horikoshi, (1976), observa-se que a atividade enzimatica da CGTase foi

aumentada de 6,9 vezes.

A atividade enzimatica utilizando substrato amido de casca de batata gquando
comparada aos resultados de Bonilha et al., (2006), utilizando o mesmo substrato

observa-se que:
* No meio A1: a atividade enzimatica foi 43,3 vezes maior;
* No meio A2: a atividade enzimatica foi 17,8 vezes maior;
* No meio A3: a atividade enzimatica foi 14,8 vezes maior.

Estes resultados demonstram a eficiéncia da utilizagdo do substrato casca de

batata para produgao da CGTase.

* A utilizagao do substrato soro de leite como substituinte do extrato de levedura na
produgdo de CGTase, demonstrou um aumento de 11,8 vezes a atividade

enzimatica encontrada por Bonilha et al., (2006);

* A atividade da CGTase produzida com substrato soro de leite foi de 1,24 vezes

maior, quando comparada ao meio descrito por Nakamura e Horikoshi, (1976);

* Este resultado demonstra um carater inovador, pois até o momento ndo ha

registros na literatura de produgdo de CGTase utilizando soro de leite como
substrato.

Matioli et al., (2000), ao realizar fermentagdo com espécie do género Bacillus,
por 144h a 37°C sob agitagdo de 150rpm, observaram que o maior teor de proteinas foi
obtido no ensaio que recebeu inoculo com turbidez igual de 0,5 a 1.0. Ja no presente

estudo a turbidez dos indculos utilizados igual a 1.0.

Menocci et al., (2008), cultivaram trés linhagens de Bacillus sp. isoladas de
amostras de solo aderido a casca de mandioca. Os pesquisadores utilizaram amido de

batata, amido de mandioca, maltodextrina e glicose como fontes de carbono em
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temperaturas que variaram de 25°C a 55°C. Os trés microorganismos apresentaram
maior atividade especifica de CGTase quando cultivados com amido de batata a 40°C,
sendo que em relagdo a atividade especifica de CGTase, em pH 7,0 s6 dois isolados
apresentaram 4,0x10° e 2,2x10° U/mg prot, respectivamente. Neste mesmo pH o
terceiro isolado apresentou atividade especifica de 2,4x10° U/mg proteina, porém, em pH

10,0 sua atividade especifica foi de 3,4x10® U/mg prot.

Bonilha et al., (2006), obtiveram uma atividade especifica de CGTase maxima de
65% utilizando filtrado de culturas contendo fécula de batata, mandioca e amilopectina
como substrato. Este resultado confirma a analise qualitativa realizada descrita
anteriormente, no entanto, a atividade para o amido de batata mais cultura de glicose foi

de 25%, indicando que a glicose inibe a sintese enzimatica

Os resultados obtidos na selegdo de microorganismos produtores de CGTase
evidenciou que as amostras de Bacillus subtilis (UCP 0999) e Bacillus licheniformis
(UCPs 1013, 1019, 1022, e 1026) nédo apresentaram a formagéo do halo caracteristico da
enzima testada, sendo essas amostras identificadas como CGTase negativa enquanto
que a amostra de Bacillus licheniformis (UCP 1021) apresentou halos em todas as
condi¢bes, revelando assim que a amostra € uma boa produtora de CGTase. As demais
amostras de Bacillus licheniformis (UCPs 0893, 1008, 1009, 1012, 1014, 1016, 1017,
1025 e 1033) e a mostra de Bacillus sp. (UCP 1010) apresentaram halo mediano.

Todos os testes apresentaram AEE acima do obtido com o meio controle,
(0,120pmol/mg, 24h), além disso, com exce¢do do meio D que s apresentou maxima
AEE em 36h, os demais apresentaram em tempo mais curto de 12h. A substituigdo da
fonte de carbono (amido) por casca de batata na proporgdo de 2,5g/L (meio A1)
promoveu a melhor AEE de todos os testes (0,823umol/mg), seguido das proporces de
9,0g/L e 10,0g/L (meios A; e A; respectivamente) com AEE de 0,228 pmol/mg e 0,191
umol/mg, respectivamente. Por ultimo os meios B (0,171umol/mg,12h), C (0,141umol/mg,
12h) e D (0,149umol/mg, 36h).
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CAPITULO IlI
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos evidenciaram que:

-

Amostras de Bacillus subtilis (UCP 0999) e Bacillus licheniformis (UCPs 1013,
1019, 1022, e 1026) nao apresentaram a formacédo do halo caracteristico da

enzima testada, sendo essas amostras identificadas como CGTase negativa;

Amostra de Bacillus licheniformis (UCP 1021) demonstra ser produtora de

CGTase pois apresenta halo caracteristico em todas as condiges;

A atividade enzimatica maxima obtida no meio tradicional ocorre com 48h de

fermentacéo;

Verifica-se uma maior atividade enzimatica especifica em todos os meios

alternativos testados, quando comparado ao meio tradicional.

Observa-se que a produgdo da CGTase em todos 0os meios testados, ocorre na

fase logaritmica de crescimento;

A enzima CGTase € produzida em todos os meios alternativos utilizados,

destacando-se o meio A1 com maior atividade especifica obtida;

A utilizagéo de substratos agroindustriais tem se tornado uma fonte promissora na

formulag@o de meios alternativos para a produgéo de enzimas microbianas.



Borba, P. P. Produgo de ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase) por amostras de Bacillus ...
84

ANEXOS



Borba, P. P. Produgao de ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase) por amostras de Bacillus ...
85

Instrug6es da Revista Brazilian Archives of Biology and
Technology

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Submission of papers: Brazilian Archives of Biology and Technology publishes
original research papers, Short notes and Review articles in English in the interdisciplinary
areas of biological sciences and engineering/technology. Submission of paper implies that
it has not been published or being considered for publication elsewhere. Care should be
taken to prepare a compact manuscript with precision in presentation, which will help
authors in its acceptance. All the papers are subjected to review by referees.

Manuscript: Three copies of the single-spaced typed manuscript (maximum 12
pages for original and review articles and 2-4 pages for short notes) on a high grade A-4
size paper (210x297 mm), with margins (left 25, right 20, superior and inferior 30 mm)
should be prepared. This should be divided under the following headings: ABSTRACT,
INTRODUCTION, MATERIALS AND METHODS, RESULTS, DISCUSSION,
ACKNOWLEDGEMENTS, RESUMO, REFERENCES. These headings should be typed in
bold upper case (12 font). For review articles, authors should make their own headings
along with Abstract and Introduction.

Title: The title (18 font, bold) of the paper should clearly reflect its contents. It
should be followed by the name(s) of author(s) with expanded initials (12 font, bold) and
the address(s) (italic, 10 font) of the institution(s) where the work has been carried out.

ABSTRACT: Each paper should be provided with an abstract (italic) of 100-150
words, describing briefly on the purpose and results of the study. It should be prepared as
concisely as possible.

Key words: Authors should provide three to six key words that will be used in
indexing their paper.

INTRODUCTION: This should describe the background and relevant information
about the work. It should also state the objective of the work.

MATERIALS AND METHODS: Authors must take care in providing sufficient
details so that others can repeat the work. Standard procedures need not be described in
detail.

RESULTS AND DISCUSSION: Results and Discussion may be presented
separately or in combined form (authors may decide easier way for them). Preliminary
work or less relevant results are not to be described. The reproducibility of the results,
including the number of times the experiment was conducted and the number of replicate
samples should be stated clearly.

RESUMO: An abstract of the paper should also be prepared in Portuguese and
placed before the list of References. Authors from other than Latin American countries
can seek the help of Editor's office to prepare Portuguese resumo of their papers.

REFERENCES: References in the text should be cited at the appropriate point by
the name(s) of the author(s) and year (e.g. Raimbault & Roussos, 1996; Raimbault et al.,
1997). A list of references, in the alphabetic order (10 font), should appear at the end of
the manuscript. All references in the list should be indicated at some point in the text and

vice versa. Unpublished results should not be included in the list. Examples of references
are given below.

In journals:

Pandey, A. (1992), Recent developments in solid state fermentation. Process Biochem.,
27, 109-117.

Thesis:

Chang, C. W. (1975), Effect of fluoride pollution on plants and cattle. PhD Thesis, Banaras
Hindu University, Varanasi, India.



Borba, P. P. Producao de ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase) por amostras de Bacillus ...
86

In books:

Tengerdy, R. P. (1998), Solid substrate fermentation for enzyme production. In-Advances
in Biotechno-logy, ed. A. Pandey. Educational Publishers & Distributors, New Delhi, pp.
13-16.

Pandey, A. (1998), Threads of Life. National Institute of Science Communication, New
Delhi. In conferences:

Davison, A. W. (1982), Uptake, transport and accumulation of soil and airborne fluorides
by vegetation. Paper presented at 6th International Fluoride Symposium, 1-3 May, Logan,
Utah.

Tables and Figures: Tables and figures, numbered consecutively with arabic
numerals must be inserted at appropriate place in the text. These should be used to
present only those data, which can not be described in the text.

Units and Abbreviations: The S| system should be used for all experimental
data. In case other units are used, these should be added in parentheses. Only standard
abbreviations for the units should be used. Full stop should not be included in the
abbreviation (e.g. m, not m. or rpm, not r.p.m.). Authors should use '%' and '/' in place of
'per cent' and 'per’.

Manuscript lay-out: It is suggested that authors consult a recent issue of the
journal for the style and layout. Except the title, abstract and key words, entire text should
be placed in two columns on each page. Footnotes, except on first page indicating the
corresponding author (8 font) should not be included. The entire manuscript should be
prepared in Times New Roman, 11 font (except reference list, which should be in 10 font).

Spacing: Leave one space between the title of the paper and the name(s) of the
author(s), and between the headings and the text. No space should be left between the
paragraphs in the text. Leave 0.6-cm space between the two columns.

Electronic submission: Manuscript should be accompanied by a diskette
indicating the name and version of the word processing programme used (use only MS
Word 6/7 or compatible).

Referees: When submitting the manuscript authors may suggest up to three
referees, preferably from other than their own countries, providing full name and address
with email. However, the final choice of referees will remain entirely with the Editor.

Page charges and reprints: There will be no page charges. Reprints can be
ordered up on acceptance of the paper. Manuscripts and all correspondence should be
sent to the Editor: Prof. Dr. Carlos R. Soccol Brazilian Archives of Biology and

Technology Rua Prof. Algacyr Munhoz Mader 3775-CIC 81350-010 Curitiba-PR, Brazil
Fax +55-41-247 67 88 Email:niet@tecpar.br.



