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RESUMO

NEVES, T. T. GENOMICA COMPARATIVA DA CICLODEXTRINA
GLICOSILTRANSFERASE E IMOBILIZACAO DO Bacillus trypoxylicola SM-
02 PARA A PRODUCAO DA ENZIMA.

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) é uma enzima extracelular que
pertence a maior familia de a-amilases de glicosideos hidrolases, produzida
exclusivamente por microrganismos e tem a capacidade de converter o amido,
e moléculas relacionadas, em ciclodextrinas (CDs). Por ser capaz de formar
complexos de inclusdo com diversas moléculas, as CDs sdao empregadas nas
indastrias farmacéutica, alimentar, téxtii e de cosmeéticos, atuando na
solubilidade de moléculas, estabilizacdo de substincias volateis,
mascaramento do sabor indesejavel, entre outros. O objetivo deste trabalho foi
analisar a distribuicdo do gene que codifica homdlogos da enzima CGTase nos
taxons procariéticos, assim como avaliar a producédo desta enzima utilizando o
Bacillus trypoxylicola SM-02, imobilizado em alginato de calcio 2%. A busca por
genes que codificam homoélogos da CGTase nos genomas procariéticos foi
realizada nos bancos de dados NCBI e CAZY. O gene que codifica a CGTase
em B. trypoxylicola SM-02 foi amplificado por reacées de PCRs. A enzima foi
produzida em fermentagdo submersa utilizando araruta, casca e farinha de
mandioca para o microrganismo livre e farinha de mandioca para o
microrganismo imobilizado. Os resultados evidenciaram presenca da CGTase
em espécies dos dominios Archae e Bacteria, em especial para as bactérias
Gram-positivas do género Bacillus. B. trypoxylicola SM-02 agrupou-se com
espécies que produz B-CGTase, sugerindo que este também produza este tipo
de enzima. A farinha de mandioca foi a melhor fonte de amido para producéo
da enzima utilizando o microrganismo livre, com atividade enziméatica de 370,88
U/umol. O meio de cultivo composto por farinha de mandioca, milhocina e
manipueira se destacou na producao de CGTase utilizando o microrganismo
imobilizado, atingindo uma atividade enzimatica de até 166,64 U/umol.

Palavras-chave: Bactéria, fermentacao, distribuicao evolutiva.



ABSTRACT

NEVES, T. T.COMPARATIVE GENOMICS OF CYCLODEXTRIN
GLICOSYLTRANSFERASE AND IMMOBILIZATION OF  Bacillus
trypoxylicola SM-02 FOR ENZYME PRODUCTION.

Cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) is an extracellular enzyme that
belongs to the largest a-amylases family of glycoside hydrolases, is exclusively
produced by microorganisms and has the ability to convert starch and related
molecules into cyclodextrins (CDs). By being able to form an inclusion complex
with several molecules, the CDs are used in the pharmaceutical, food, textile
and cosmetic industries, acting on solubility of molecules, stabilization of volatile
substances, masking of undesirable taste, among others. The objective of this
work was to analyze the distribution of the gene encoding CGTase enzyme
homologues in prokaryotic taxa, as well as to evaluate the production of this
enzyme using Bacillus trypoxylicola SM-02, immobilized in calcium alginate 2%.
The search for genes encoding CGTase homologues in the prokaryotic
genomes was performed in the NCBI and CAZY databases. The gene encoding
CGTase in Bacillus sp. SM02 was amplified through the PCR reactions. The
enzyme was produced in submerged fermentation using arrowroot, peel and
cassava flour for the free microorganism and cassava flour for the immobilized
microorganism. The results evidenced the presence of CGTase in species of
the Archae and Bacteria domains, especially for Gram positive bacteria of the
genus Bacillus. The B. trypoxylicola SM02 was grouped with species that
produce BCGTase, suggesting that it also produces this type of enzyme.
Cassava flour was the best source of starch to produce the enzyme using the
free microorganism, with enzymatic activity of 370.88 U / ymol. The culture
medium composed of cassava flour, steep corn liquor and manipueira
highlighted in CGTase production using the immobilized microorganism,
reaching an enzymatic activity of up to 166.64 U / ymol.

Keywords: Bacteria, fermentation, evolutionary distribution.



INTRODUCAO GERAL

Ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase, EC 2.4.1.19), é uma enzima
que pertence a maior familia das a-amilases de glicosideo hidrolases (familia
13). E formada por cinco dominios (A-E). Os dominios A e B constituem o
dominio catalitico, enquanto C e E estdo envolvidos na ligagdo com o
substrato, e o dominio D tem fungdo desconhecida (LEEMIHUS; KELLY:;
DIUKHUIZEN, 2010). A CGTase ¢é produzida exclusivamente por
microrganismos, sendo sua producao descrita pela primeira vez por Bacillus
macerans em 1974. Porém, apesar da producao desta enzima ser mais comum
para espécies do género Bacillus, ha relatos na literatura de sua producéao por
outros géneros como Paenibacillus, Klebsiella, Thermoanaerobacterium,
Thermoanaerobacter e Actinomycetes spp (HAN et al., 2014).

Analisar a distribuicido desses dominios nos diferentes grupos
procarioticos € importante para conhecer a histéria evolutiva da CGTase nos
diferentes taxons. A genémica comparativa é utilizada para comparar dois ou
mais genomas e identificar semelhancas e diferencas entre as espécies ou

cepas da mesma espécie (WEI et al., 2002).

A CGTase € a unica enzima capaz de converter o amido, e moléculas
relacionadas, em ciclodextrinas (CDs). Essa reacdo ocorre por meio da
transglicosilacdo intramolecular (ciclizagdo). Além de ciclizacdo, a CGTase
pode realizar desproporcionamento, acoplamento e hidrélise (VAN DER VEEN
et al., 2000). Ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos, formados a
partir da digestdo microbiana do amido, os mais conhecidos apresentam 6, 7
ou 8 monémeros de glicose, unidos por ligacdes glicosidicas a-1,4, sendo
denominados a, B, e y-CD, respectivamente. A CD é uma molécula anfipatica,
pois possui uma cavidade hidrofébica e uma superficie hidrofilica capaz de
formar complexos de inclusdo com pequenas moléculas sélidas, liquidas ou
gasosas, alterando as propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas dessas
moléculas (SAOKHAM e LOFTSSON, 2017).



A CGTase apesar de produzir uma mistura dos trés tipos de CDs, pode
ser classificada de acordo com a maior producao de uma determinada CD, em
a-CGTase, B-CGTase e y-CGTase. Grande parte dos trabalhos encontrados na
literatura relatam a producéo da B-CGTase, que produz majoritariamente 3-CD
e menores quantidades de a—CD e y-CD. Microrganismos produtores de y-
CGTase sao raros, porém a y-CD é a mais desejada devido a sua maior
cavidade e maior solubilidade em agua, e por isso, estudos relacionados a
estrutura da proteina e especificidade do produto foram realizadas a fim de
identificar a caracteristica responsavel pela produgéo de um tipo especifico de
CGTase (YAMAMOTO et al., 2000; GOH et al., 2009, LI et al., 2014b; WANG;
DUAN; WU, 2016).

O interesse industrial pelas CDs esta justamente na capacidade que elas
possuem em formar complexos de inclusdo, e assim extrair substancias
indesejaveis ou proteger aquelas desejaveis (LI et al., 2016; SCHOFFER et al.,
2017). Atualmente a producdo anual de CD é de mais de 10.000 toneladas,
sendo que aproximadamente 30% é utilizada em produtos farmacéuticos, cerca
de 20% em produtos alimentares e 50% em diversos produtos de consumo
(JANSOOK, OGAWA; LOFTSSON, 2018).

A producédo de CD e CGTase em escala comercial é ainda um processo
custoso, principalmente pela utilizacdo de meios de cultura convencionais.
Nesse sentido estudos (IBRAHIM et al., 2005; SAKINAH et al., 2014; COELHO
et al., 2016) foram realizados com o objetivo de reduzir os custos e aumentar
0s niveis de producdo desses produtos, utilizando fontes de carbono e
nitrogénio de baixo custo como os residuos da industria de mandioca e do

milho.

Ainda com o objetivo de baratear a producdo, nos ultimos anos diversos
estudos foram realizados com o proposito de otimizar a produgcdo da CGTase,
utilizando o microrganismo imobilizado em suportes variados (ABDEL-NABY et
al., 2000; MAZZER et al., 2008; PAZZETTO et al., 2011; ABDEL-NABY et al.,
2011; MORIWAKI et al.,, 2014). A imobilizagdo consiste em confinar células

vivas ou proteinas em um suporte natural ou artificial, mantendo suas



atividades cataliticas preservadas (OLIVEIRA et al., 2011). Com a imobilizacao
de células, importantes vantagens sdo observadas como, facilidade na
separacado de células do produto final e reutilizagdo das células por varios
ciclos, reduzindo assim os custos de producédo (DUARTE et al., 2013)

O objetivo deste trabalho foi analisar a distribuicdo do gene que codifica
a enzima CGTase nos taxons procariéticos, assim como avaliar a producao
desta enzima utilizando o Bacillus trypoxylicola SM-02, imobilizado em alginato

de calcio.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA




AS CICLODEXTRINAS

Ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos, naturais, nao
redutores, sollveis em agua, formados pela digestdo bacteriana do amido,
amilose e outros polissacarideos relacionados. CDs consistem em unidades de
D-glicanopiranoses unidas por ligacées glicosidicas a-1,4. As mais conhecidas
apresentam seis, sete ou oito mondémeros de glicose, sendo denominadas a, B,
e y-CD, respectivamente (GOO; HWANG; PARK, 2014; SAOKHAM e
LOFTSSON, 2017).

Estruturalmente, as CDs se apresentam em forma de cones truncados
(Figura 1), onde a face mais larga € formada pelas hidroxilas secundarias e a
face mais estreita pelas hidroxilas primarias. Os didmetros das cavidades
superior e inferior das CDs sdo de 4,7 e 5,3 A para a-CD, 6,0 e 6,5 A para B-
CD e 7,5 e 8,3 A para a y-CD. Além disso, as moléculas de CDs possuem
carater hidrofébico na parte interna e hidrofilico na parte externa (VENTURINI

a-ciclodextrina B-ciclodextrina y-ciclodextrina
14,64 . 1544 - 17,5 4
'. 4?59 euasﬁ ?533,& 794
@ (@D’
~ 174 } N ~262 K

etal., 2008, ANDREAUS et al., 2010).

Figura 1. Estrutura e propriedade da a-, -, e y-Ciclodextrina. Fonte: Venturini et al. (2008).



As CDs podem abrigar seletivamente uma vasta gama de moléculas em
sua cavidade hidrofébica, formando assim, os chamados complexos de
inclusdo. Moléculas orgéanicas e inorganicas quando complexadas, tem suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas alteradas, tais como solubilidade e
estabilidade como, por exemplo, estabilizacdo de substancias sensiveis a luz,
calor e oxidacdo, solubilidade em agua, mascaramento de odores, cores e
sabores, entre outros (MORIWAKI et al., 2009; COSTA et al., 2015).

Os principais critérios para que ocorra a formacdo de complexos de
inclusao sao o tamanho e a polaridade da molécula a ser encapsulada (Figura
2). Com base nas dimensbGes da cavidade, a a-CD forma tipicamente
complexos de inclusdo com moléculas de baixo peso molecular ou compostos
de cadeias laterais alifaticas e derivados do benzeno, a B-CD é capaz de
formar complexos com moléculas arométicas e heterociclos, enquanto que a y-
CD é capaz de acomodar moléculas maiores como macrociclos e esteroides
(DELL VALLE, 2004; LI et al., 2014a).

Figura 2. Complexagédo de moléculas. Fonte: Loftssom e Brewster (1996).

Os trés tipos de CDs sao termicamente estaveis (até pelo menos 200
°C) e também estaveis em solucbes alcalinas (pH<14) ou solucdes
moderadamente acidas (pH>3). Sdo estaveis na presencga de glicoamilases ou
B-amilases, mas podem ser hidrolisadas por algumas a-amilases. Embora as a-
, B- € y-CDs sejam soluveis em agua, a solubilidade das mesmas segue uma
tendéncia irregular. A a-CD tem uma solubilidade moderada em agua que é
quase oito vezes maior que a da B-CD, mas aproximadamente 1,6 vezes
menor que a da y-CD a 25 °C (LI et al., 2014). A partir desses resultados é
possivel inferir que a y-CD tem propriedades Unicas, como uma maior cavidade



hidrofébica, maior solubilidade em agua e maior biodisponibilidade (GOO;
HWANG; PARK, 2014).

As aplicagdes das CDs estao relacionadas com a habilidade que esta
molécula possui em extrair, estabilizar, emulsificar e encapsular componentes
especificos do meio onde sado introduzidas. CDs podem ser atualmente
encontradas em medicamentos comercializados em todo o0 mundo, bem como

em inumeros produtos alimentares, de higiene, cosméticos e téxteis.

Na industria de alimentos e bebidas as CDs séo utilizadas para proteger
os componentes alimentares lipofilicos que sdo sensiveis ao oxigénio e a
degradacao induzida por luz ou calor, para solubilizar corantes e vitaminas
alimentares, estabilizar fragrancias, sabores, vitaminas e 0leos essenciais
contra mudancas indesejadas, suprimir odores ou gostos desagradaveis e
liberar de forma controlada determinados constituintes de alimentos (ASTRAY
et al., 2009).

As CDs sao ferramentas importantes em formulacdes farmacéuticas
para melhorar a solubilidade aparente, taxa de dissolucdo e estabilidade
quimica de drogas pouco soluveis em agua, além de reduzir a irritacdo local de
alguns farmacos e da liberacdao controlada de medicamentos nas células
(LOFTSSON; DUCHENE, 2007; KURKOV; LOFTSSON, 2013). No setor de
cosmeéticos as principais aplicagdes das CDs estdo na estabilizacéo e controle
de odor, melhoria do processo apds a conversao de um ingrediente liquido em
uma forma sélida, protecdo e entrega de sabor em batons, solubilidade em
agua e estabilidade térmica melhorada de éleos. As composi¢des baseadas em
CD também sao usadas em varios produtos cosméticos para reduzir odores
corporais (DELL VALLE, 2004).

Na industria téxtil as CDs podem ser utilizadas no tingimento, para
complexar corantes, reduzindo a perda em aguas residuais, na lavagem das
roupas, atuando na reducdo dos surfactantes residuais, e no acabamento pela
da formacado de complexos como, CD-fragrancias permitindo que o tecido
permaneca com determinada fragrancia por mais tempo ou CD-odores

aprisionando odores desagradaveis (suor) que serdo eliminados durante a



lavagem do tecido, CD-agentes antimicrobianos que geralmente consistem em
componentes antimicrobianos ativos, que sado incorporados na superficie ou
dentro das fibras, que matam microrganismos quando entram em contato com
eles (BHASKARA-AMRIT; AGRAWAL; WARMOESKERKEN, 2011). Os téxteis
médicos com CDs podem ser incluidos dentro do corpo, como dispositivos
especificos, no caso de préteses vasculares, ou em contato direto com a parte
externa da derme sob a forma de: i) pijamas, que compreendem uma camiseta
e calca com propriedades antialérgicas; ii) itens de vestuario de malha: meias,
cotoveleiras, joelheiras com propriedades antipsoriaticas; cueca antimicética;
i) outras roupas intimas com acdo antibacteriana, anti-infecciosa (RADU,;
PARTENI; OCHIUZ, 2016).

Na area ambiental as CDs desempenham papel importante na
solubilizacdo de contaminantes organicos, na remocao de poluentes organicos
e metais pesados do solo, da agua e da atmosfera. Usando CDs, substancias
altamente téxicas podem ser removidas do efluente industrial pela formagéo do
complexo de inclusdo. Na quimica analitica, CDs sdo amplamente utilizadas
em separacdes devido a sua capacidade de discriminar grupos funcionais,
homologos e enantibmeros. Além disso, as CDs também sao utilizadas em
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) como fases estacionarias
ligadas ao suporte solido ou como aditivos da fase movel e na eletroforese
capilar atua na separacdo de compostos quirais (SINGH; SHARMA,;
BANERJEE, 2002).

Atualmente a producao anual de CD é de mais de 10.000 toneladas das
quais cerca de 70% sao BCD, 15% de aCD, e 5% de yCD. (JANSOOK,
OGAWA, LOFTSSON, 2018). Segundo Li et al. (2014) a quota de mercado da
a-CD é muito menor do que a da B-CD devido ao seu baixo rendimento de
producéo e elevado preco. E de acordo com Lin et al. (2016), a y-CD é mais
cara do que a- e 3-CD devido a sua menor producao.

ENZIMAS AMILOLITICAS

O amido faz parte do grupo dos biopolimeros mais abundantes na Terra.

Por ser fonte de energia, é utilizado por uma grande variedade de



microrganismos. Uma série de enzimas que degradam o amido, com diferentes
especificidades de reacdo, evoluiu nos microrganismos produzindo uma ampla
variedade de produtos. Muitas enzimas sdo aplicadas no processamento
industrial, seja para a modificagdo de moléculas de amido ou para a producao
de produtos especificos da sua degradacao (Ql; ZIMMERMANN, 2005).

A degradacao do amido (molécula complexa) em agucares (moléculas
simples) é realizada por enzimas amiloliticas (Figura 3), e podem ser
classificadas em quatro grupos (i) endoamilases, (ii) exoamilases, (iii) enzimas
desramificadoras e (iv) transferases. As enzimas desramificadoras atuam na
hidrélise de ligacdes a (1-6), como por exemplo a isoamilase, que hidrolisa
ligagbes a (1-6) em amilopectina e dextrina ramificada (VAN DER VEEN et al.,
2000).
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Figura 3. Agéo das enzimas envolvidas na degradacao de amido. Circulos brancos e

pretos representam os agl]cares redutores e nao-redutores, respectivamente. Fonte:
Ismaya et al., 2012.

As endoamilases atuam na hidrélise das ligacdes a (1-4) na parte interna
das cadeias de amilose e amilopectina, produzindo oligossacarideos de varios



comprimentos, sendo a a-amilase (EC 3.2.1.1) um exemplo de endoamilase. Ja
a B-amilase (EC 3.2.1.2) é caracterizada como uma exoamilase, pois atua na
degradacao das ligagdes a(1-4) da extremidade ndo redutora da amilose e
amilopectina, produzindo aclcares de baixo peso molecular como glicose e
maltose (VAN DER MAAREL et al., 2002).

O quarto grupo é o das transferases que hidrolisam ligacdes glicosidicas
a(1-4) da molécula doadora e transfere parte do doador para uma molécula
receptora, formando uma nova ligagcéo glicosidica. Enzimas como amilomaltase
(EC 2.4.1.25) e CGTase formam uma nova ligacdo glicosidica a(1-4). A
CGTase é o unico membro da familia das a-amilases com baixa atividade
hidrolitica e, mesmo apresentando acdo do tipo exo, consegue, por
transglicosilagdo intramolecular, clivar também as ramificacbes (VAN DER
VEEN et al., 2000).

Ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase)

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase, E.C 2.4.1.19), conhecida
como ciclodextrina glicanotransferase, ciclomaltodextrina glicanotransferase e
ciclomaltodextrina glicosiltransferase, € um membro da maior familia das a-
amilases de glicosideos hidrolases, a familia 13 (VAN DER VEEN et al., 2000;
HAN et al., 2014).

Enzimas sdo proteinas que possuem multidominios. A maioria dos
representantes da familia 13 de glicosideo hidrolases apresentam trés
dominios (A, B, C), mas a CGTase é mais complexa e tem dois dominios
adicionais (D, E), sendo portanto, uma proteina que possui 5 dominios (Figura
4), com sitio catalitico entre os dominios A e B (LEEMHUIS; KELLY;
DIUKHUIZEN, 2010).
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Figura 4. Estrutura da CGTase, mostrando os cinco dominios. Fonte: Melzer et al., 2015.

O dominio A (dominio catalitico) formado por 300 a 400 residuos de
aminoé&cidos, esta presente em todas as enzimas da familia a-amilase. E uma
estrutura em forma de (B/a)s-barril, ou seja, um barril de oito fitas B paralelas
cercadas por oito a-hélices. Geralmente, as curvas que ligam as fitas B as a-
hélices adjacentes carregam residuos de aminoacidos do sitio ativo. A curva
entre a terceira fita B e a terceira a-hélice, € suficientemente longa, sendo
considerada como um pequeno dominio, o dominio B (MACGREGOR et al.,
2001).

Como uma protuberancia do dominio A, o dominio B, contribui para a
ligacdo ao substrato e é responsavel pala termoestabilidade da enzima,
consistindo de 44 a 133 residuos de aminodcidos. Dentre as regibes mais
conservadas deste dominio estdo os residuos de aspartato (Asp175) quase
invariavel, envolvido na ligacdo de Ca?', e a tirosina (Tyr195 de Bacillus
circulans 251) que controla a especificidade do produto, de tal forma que os



mutantes de leucina e triptofano de varias CGTases de Bacillus exibiram uma
mudanca para a sintese de produtos maiores (y-ciclodextrinas) que sao
relativamente raras entre os produtos das CGTases (JANECEK, 1997; GOH;
ILLIAS; GOH, 2012).

Na familia a-amilase, a regidao C-terminal € geralmente formada pelo
dominio C, que possui aproximadamente 100 residuos de aminoacidos, e que
também esta envolvido com a ligagdo ao substrato e possui uma fita B
antiparalela com dobra. Na regido C-terminal a CGTase possui dois dominios
adicionais (D e E) (LEEMIHUS; KELLY; DIJKHUIZEN, 2010). O dominio D,
com 90 aminoacidos envolvidos por imunoglobulina, é quase exclusivamente
encontrado em CGTase e tem funcado desconhecida (VAN DER VEN et al,
2000). O dominio E, relacionado ao médulo de ligacdo ao amido (CBM20),
possui cerca de 110 aminodacidos e € responsavel pela ligacdo ao amido bruto,
facilitando sua degradacao. Este dominio esta presente em aproximadamente
10% das enzimas amiloliticas, em particular nos seguintes grupos de
microrganismos: fungos filamentosos, bactérias Gram-positiva (Firmicutes),
Proteobacterias (y-proteobacteria), Actinomicetos e Arqueas (JANECEK;
SVENSSON; MACGREGOR, 2003).

A CGTase representa um dos grupos mais vitais de enzimas amiloliticas,
produzida exclusivamente por microrganismos. E uma enzima extracelular,
com fraca atividade hidrolitica, sendo a Unica capaz de converter amido, e
substancias relacionadas, em moléculas ciclicas, as ciclodextrinas (MORIWAKI
et al., 2009; COSTA et al., 2015).

A transformacgao da cadeia linear do amido em moléculas ciclicas ocorre
a partir da reagcdo de transglicosilacdo intramolecular (ciclizacdo). Durante a
ciclizacdo, a CGTase se liga a pelo menos nove subsitios do agucar, que sao
hipoteticamente numerados de -7 a +2. O sitio ativo da enzima se liga entre os
subsitios -1 e +1, resultando em um intermediario covalente com ligacao do
residuo Asp 229 ao subsitio -1. Durante a ciclizacdo, a CGTase circunda a
cadeia linear deste intermediario de tal forma que o residuo de glicose da
extremidade nao redutora se move do subsitio -7 para o subsitio +1. Nesse



ponto a propria cadeia linear é usada como agucar aceptor e torna-se
covalentemente ligada ao atomo C1 do agucar no subsitio -1, formando assim
um oligossacarideo ciclico, ou ciclodextrina (Figura 5) (UITDEHAAG et al.,
1999; KELLY et al., 2009).
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Figura 5. Tipos de reacdes catalisadas pela CGTase. Fonte: Kelly et al., 2009.

O mecanismo de ciclizacao tem sido extensivamente estudado, uma vez
que somente esta enzima tem a capacidade de produzir CDs, que € uma
molécula de interesse industrial. Estudos de Uitdehaag et al. (1999) e Van der
Veen et al. (2000), revelaram que os subsitios -6, -3 e +2 contribuem para a
ciclizacao e ainda, que o residuo do aminoacido Tyr195 possui o grupo fenil no
centro ativo da CGTase e pela interacdo hidrofébica com os residuos de
carboidratos na torcao da extremidade nao redutora em direcao a extremidade

redutora do oligossacarideo ligado, pode resultar na formacao da ciclodextrina.



Além de ciclizacdo, a CGTase é capaz de catalisar outros trés tipos de
reacdo como acoplamento, desproporcionamento, e hidrélise do amido.
Segundo Rather et al. (2015) na reacao de desproporcionamento parte do
substrato doador é transferido para o substrato aceptor e nas reagdes de
acoplamento uma ciclodextrina é clivada e o maltooligossacarideo resultante é
transferido para um substrato aceptor, convertendo uma molécula ciclica em

uma molécula linear.

Uma mistura de diferentes propor¢cdes de CDs é normalmente produzida
pela maioria das CGTases. Porém, a CGTase pode ser categorizada em trés
tipos distintos, a-CGTase, B-CGTase e y-CGTase com base no principal tipo de
ciclodextrina produzida.

Microrganismos produtores de CGTase

A primeira CGTase descrita foi obtida pelo Bacillus macerans em 1974,
porém, apesar da producdo desta enzima ser mais comum para espécies do
género Bacillus, ha relatos na literatura de sua producao por outras espécies
de Archeas como Thermococcus kodakaraensis KOD1 (RASHID et al., 2002),
bactérias aerébicas mesdéfilas como o Bacillus circulans  A11
(RIMPHANITCHAYAKIT; TONOZUKA; SAKANO, 2005), aerdbicas termofilas
como B. stearothermophilus NO2 (FUJIWARA et al., 1992) e anaerdbicas
termoéfilas Thermoanaerobacter sp. (AVCl; DONMEZ, 2009).

Os microrganismos produtores da enzima foram isolados de locais
extremos e variados, como solos de locais ricos em amido (KUNAMNENI et al.,
2007; COELHO et al., 2016), batatas apodrecidas (FERRAROTTI et al., 1996),
fonte térmica (RASHID et al., 2002), agua e sedimentos de lagos salinos
(IBRAHIM et al., 2012) e poco de petréleo (AVCI; DONMEZ, 2009).

Além disso, diversos microrganismos ja tiveram sua enzima
caracterizada quanto o tipo de CD (a, B, y) produzida em maior quantidade.
Leemhuis; Kelly; Dijkhuizen (2010) catalogaram esses microrganismos,
obtendo um total de 49 espécies entre os anos de 1986 a 2009 (Tabela 1),
sendo que 30,6% destes foram caracterizados entre os anos 2007 e 2009. Dos



microrganismos caracterizados, cerca de 69% produzem somente (3-CD, 8% a-
CD, 4% y-CD, 14% produzem uma mistura de a/p- CD e 4% B/y-CD.

Nos Ultimos dez anos novas espécies tiveram suas enzimas
caracterizadas. Moriwaki et al. (2009) caracterizaram o Bacillus sphaericus 41
como produtor de B-CGTase. O Bacillus pseudalcaliphilus 20RF, produtor de -
CGTase foi caracterizado por Atanasova et al. (2011). Os estudos
desenvolvidos por Ibrahim et al. (2012) revelaram a producao de p-CGtase pelo
Amphibacillus sp. Blanco et al. (2014) identificaram o Bacillus lehensis CGll
como produtor de B-CGtase. A a-CGTase foi produzida em maior quantidade
pelo Bacillus agaradhaerens Y112, nos estudos realizados por Hao et al.
(2017).

Tabela 1. Microrganismos produtores de CGTase e caracterizados quanto ao tipo de
enzima em q, B e y-CGTase.

Microrganismo CGTase Referéncia
Archaea
Pyrococcus furiosus DSM 3638 B Lee et al., 2007
Thermococcus kodakaraensis KOD1 B Rashid et al., 2002)
Thermococcus sp. B1001 a Hashimoto et al., 2001
Bacteria
Bacillus agaradhaerens LS-3C 8 Martins et al., 2003a
(alcalofilico)
Bacillus sp. 1-1 B Schmid et al., 1988
Bacillus sp. 17-1 B Kaneko et al., 1989
Bacillus sp. 38-2 B Hamamoto e Kaneko, 1987
Bacillus sp. 1011 B Kimura et al., 1987
Bacillus sp. 8SBa B Atanasova et al., 2008
Bacillus sp. 20RFa B Atanasova et al., 2008
Bacillus sp. A2-5a B Ohdan et al., 2000
Bacillus sp. G-825-6 Y Hirano et al., 2006
Bacillus sp. 1-5 B Shim et al., 2004
Anaerobranca gottschalkii a Thiemann et al., 2004
Bacillus circulans 8 B Nitschke et al., 1990
Bacillus circulans 251 B Lawson et al., 1994
Bacillus circulans A11 B Rimphanitchayakit et al., 2005
Bacillus circulans DF 9R a/B Marechal et al., 1996
Bacillus clarkii 7384 % Takada et al., 2003
Bacillus clausii E16a B Alves-Prado et al., 2008
Bacillus firmus 290-3 Bly Englbrecht et al., 1988
Bacillus firmus 7Ba B Moriwaki et al., 2007
Bacillus firmus NCIM 5119 B Gawande et al., 1999
Bacillus firmus no. 37 B Matioli et al., 2001
Bacillus licheniformis o/B Hill et al., 1990
Bacillus macerans a Takano et al., 1986



Bacillus megaterium B Pishtiyski et al., 2008
Bacillus obhensis B Sin et al., 1991

Bacillus sp. B1018 B Itkor et al., 1990

Bacillus sp. BL-31 B Go et al., 2007

Bacillus sp. G1 B Ong et al., 2008

Bacillus sp. KC201 B Kitamoto et al., 1992
Bacillus sp. TS1-1 B Rahman et al., 2006
Bacillus stearothermophilus NO2c o/B Fujiwara et al., 1992
Brevibacillus brevis CD162 B Kim et al., 1998
Geobacillus stearothermophilus ET1 B Chung et al., 1998
Klebsiella pneumoniae M5a1 a Binder et al., 1986
Paenibacillus sp. BT01 o/B Yampayont et al., 2006
Paenibacillus sp. C36 B Kinder, 2007

Paenibacillus sp. RBO1 B Charoensakdi et al., 2007a
Paenibacillus sp. T16 By Charoensakdi et al., 2007b
Paenibacillus campinasensis H69-3 B Alves-Prado et al., 2007
Paenibacillus graminis NC22.13 a/B Vollu et al., 2008
Paenibacillus illinoisensis ST-12 K B Doukyu et al., 2003
Paenibacillus pabuli US132 B Jemli et al., 2008
Thermoanaerobacter sp. 501 o/B Norman and Jorgensen, 1992
Thermoanaerobacter sp. ATCC 53627 B Jorgensen et al., 1997
Thermoanaerobacter sp. P4 B Avci e Donmez, 2009
Thermoanaerobacterium a/p Wind et al., 1998

thermosulfurigenes EM1

Fonte: Leemhuis; Kelly; Dijkhuizen, 2010. Adaptado.
A bioinformatica e a gendmica comparativa

Os computadores emergiram como ferramentas para a Biologia
Molecular no inicio da década de 1960. Trés fatores contribuiram para esse
crescimento: i) aumento do numero de sequéncias de aminoacidos que
forneciam tanto uma fonte de dados quanto um conjunto de problemas
interessantes que nao podiam ser resolvidos sem o auxilio de um computador;
ii) a ideia de que as macromoléculas carregam informacdes tornou-se parte
central do quadro conceitual da Biologia Molecular; iii) computadores digitais de
alta velocidade, finalmente ficaram amplamente disponiveis para bidlogos
académicos, surgindo assim a Bioinformatica e a Biologia Computacional
(HAGEN, 2000). A Bioinformatica e a Biologia Computacional tornaram-se
disciplinas independentes na década de 1980, com o desenvolvimento de
algoritmos (programas) eficientes para trabalhar com um volume crescente de
informacgdes, sendo disponibilizados para a comunidade cientifica em geral
(OUZONI e VALENCIA, 2003).



A Bioinformatica € uma ciéncia em desenvolvimento, com uma linha de
pesquisa que envolve aspectos multidisciplinares, e utiliza ferramentas
computacionais para catalogar, organizar e estruturar informacdes de
organismos vivos, provenientes da biologia molecular, genética, bioquimica,
entre outros, em uma entidade de facil compreensdo para a Biologia
(QUEIROZ, 2002; PROSDOCIMI et al., 2007).

Apo6s o inicio do Projeto Genoma Humano em 1990, os recursos
tecnoldgicos desenvolvidos permitiram o langcamento de outros projetos
genoma, sendo possivel obter o sequenciamento completo de varios
organismos, entre eles os procariotos (CATANHO; DE MIRANDA; DEGRAVE,
2007). Os procariotos oferecem uma oportunidade interessante para estudar os
mecanismos de evolucao, pois apresentam uma grande diversidade de forma e
tamanho celular, niumero de espécies e populagdes, habitats, sobrevivendo em
ambientes indspitos como fontes termais, pogcos de petréleo e também no
interior de células eucaridticas, além disso, frequentemente adquirem e utilizam

o material genético de outros organismos (ABBY e DAUBIN, 2007).

Uma sequéncia de genoma apresenta nao apenas um conjunto
completo de genes e seus locais precisos no cromossomo, mas também
relacbes de similaridade de genes dentro do genoma e entre espécies
(KANEHISA e BORK, 2003). A disponibilidade de sequéncias completas do
genoma de organismos estreitamente relacionados apresenta uma
oportunidade para reconstruir eventos de evolucao do genoma (COENYE et al.,
2005).

Com o grande numero de dados genéticos, proveniente dos
sequenciamentos de genomas, houve a necessidade da criacdo de bancos de
dados capazes de armazenar as informacées e de ferramentas da
bioinformatica que permitissem a interpretacdo destes dados. O NCBI (Centro
Nacional para Informacao Biotecnologica dos EUA) é considerado o banco de
dados central sobre informacdées gendmicas, € o BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) é a ferramenta mais difundida e utilizada para



comparar as semelhancas entre sequéncias (SANTOS e ORTEGA, 20083;
EMBRAPA, 2007).

O BLAST é um algoritmo de comparagao de sequéncias com velocidade
otimizada, e é usado na busca por sequéncias nos bancos de dados, que
possuem similaridades com uma dada sequéncia query (PERTISEMLIDIS e
FONDON, 2001). A Tabela 2 mostra os algoritmos do BLAST, com suas
funcoes.

Tabela 2. Funcao dos algoritmos BLAST, encontrados no NCBI.

Algoritmo  Tipo de sequéncia query Funcao

Compara aminoacidos da sequéncia
BLASTP Proteina query com uma proteina da sequéncia da
base de dados.

Compara nucleotideos da sequéncia
BLASTN Nucleotideo query com nucleotideos da sequéncia da
base de dados.

Compara nucleotideos de uma sequéncia
query traduzida em todas as fases de
leitura contra sequéncias de proteinas do
banco de dados.

BLASTX Nucleotideo (traduzido)

Compara uma proteina da sequéncia
query contra nucleotideos traduzidos da
sequéncia da base de dados, em todas
as fases de leitura.

TBLASTN Proteina

Compara as tradugbes de nucleotideos
das seis fases de uma sequéncia query

TBLASTX Nucleotideo (traduzido) contra tradugdes de nucleotideos das seis
fases de uma sequéncia da base de
dados.

A gendmica comparativa utiliza o padrao de conservagao evolutiva, em
sequéncias alinhadas entre espécies, para detectar elementos funcionais. O
raciocinio para esta abordagem € que muitas mutacées em sequéncias
funcionais devem ser deletérias e, portanto, eliminadas da populacdo por
selecédo purificadora. Isso, por sua vez, deve gerar a assinatura candnica de
conservacao de uma sequéncia entre espécies (LAWRIE e PETROV, 2014).



A Bioinformatica e a Biologia Computacional produziram pelo menos
duas constatacdes para as ciéncias biologicas: i) as estruturas tridimensionais
de moléculas protéicas sdao muito mais conservadas do que suas fungdes
bioquimicas; ii) a comparacao do numero total de genes codificados em um
dado genoma com o numero total de genes codificados em outros genomas
nao reflete a filogenia das espécies, mas a comparacao entre suas sequéncias
gendmicas, sim (OUZOUNIS, 2002).

IMOBILIZACAO CELULAR

CGTase livres ou soluveis sao utilizadas para a producao industrial de
CDs, no entanto, as enzimas microbianas sdo geralmente instaveis quando
isoladas do seu ambiente natural, sendo também facilmente desnaturadas. A
imobilizacdo direta de células microbianas que desempenham uma atividade
de interesse pode minimizar ou mesmo eliminar estes problemas (MORIWAKI,
et al., 2014; ABDEL-NABY et al., 2015).

De acordo com Oliveira et al. (2011) a imobilizacdo celular pode ser
definida como o confinamento fisico ou localizagdo de células intactas em uma
certa regido do espago para a preservagao de uma atividade -catalitica
desejada. A imobilizagdo celular € uma técnica estudada e aplicada em
diversos campos industriais, como producao de alimentos, desenvolvimento de
medicamentos, prote¢cdo ambiental, processamento de residuos e producao
agricola, pois proporciona protecdo as células de condigbes desfavoraveis,
como lavagem, corte e rejeicao imunoldgica (DULIEU; PONCELET; NEUFELD,
1999; SIMO et al., 2017).

As técnicas para imobilizacao celular (Figura 6), podem ser divididas em
quatro categorias principais: (A) ligacdo ou adsorcao em superficies sélidas, (B)
aprisionamento em uma matriz porosa, (C) auto-agregacdo por floculagéo
(natural) ou com agentes de reticulagdo (induzido artificialmente) e (D)

contengdo mecanica de células por meio de barreiras.
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Figura 6. Tipos de imobilizacao celular. Fonte: adaptado de Kourkoutas et al., 2004.

Ligacao ou adsorcdo em superficies solidas ocorre quando células séao
imobilizadas em um suporte, por meio de ligacdes covalentes entre a
membrana celular e o suporte, ou adsorcao fisica por forcas eletrostaticas.
Além disso, a adsorcao e a ligagdo covalente podem ocorrer entre as células e
uma superficie apropriada, ou entre célula e célula (GROBOILLOT et al., 1994;
NEDOVIC et al., 2015).

A floculacao celular é definida como a agregacéao de células para formar
uma unidade maior, com uso potencial em reatores. A floculagdo pode ocorrer
de forma natural ou por meio da utilizacdo de agentes floculantes artificiais ou
reticulantes, que melhoram a agregacdo em culturas celulares que néao
floculam naturalmente. A contencdo mecéanica por meio de uma barreira pode
ser realizada a partir da utilizacdo de filtros de membrana microporosa, pelo

aprisionamento de células em uma microcédpsula ou por imobilizacdo celular



numa superficie de interacdo entre dois liquidos imisciveis (KOURKOUTAS et
al., 2004).

Os polimeros naturais ou sintéticos, como o alginato, a pectina, a
quitosana, a k-carragenana e a gelatina sdo os biopolimeros mais utilizados
para aprisionamento celular, pois formam facilmente uma matriz de gel
altamente flexivel, biocompativel e nao téxica, capaz de solidificar sob
condicbes suaves e formar compostos esféricos que protegem as células
contra substancias inibitérias e contaminacao, favorecendo ao mesmo tempo
uma melhor utilizagcdo do substrato, melhorando a estabilidade, a produtividade

do composto de interesse e eficiéncia do processo (NEDOVIC et al., 2015).

O aprisionamento em matrizes como o alginato de calcio € uma pratica
comum devido a sua facilidade de obtengdo e manipulacdo e o baixo custo
(FRANSSEN, 2013). O alginato € um biopolimero de ocorréncia natural,
produzido por algas marrons, principalmente Macrocystis pyrifera, mas também
por Laminaria digitata, Laminaria hyperborea, Eklonia cava e bactérias dos
géneros Azotobacter e Pseudomonas. A estrutura quimica do alginato (Figura
7A) corresponde a um copolimero linear, constituido de acidos a-L-gulurénicos
e B-D-manurbnicos com ligagdes 1-4 (CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996;
MULLER et al., 2011).

O alginato apresenta propriedades Unicas que Ihe permite ser utilizado
como uma matriz para o aprisionamento: (i) um ambiente aquoso relativamente
inerte dentro da matriz; (ii) um processo de encapsulamento a temperatura
ambiente leve, isento de solventes organicos; (ii) uma elevada porosidade do
gel que permite altas taxas de difusao de macromoléculas; (iv) a capacidade de
controlar esta porosidade com procedimentos de revestimento simples e (v)
dissolucdo e biodegradacdo do sistema em condigdes fisioldgicas normais
(GOMBOTZ; WEE 2012).

Para a formacdo dos pellets, uma solucao de alginato de sdédio, que
contém células microbianas vivas, é gotejada em uma solucdo de reticulacao
contendo cétions divalentes, por exemplo, Ca**. A solidificacdo de goticulas

comeca em milissegundos na superficie das goticulas por gelificacao



ionotrépica, onde os ions Ca®** reagem com as cadeias de polimero carregadas
negativamente, para formar uma camada de estrutura rigida tridimensional
contendo agua, um hidrogel (Figura 7B). Através desta agua, os fons Ca*" se
espalhardo para dentro da gota de liquido, reticulando "de fora para dentro”
(VEMMER; PATEL, 2013).
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(A)

Solugdo de
alginato de sédio

com células vivas
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M G G
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0 0 0 0 J
o o COOH o COOH 0
OH HO OH HO OH HO OH HO BN -
o
| | | I f i

HOOC, OH - ¢ @ —+CaCl,
5

_Hooe 0 HO OH
o o
HO 0 ©
OH

HooC

HOOC
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Reticulagdo de fora
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Figura 7. (A) Estrutura da molécula de alginato. (B) Método de imobilizagcdo baseado
na gelificagédo ionotropica. Fonte: VEMMER; PATEL, 2013; ANDERSEN et al., 2015.

O tamanho e a forma dos pellets dependem principalmente da
viscosidade do alginato de sédio e da distancia entre a seringa ou o funil de
separacdo, de onde a solucéo esta sendo gotejada, e a solugcédo de cloreto de
calcio (CaCl,) (SMIDSR@D; SKJA, 1990).

A degradacédo do gel de alginato reticulado com Ca?*, pode ocorrer por
remocdo do cation Ca®*. Para a retirada desse composto utiliza-se agentes
guelantes como lactato, citrato e fosfato ou altas concentragdes de ions Na* ou
Mg?*. Com a remocdo dos fons Ca?', a reticulagdo diminui e o gel é
desestabilizado. A degradacao do gel pode ser prevenida estocando os pellets
em solucdo contendo fons Ca®* livres (GOMBOTZ; WEE 2012).



Na literatura, diversos estudos com imobilizacdo de células procaribticas
utilizando alginato de caélcio para obtencdo de produtos de interesse
biotecnoldgico podem ser encontrados (Tabela 3). Além disso, a associagao de
alginato com outros polimeros como quitosana, glutaraldeido e alcool polivinil
(PVA) estdo sendo utilizados com o propédsito de otimizar a eficiéncia do
encapsulamento, evitar que as células se desprendam do suporte e reduzir o

tamanho dos poros formados pelo hidrogel (ZHOU et al., 2010).

Tabela 3. Estudos que utilizaram microrganismos imobilizados em alginato de calcio

para produgao de compostos de interesse industrial.

. . Suporte para Finalidade da A
Microrganismo imobilizacao imobilizacao Refereéncia
Bacillus Alginato de Produgéo de i
amyloliquefaciens célcio CGTase Abdel-Naby et al., 2000
- Alginato de Produgéo de .
B. alcalofilicos sp. calcio CGTase Kunammeni et al., 2007
Alginato de Produgéo de i
B. cereus NRC7 calcio CGTase Abdel-Naby et al., 2011
Saccharomyces Alginato de Producao de .
cerevisiae célcio vinho Oliveira et al., 2011
Alginato de =
S. cerevisiae calcio e Produgdo de Duarte et al., 2013
: etanol
quitosana
Bactérias oxidantes Alginato de : A
de ammonia calcio Oxidar amoénia Dong et al., 2014
Bactérias oxidantes Alginato de , .
de ammonia célcio e alcool Oxidar aménia Dong et al., 2017
polivinil (PVA)
Pseudomonas , ~ .
; Alginato de Degradagéao de Kotresha; Vidyasagar,
aeruginosa MTCG célcio fenol 2017
4997
- Alginato de Produgéo de
S. cerevisiae calcio otanol Santos et al., 2018

Uma das principais vantagens da

imobilizagdo celular

estd na

capacidade de separacdo das células imobilizadas dos produtos e residuos
finais da fermentacdo, sendo que estas células podem ser reutilizadas,

facilitando o funcionamento continuo durante um periodo prolongado e uma



maior produtividade do reator (ABDEL-NABY; REYAD; ABDEL-FATTAH,
2000).

A partir desta revisdo de literarura, visto as diversas aplicacdes das
ciclodextrinas e que sua producao ocorre exclusivamente pela enzima CGTase
que é produzida por microrganismos, € possivel inferir que a imobilizacdo de
células é uma técnica Util, pois permite a separacao e reutilizacdo das células
por mais de uma vez, contribuindo para maior produtividade da enzima. Além
disso, a genémica comparativa das espécies que produzem CGTase, sera
importante para entender a evolugdo desta enzima nos diferentes taxons

procariéticos.
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Resumo: A enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) é produzida
exclusivamente por microrganismos, especialmente bactérias do género
Bacillus. Dentre suas propriedades esta a producao de ciclodextrinas (CDs),
oligossacarideos ciclicos capazes de formar complexos de inclusdo com
diferentes moléculas, apresentando muitas aplicacées industriais. Este trabalho
teve como objetivo analisar a distribuicdo do gene que codifica homélogos da
enzima CGTase nos taxons procaribticos, e avaliar a producédo desta enzima
utilizando o B. trypoxylicola SM-02 imobilizado em alginato de calcio 2%. Para
analise da distribuicao evolutiva, foi realizada a busca por genes que codificam
homélogos da CGTase nos genomas procariéticos disponiveis no banco de
dados do NCBI e do CAZY. As fermentacdes foram realizadas com a bactéria
imobilizada em diferentes meios de cultivo a base de farinha de mandioca,
utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22. Os
resultados das analises gendmicas comparativas revelaram dois padroes de
dominios conservados na CGTase, sendo que a CGTase1 esta presente nos
filos Archae e Bacteria Gram-positiva e a CGTase 2 apenas no filo Bacteria
tanto em Gram-positiva como Gram-negativa. O meio de cultura composto por
farinha de mandioca, milhocina, manipueira e hidroxido de sodio (FMMaN) se
destacou com uma atividade enzimatica 30,44 U/umol, em média. A otimizacao

deste meio atingiu atividade enzimatica de até 166,64 U/umol.

Palavras-chave: Enzimas, bactérias, distribuicdo evolutiva.



Abstract: The enzyme cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) is produced
exclusively by microorganisms, especially bacteria of the genus Bacillus.
Among its properties is the production of cyclodextrins (CDs), cyclic
oligosaccharides capable of forming inclusion complexes with different
molecules, exhibiting many industrial applications. This work aimed to analyze
the distribution of the gene encoding CGTase enzyme homologues in
prokaryotic taxa, and to evaluate the production of this enzyme using Bacillus
trypoxylicola SM-02, immobilized in calcium alginate 2%. For analysis of the
evolutionary distribution, were searched genes that encoding the CGTase
homologs in the prokaryotic genomes available in the NCBI and CAZY
database. The fermentations were carried out with the bacterium immobilized in
different culture media based on cassava flour, using Central Composite Design
(CCD) 22. The results of comparative genomics revealed two patterns of
conserved CGTase domains, with CGTase1 being present in the Archae phyla
and Gram positive Bacteria and CGTase 2 only in the Bacteria phylum in both
Gram positive and Gram negative. The culture medium composed of cassava
flour, corn steep liquor, manipueira, and sodium hydroxide (FMMaN) was
highlighted with an average enzymatic activity of 30.44 U/ pmol. The
optimization of this medium reached enzymatic activity of up to 166.64 U / umol.

Keywords: Enzymes, bacteria, evolutionary distribution.
1. Introducao

Ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos, naturais, néao
redutores, solUveis em agua, formados pela agdo de enzimas bacterianas

sobre 0 amido e outros polissacarideos relacionados. CDs consistem em



unidades de D-glicanopiranose unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4 contendo
seis, sete ou oito monbmeros de glicose denominadas a, B, e y-CD,

respectivamente (Goo et al., 2014; Saokham e Loftsson, 2017).

As moléculas de CDs possuem carater hidrofébico em seu interior e
hidrofilico na superficie e, desta forma, podem abrigar seletivamente uma vasta
gama de moléculas em sua cavidade, formando os denominados “complexos
de inclusdo”. Moléculas organicas e inorganicas quando complexadas, tém
suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas alteradas, tais como
solubilidade e estabilidade (Moriwaki et al., 2009; Costa et al., 2015). Por ser
capaz de formar complexos de inclusdo, as CD estdo sendo bastante
empregadas nas industrias alimenticia, farmacéutica, téxtil, de cosméticos, na
quimica ambiental, analitica, atuando como emulsificante, estabilizante,
mascarando odores, sabores, até mesmo extraindo compostos indesejaveis do

meio onde sao introduzidas (Dell Valle, 2004; Venturini et al., 2008).

As CDs sao produzidas exclusivamente por uma enzima de origem
microbiana, a ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase, E.C 2.4.1.19), que
pertence a maior familia das alfa-amilases de glicosideo hidrolases (familia 13).
A primeira CGTase descrita foi obtida pelo Bacillus macerans em 1974, porém
apesar da producao desta enzima ser mais comum para espécies do género
Bacillus, ha relatos na literatura de sua producdo por outros géneros
bacterianos como  Paenibacillus, Klebsiella, = Thermoanaerobacterium,

Thermoanaerobacter e Actinomycetes spp. (Han et al., 2014).

O elevado custo das CDs e da CGTase é um fator limitante para seu uso

em escala comercial, sendo assim, varios estudos foram realizados para a



producdo de CGTase e CDs a partir de substratos de baixo custo e alto valor
nutricional como polvilho doce (Cucolo et al., 2006; Blanco, 2009), farelo de
trigo (Prado et al., 2002), farinha de mandioca (Coelho et al., 2016), entre

outros.

Assim como outras enzimas, a aplicacao industrial da CGTase é muitas
vezes dificultada pela falta de estabilidade a longo prazo, dificil recuperacao e
reutilizacao (Sheldon e Van Pelt, 2013). De acordo com Franssen et al. (2013),
esses problemas podem ser reduzidos a partir da imobilizagdo das enzimas,
uma vez que a enzima imobilizada pode ser facilmente reutilizada. A CGTase
imobilizada de B. amyloliquefaciens, por exemplo, exibiu maior temperatura
6tima, diminuicdo da energia de ativacdo, menor taxa constante de
desativacdo, maiores valores de meia vida (Ti2) € maior resisténcia a
desativacao quimica (Abdel-Naby; Fouad; Reyad, 2015). Além disso, as células
bacterianas também podem ser imobilizadas e segundo Duarte et al. (2013) a
imobilizacdo de células oferece vantagens importantes, como a facilidade de
separacao celular do meio, diminuicao dos custos devido a reutilizacao celular

em ciclos de reacao subsequentes e menor possibilidade de contaminacao.

O aprisionamento em matrizes como o alginato de célcio € uma das
técnicas mais comuns devido ao seu baixo custo (Franssen et al., 2013). Os
pellets de alginato podem ser preparados pelo gotejamento da solucdo de
alginato de sédio contendo a proteina ou célula desejada, dentro de uma
solucdo de cations divalentes, como Ca?*, Sr** ou Ba** (Gombotz e Wee,

2012).



A gendmica comparativa € uma abordagem holistica em larga escala
que compara dois ou mais genomas para verificar suas semelhangas e
diferencas e estudar a biologia dos genomas individuais. Aplica-se a genomas
inteiros ou regides sinténicas de diferentes espécies, subespécies ou cepas da
mesma espécie (Wei et al., 2002). As ferramentas mais importantes da
gendbmica comparativa sdo os algoritmos de alinhamento global e local de
pares de sequéncias ou de multiplas sequéncias e os métodos de analise
filogenética (Catanho; De Miranda; Degrave, 2007). Este estudo teve como
objetivo analisar a distribuicdo do gene que codifica a enzima CGTase nos
taxons procariéticos, assim como avaliar a producao desta enzima utilizando o

Bacillus trypoxylicola SM-02, imobilizado em alginato de calcio.

2. Material e métodos

2.1 Material bioldgico

O Bacillus trypoxylicola SM-02 foi isolado de amostras de solo de uma
casa de farinha de mandioca no municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil.
Os isolados bacterianos foram preservados em criotubos contendo 1,5 mL de
meio Nakamura e Horikoshi (1976) contendo (p/v): amido soluvel (1%), extrato
de levedura (0,5%), peptona (0,5%), Ko:HPO4 (0,02%), MgSQO4.7H.0 (0,1%) e
Na>CO3 (1,0%), sendo este ultimo esterilizado separadamente. Os criotubos

foram armazenados a -80 °C.

2.2 Genbémica comparativa e Analises filogenéticas

Inicialmente foi confeccionada uma lista das espécies com genomas
totalmente sequenciados, disponiveis na base de dados do National Center for

Biotechnology Information (NCBI) até janeiro de 2017. Posteriormente, foram



realizadas buscas por genes que codificam homoblogos da CGTase nos
genomas dessas espécies usando os programas BLASTP e TBLASTN.
Durante as analises com o BLASTP e TBLASTN foram recuperadas todas as
sequéncias que possuiam os dominios tipicos encontrados em CGTAses
caracterizadas experimentalmente (Altschul et al., 1990). Adicionalmente,
foram realizadas buscas por CGTases caracterizadas experimentalmente
depositadas na base de dados CAZY (www.cazy.org), onde foram encontradas
cepas produtoras da enzima com apenas trés dominios conservados. Sendo
assim foram recuperadas sequéncias da enzima CGTase de dois tipos,
denominada de CGTasel, aquela com cinco dominios conservados e

CGTase2 com quatro dominios conservados (Figura 1).

A
N- AmyAc_family superfamily Malt_amylase_C | IPT superfamily -C
B

A q CBM20
N- AmyAc_family superfamily Malt_amylase_C -C

Figura 1. Desenho esquemdtico dos dominios conservados da enzima
CGTase. A) com cinco dominios e B) com quatro dominios.

O alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos foi feito no
Guidance Server, com o algoritmo MAFFT, utilizando os parametros padrdes

do programa. Em seguida, o alinhamento multiplo de nucleotideos foi traduzido



para aminoacidos e corrigido manualmente no programa MEGA 6.06 (Tamura

et al., 2013).

Todas as andlises filogenéticas foram realizadas no programa MEGA
6.06 com posicées nao ambiguas dos alinhamentos multiplos das sequéncias
de aminoacidos da CGTase utilizando-se o método da maxima
verossimilhanca. A confiabilidade da topologia das arvores obtidas foi avaliada
usando o método de bootstrap, com 1000 reamostragens, € o método
heuristico Nearest-Neighbor-Interchange foi usado na busca pela arvore
filogenética mais verossimil. A arvore filogenética obtida foi visualizada no

programa Archaeopterix.

2.3 Sequenciamento do gene que codifica a CGTase de Bacillus trypoxilicola

SM-02

A sequéncia de nucleotideos da CGTase de Bacillus trypoxylicola
(WP_061949393.1) foi usada como query para fazer uma busca por
sequéncias homologas nas bases de dados de genomas do NCBI com até 90%
de identidade. As sequéncias de nucleotideos foram recuperadas de modo a
incluir os genes que flanqueiam o gene que codifica a CGTase e em seguida
foram alinhadas no Guidance Server (Sela et al., 2015). O alinhamento mdultiplo
obtido foi visualizado no programa MEGA 6.06 e usado para desenhar os
primers que foram usados para amplificar a regido do genoma de B.

trypoxylicola SM02 que codifica o gene da CGTase (Tabela 1).



Tabela 1: Lista de primers utilizados para amplificar o gene da CGTase de B.
trypoxylicola SM-02.

Primer Orientacao Sequéncia de nucleotideos
CGTase-F2: Senso 5 AAAGGAATTGATGGGAT 3
CGTase-R2: Anti-senso 5 CCGGGTTGCTTTGTCT 3
CGTase-F3: Senso 5" CACATGCCGCTAAGAGA 3
CGTase-R3: Anti-senso 5 TGAATAGGCGTACGCATA 3

CGTase-F: Senso 5" CTCAGGCTGACGTTACAAA 3
CGTase-R: Anti-senso 5 GGAACACTTATATCATAGTACC &

Os primers foram desenhados de modo a: /) amplificar fragmentos de
DNA que tivessem sobreposicdo com pelo menos um dos fragmentos
amplificados; i) um dos primers usados para amplificar as regides 5 e 3’ do
gene da CGTase foi ancorado nos genes que o flanqueiam no genoma de

Bacillus trypoxylicola.

As reacdoes de PCRs (Polimerase Chain Reaction) foram realizadas
conforme descrito na Tabela 2. Em seguida, os produtos das PCRs foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,0 %, extraidos do gel usando
o kit comercial GFXTM PCR DNA e Gel Band Purification e enviado para
sequenciamento na empresa ACTGene Analises Moleculares LTDA. O
Programa Sequencher (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Mi) foi usado para
montar o contig das sequéncias de nucleotideos obtidas com o

sequenciamento dos produtos das PCRs.



Tabela 2 —Volumes e concentracao das solu¢des usadas nas reacdes de PCR
e condicoes em que as PCRs foram realizadas.

Reagentes utilizados nas PCRs

Reggentes Vol. (pL) Concentracao Final
Agua 18,05
Tampao 10X 2,5 1,00
MgClasomm) 0,75 1,50
dNTPs (10mM) 0,5 0,20
Primer 1 (10 pmol/uL) 0,5 0,20
Primer 2 (10 pmol/uL) 0,5 0,20
Taq Polimerase (5 U/ulL) 0,2 0,04
DNA (uL) 2

Condicoes das PCRs

Tamanho
Temperatura = Extens fragment
Primer’s de Tempo ~d N Despa_tL_lragao 35-Ciclos ao o
extensao inicial X e
anelamento Final amplifica
do
95°C por
o ; o o 45”; 50°C- 7 a
F1/R1 50°C 2 95°C-2 30": 72°C 7900 1.903pb
por 1'50”
95°C por
o ’ 2] o ’ 45”; 5000' 7, a
F3/R2 50°C 1’50 95°C-2 30" 72°C 7900 1.722pb
por 1’50”
95°C por
45”; 50°C 72
R3/F2 50°C 1’50” 95°C-2’ por 30”; o 1.554pb
o 72°C
72°C por
1’50”
95°C por
45”; 50°C 72
R2/F2 50°C 40” 95°C-2’ por 30”; o 547pb
72°C
72°C por
40”

2.4 Procedimento experimental
2.4.1 Meios de cultura para crescimento bacteriano e fermentacao

O meio Nakamura e Horikoshi (1976) foi utilizado param preparacao do

pré-inéculo e para a producao de biomassa para imobilizacao. Para determinar



qual melhor substrato para producdo da enzima utilizando o microrganismo
livre, foram testados 3 meios denominados A, B e C, onde as fontes de
nitrogénio e carbono do meio Nakamura e Horikoshi (1976) foram substituidas:
Meio A- as fontes de nitrogénio por milhocina e a fonte de carbono (amido) por
farinha de mandioca a 3%; Meio B- casca de mandioca 2,5% e Meio C- araruta
3%. Em todos os meios a agua foi substituida pela manipueira, de acordo com
Peixoto (2015) e Coelho et al. (2016). Para determinacao do melhor substrato
para producdo da enzima, utilizando o microrganismo imobilizado foram

testados 8 meios descritos na Tabela 3:

Tabela 3. Composicdo dos meios utilizados para a producao de enzima
CGTase, utilizando microrganismo imobilizado.

Sigla Composicao do meio

FAN Farinha de mandioca e agua

FMAN  Farinha de mandioca, milhocina e agua

FMMaN Farinha de mandioca, milhocina, manipueira e NaOH
FMaN  Farinha de mandioca, manipueira e NaOH

FMMaT Farinha de mandioca, milhocina, manipueira e Tris-HCI
FMaT Farinha de mandioca, manipueira e Tris-HCI

FMT Farinha de mandioca, milhocina e Tris-HCI

FT Farinha de mandioca e Tris-HCI

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), teste de
Tukey e Scott-Knott (para produgéo da enzima utilizando microrganismos livres
e imobilizados, respectivamente), ao nivel de 5% de probabilidade, usando o

programa estatistico R studio (R i386 3.3.3).
2.4.2 Imobilizagdo do microrganismo em Alginato de Calcio

Apbs 48 horas de incubacdo em B.O.D a 35 °C, uma algada com a
cultura do B. trypoxylicola SM-02 crescido em placa, foi transferida para frascos

de Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio estéril e mantido a 35 °C e



150 rpm em camara agitadora por mais 48 horas. Depois deste periodo, o meio
foi centrifugado a 4 °C, 5.000 rpm, 30 min., o sobrenadante livre de células foi

descartado e a biomassa foi utilizada para preparacao das células imobilizadas.

A biomassa umida do B. trypoxylicola SM-02, proveniente de 100 mL de
cultura (aproximadamente 3,00 g células umidas), foi resuspendida em 10 mL
de solucao salina 0,85% estéril e misturada em 50 mL de solugédo de alginato
de sodio 2% (p/v). A solucao foi transferida para um funil de separacao e
gotejada em uma solucado aquosa de cloreto de calcio (CaCl,, 0,1 M) a 4 °C
para a formacéao dos pellets, os quais foram submetidos a um periodo de cura
de 24 h, para a fixacdo do microrganismo. Apés este periodo, os pellets foram
filtrados, lavados com agua destilada estéril e utilizados para inoculacao dos

meios fermentativos.

2.4.3 Producio da CGTase

Para a producdao da CGTase utilizando o microrganismo livre foram
utilizados os meios A, B e C (item 2.4.1). Apb6s 48 horas de incubagcdo em
B.O.D a 35 °C, uma algada com a cultura do B. trypoxylicola SM-02 crescido
em placa, foi transferida para 25 mL de meio de Nakamura e Horikoshi e
mantida a 35 °C e 150 rpm em camara agitadora por 24 horas, formando o pré-
in6culo. O inéculo foi obtido apds transferéncia de 5 mL do pré-in6culo, com
uma D.O.g fixada em 1,0, em 45 mL de meio fermentativo a 35 °C, 150 rpm
durante 24 horas. Depois, um volume de 5 mL (correspondendo a 10 % de
volume total do meio de cultivo) foi transferido para frascos de Erlenmeyer de
125 mL, contendo 45 mL dos meios fermentativos, incubado a 35 °C durante

72 h, 150 rpm em camara agitadora do tipo shaker. Em seguida, o meio foi



centrifugado a 4 °C, 5.000 rpm, 30 min. e o sobrenadante livre de células foi

utilizado para atividade enzimatica.

Para a producado da enzima CGTase utilizando as células imobilizadas,
aproximadamente 0,25 g de células umidas imobilizadas (pellets), foram
inoculadas em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio
fermentativo com farinha de mandioca e milhocina, conforme DCCR 22 (Tabela
4) e incubados a 35 °C, 150 rpm por 96 h, em incubadora do tipo Shaker. Apés
este periodo o meio fermentativo foi centrifugado a 4 °C, 5.000 rpm, 30 min. e 0

sobrenadante foi utilizado para determinagao da atividade enzimatica.

Os resultados apresentados pelo modelo experimental aplicado foram
avaliados através do Software Statistica Release versao 7.1, Stat Soft. Inc.,

USA.
2.4.4 Determinag&o da atividade enzimatica

A atividade da CGTase foi determinada pela medida da velocidade inicial
da producéao de B-ciclodextrina, como descrito por Blanco (2009), utilizando-se
como substrato uma solucdo de amido 1%, em tampao Tris-HCI 0,05 M e
CaCl, 0,05 M, 55 °C, pelo método de dosagem espectrofotométrica com
fenolftaleina, que se baseia na formacdo de um complexo entre a [-
ciclodextrina e o corante e promove a descoloracdo da solucédo e reducéo da

absorcao colorimétrica no comprimento de onda de 550 nm.

Em reator termostatizado foram adicionados 5 mL de solucdo de amido
1% e 5 mL do extrato enzimatico. Aliquotas de 2 mL foram retiradas nos
tempos 0, 3, 6, 9 e 12 minutos, transferidas para um tubo de ensaio, colocados

em banho-maria 100 °C por 5 minutos para inativar a enzima, e logo depois



resfriados em banho a temperatura ambiente. A quantidade de B-ciclodextrina
foi dosada em funcdo do tempo, adicionando-se 2,5 mL da solucdo de
fenolftaleina (5,0 mL de tampéao carbonato de sédio 0,6 M, pH 8,0 e 0,5 mL de
solucdo alcodlica de fenolftaleina 3 mM, completado para 25 mL com agua
destilada) e 0,5 mL das amostras inativadas. Uma unidade de atividade (U)
corresponde a quantidade de CGTase que libera 1 umol de B-CD/min nas
condigbes reacionais citadas anteriormente. Para os calculos de atividade
enzimatica, foi confeccionada uma curva padrao de B-CD e um grafico com o
valor de inclinagao para cada ensaio. A atividade enzimatica foi encontrada por
meio da equacéo 3:

3)
Vtotal

Venz.

A = a*B*Fy*1000*

Onde: A é a atividade enzimatica (U/mL), a é o coeficiente angular da reta
padrao (mmol.mL'/ABS), B é o coeficiente angular da curva obtida
experimentalmente (ABS/min.), Vista € 0 volume total do reator, Ven,. € 0

volume do extrato enzimatico no reator e Fq; € o fator de diluigéo.

2.5 Planejamento experimental

A metodologia de superficie de resposta, que tem como base o
planejamento experimental (Rodrigues e lema, 2009), foi empregada para
otimizar as concentragcdes de substrato para melhor producdo da enzima
CGTase por células imobilizadas, utilizando farinha de mandioca e milhocina,

em fermentacdo submersa. Assim, foi construida uma matriz de planejamento



fatorial 22, por meio do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR),

resultando em 11 ensaios, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Delineamento composto central rotacional 22 para producdo da
enzima CGTase por B. trypoxylicola SM-02 imobilizado, usando farinha de
mandioca e milhocina como variaveis independentes em fermentacio
submersa.

Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaios X1 X2 Milhocina Farinha de mandioca

(9) (9)
1 -1 -1 0,2 1,0
2 +1 -1 0,5 1,0
3 -1 +1 0,2 4,0
4 +1 +1 0,5 4,0
5 -1,41 0 0,14 2,5
6 +1,41 0 0,56 2,5
7 0 -1,41 0,35 0,5
8 0 +1,41 0,35 4,5
9 0 0 0,35 2,5
10 0 0 0,35 2,5
11 0 0 0,35 2,5
12 0 0 0,35 2,5

Este modelo é representado por uma regressao polinomial de segunda

ordem, Eq.(1):

2 2
y = b0 + b1X1 + b2X2 + b12X1X2 + an .t b22X 5 (1)

onde: y é a resposta predita da atividade de CGTase; X; e X> sdo as formas

codificadas (milhocina e farinha de mandioca, respectivamente); by refere-se ao



ponto de intersegcédo; b; e b, sdo coeficientes lineares; bjy» coeficiente de

interacao dupla; by; € bss sdo coeficientes quadraticos.

Os niveis das variaveis estudadas foram calculados na forma codificada,
utiizando para cada planejamento experimental a seguinte equacdo de
codificacao:

— (X_Xo)

Xn
X, -X,

(2)

+1

onde: X, é o valor codificado; X é o valor real da variavel independente; X, o
valor real do ponto central; X,; € o valor do nivel superior; X.; € o valor do nivel

inferior.

3. Resultados
3.1Gendmica comparativa

A busca por genes que codificam homélogos da CGTase foi realizada
em 2.076 genomas completamente sequenciados de espécies/cepas
distribuidas em 918 géneros procariéticos (Tabela 5). Dentre os
géneros/espécies amostrados, 19,5/29,6% nao possuem nenhum dominio de
CGTase conservado, cerca de 35/30% possuem apenas um dominio
conservado, 43/38% dois dominios conservados, cerca de 1,0/1,0% trés
dominios conservados e apenas 1,4/1,2% possuem 0 conjunto com os quatro
dominios conservados. A CGTase 1, que contém cinco dominios, foi

encontrada em espécies de Archaea e em bactérias Gram-positivas e a



CGTase 2, que possui quatro dominios, foi encontrada tanto em espécies de

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Tabela 6).

Tabela 5. Diversidade de procariotos com genoma totalmente sequenciado
amostrados no estudo. Dado recuperados do banco de dados do NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov), atualizados em janeiro de 2017.

Dominio Filo Classe Sigla :t\mo strage’m.
(género/espécie)
Archae Crenarchaeota Thermoprotei CT 20/391
Euryarchaeota ? EU 1/2
Archaeoglobi EA 4/9
Halobacteria EH 21/38"
Methanobacteria EMB 5/12
Methanococci EMC 4/13
Methanomicrobia EMM 17/31
Methanopyri EMP 1/1
Thermococci ETC 3/18
Thermoplasmata ETP 6/9
Korarchaeota ? KO 1/1
Thaumarchaeota ? TH 2/5
Nitrososphaeria THN 2/2
Nanoarchaeota ? NA 2/2
Bacteria Firmicutes Bacilli FB 42/215"
Clostridia FC 54/117"
Erysipelotrichia FE 5/5
Limnochordia FL 1/1
Negativicutes FN 6/9
Tissierellia FT 1/1
Tenericutes Mollicutes ™ 7/64
Actinobacteria Actinobacteria ACT 113/260"?
Coriobacteriia ACC 7/8
Rubrobacteria ACR 1/2
Cyanobacteria ? cY 28/372
Oscillatoriophycideae CcYo 2/2
Gloeobacteria CYG 1/22
Aquificae Aquificae AQ 8/10
Chloroflexi Anaerolineae CHA 1/1
Chloroflexi CH 5/82
Dehalococcoidetes CHD 2/5
Thermomicrobia CHT 2/2
Deinococcus/Thermus Deinococci DE 6/22
Acidobacteria Acidobacteriia AD 6/8
Planctomycetes Planctomycetia PL 7/7
Thermotogae Thermotogae TH 9/20
Bacteriodetes ? BA 3/3
Bacteroidia BAD 13/28
Chitinophagia BAH 1/1
Cytophagia BAY 20/26
Flavobacteriia BAF 35/49

Tabela 5. Continuacgéo...



Amostragem

Dominio Filo Classe Sigla N o
(género/espécie)

Verrucomicrobia ? VE 2/3
Opitutae VEO 3/3
Spartobacteria VES 1/1
Verrucomicrobiae VEV 2/2
Dictyoglomi Dictyoglomia DC 1/2
Elusmicrobia ? EL 1/1
Elusimicrobia ELS 1/1
Endomicrobia ELD 1/1
Nitrospirae Nitrospira NI 4/6
Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes GE 2/2
Synergistetes Synergistia SY 6/6
Deferribacteres Deferribacteres DF a4/4
Chrysiogenetes Chrysiogenetes CH 1/1
Fibrobacteres Fibrobacteria Fl 1/1
Thermodesulfobacteria Thermodesulfobacteria TD 3/4
Chlamydiae Chlamydiae (@Y 4/13

Spirochaetes Spirochaetia SP 10/44
Caldiserica Caldisericia CD 1/1
Armatiomonadetes Fimbriimonadia AF 1/1
Ignavibacteriae Ignavibacteria IG 2/2
Microgenomates ? Ml 1/1
Parcubacteria ? PR 1/1

Proteobacteria Deltaproteobacteria PD 38/65 2

Epsilonproteobacteria PE 11/43

Alphaproteobacteria PA 110/246
Betaproteobacteria PB 68/167
Gammaproteobacteria PG 142/3272

1 CGTase com cinco dominios; 2 CGTase com quatro dominios.

Tabela 6. Distribuicdo das regides conservadas da enzima CGTase, nos
géneros/espécies amostrados.

Dominios conservados Género (%) Espécie (%)

Amyac_A 34,1 29,7
CBM20 0,1 0,1

IPT 0,5 0,2
Amyac_A e malt_amylase 41,1 37,0
Amyac_A e CBM20 1,9 1,0
Amyac_A, malt_amylase e CBM20 — CGTase2 1,1 0,7
Amyac_A, malt_amylase e IPT 0,3 0,5
Amyac_A, malt_amylase, IPT e CBM20 — CGTase1 1,4 1,2
Nenhum dos sitios conservados 19,5 29,6

A CGTase ndo esta amplamente distribuida nos filos procariéticos analisados,

sendo encontrada somente em espécies dos Filos Crenarchaeota e



Euryarchaeota (Dominio Archaea), Firmicutes e Actinobacteria (filos de
bactérias Gram-positivas), Cyanobacteria e Proteobacteria (filos de bactérias

Gram-negativas) (Tabela 7).

Tabela 7. Genbmica comparativa dos procariotos com genoma completo e
incompleto. Os valores indicam a quantidade de género/espécie que apresenta
o gene da CGTase. Linhas vazias indicam auséncia do gene.

CGTase
Genoma Genoma
Dominio Classificacao completo incompleto
CT 1/1
Archaea EH 2/2
ETC 1/1
. FB 4/12 2/26
Bacteria — Gram-
positiva FC 3/6 3/5
ACT 3/6
cYy 4/4
Bacteria — Gram- CYG 1/2
negativa PD 1/1
PG 2/2 1/1

3.2Sequenciamento do gene que codifica a CGTase de Bacillus trypoxylicola
SM-02

A montagem dos reads oriundos do sequenciamento dos produtos de
PCR produziu um contig de 2.628 bases. Este contig inclui toda a regiao
codante do gene da CGTase do B. tripoxylicola SM-02, que possui 99%/99%
de identidade/similaridade com a sequéncia de nucleotideos/sequéncia de
aminoacidos da CGTase de B. trypoxylicola (WP_061949393.1), conforme
comparacao feita usando o programa BLASTN e BLASTX.

A sequéncia de aminoacidos da CGTase de B. trypoxylicola SM-02 tem
40,5% de GC e contém todos os dominios presentes nas CGTases

caracterizadas experimentalmente, conforme andlise realizada com o programa



CD-search disponivel no site do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.qgov/Structure/cdd/wrpsb.cqgi).

3.3 Filogenia molecular das CGTases procarioticas

Para confeccéo da arvore filogenética foram recuperadas 60 sequéncias
de nucleotideos, que codificam proteinas homdélogas a CGTase 1 e 15 da
CGTase 2. As CGTases do banco de dados CAZY sao caracterizadas em a, 8
e y-CGTase. Assim, foram encontradas CGTases no grupo de Archaea,
bactérias Gram-positivas, em especial no género Bacillus e em bactérias Gram-

negativas

A arvore filogenética (Figura 2) das espécies que produzem a enzima
CGTase evidencia que a maioria dos microrganismos analisados produzem -
CGTase e poucas espécies produzem a- e y-CGTase. Além disso, as espécies
que produzem y-CGTase estdo juntas no mesmo grupo e o B. trypoxylicola
SM-02 agrupou-se com espécies que produzem B-CGTase. As espécies que
produzem homologos de CGTase com quatro dominios foram agrupadas na

parte inferior da arvore.
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Figura 2 - Arvore filogenética de maxima verossimilhanca da enzima CGTase.
Letras em caixa baixa no inicio da cepa indica o tipo de CGTase produzida: a =
a-CGTase; b = B-CGTase; g = y-CGTase. O circulo preto indica a localizacao
do B. trypoxylicola SM-02 e o contorno azul indica a localizagado das cepas com
CGTase de apenas quatro dominios.

3.4 Producio da CGTase por fermentagéo

Os substratos derivados da mandioca foram os que apresentaram o0s
melhores resultados. A maior atividade enzimatica foi observada utilizando a

farinha de mandioca, que foi cerca de 40% maior do que a casca de mandioca.

(Figura 3).
Atividade Enzimatica
400 370,88+%
350 \Q
.
é 200 \ \
100 \ 58,58 ¢ \
DR \ NI N

Figura 3. Producdo da enzima CGTase por fermentacdo submersa em
diferentes substratos. Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, letras
diferentes indicam diferencas estatisticas.

A partir desses resultados, foi escolhido o meio A, contendo farinha de

mandioca para producdo da enzima utilizando o microrganismo imobilizado em

alginato de célcio.



Os pellets contendo células imobilizadas do B. trypoxylicola SM-02,
foram inoculados no meio A, porém, apds 20 minutos de incubacao em B.O.D a
35 °C, houve ruptura dos mesmos, liberando as células para o0 meio. Assim,
foram testados meios de cultivo utilizando como base a farinha de mandioca,
associada com outros nutrientes para producéo da enzima utilizando as células

imobilizadas de B. trypoxylicola SM-02.

Dos oito meios testados para producdo de CGTase utilizando o
microrganismo imobilizado, pode-se verificar que 0 meio composto por farinha
de mandioca, milhocina, manipueira e NaOH (FMMaN), se destacou com

producao média de 30,44 U/mL, em 96 h (Figura 4).

Atividade enzimatica
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Figura 4. Atividade enzimética (U/mL) para cada meio testado, utilizando
células do B. trypoxylicola imobilizadas, com teste de Scott-Knott, ao nivel de
5% de probabilidade (letras diferentes indicam diferencas estatisticas).

E possivel inferir que nos meios em que a manipueira foi associada com

o NaOH (FMMaN e FMaN) a produ¢ao da enzima foi maior, quando comparada



aos meios onde utilizou-se o tampao Tris-HCI nas mesmas condi¢cdes (FMMaT

e FMaT).

Na Figura 5 é possivel observar o melhor tempo para producdo da
enzima no meio FMMaN com o microrganismo imobilizado, com atividade

enzimatica de 39,02 U/mL em 96 h.
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Figura 5. Otimizacao do tempo de producdao da CGTase pelo B. trypoxylicola
SM-02 imobilizado em alginato de célcio a 2%.

3.5 Otimizacdo da producdo de CGTase utilizando DCCR 22

Baseado nos resultados com os diferentes meios de cultivo, foi

selecionado o meio FMMaN para a otimizacao da atividade enzimatica.

A maior atividade enzimatica foi observada no ensaio 1 (0,2 g de
milhocina e 1,0 g de farinha de mandioca), com 166,64 U/mL, seguida do
ensaio 8 (0,35 g de milhocina e 4,5 g de farinha de mandioca), com 70,64

U/mL, ambos ap6s 96 horas de cultivo (Tabela 8).



Tabela 8. Matriz do planejamento experimental da produgéo enzimatica por B.
trypoxylicola SM-02 imobilizado em alginato de calcio, em fermentacao
submersa e valores das variaveis independentes usados no DCCR (milhocina e
farinha de mandioca).

Variavei o .
Ensaio co:ifiaca%:s Variaveis reais Atividade enzimatica
s X1 X2 Milhocina Farir_Iha de (U/mL)
(9) mandioca (g)
1 -1 -1 0,2 1,0 166,64
2 1 -1 0,5 1,0 16,30
3 -1 1 0,2 4.0 17,21
4 1 1 0,5 4,0 6,34
5 -1,41 0 0,14 2,5 12,68
6 1,41 0 0,56 2,5 7,52
7 0 -1,41 0,35 0,5 11,77
8 0 1,41 0,35 4,5 70,64
9 0 0 0,35 2,5 7,70
10 0 0 0,35 2,5 7,70
11 0 0 0,35 2,5 5,89

Estes dados revelaram que para uma quantidade fixa de farinha de
mandioca, o0 aumento da concentracdo de milhocina reduziu a producdo da
enzima CGTase. Isso também ocorreu quando, para um valor fixo de
milhocina, foi elevada a concentragdo de farinha de mandioca, sugerindo que
estes valores sao inversamente proporcionais. Como excecao, a associag¢ao de
0,35 g de milhocina com 4,5 g de farinha de mandioca, foi o Unico caso em
que, comparando uma mesma quantidade de milhocina associada ao aumento

da quantidade de farinha de mandioca, houve maior produgéo de enzima.

Entretanto, apds a anadlise de variancia (ANOVA) (Tabela 9) foi obtido um
baixo valor do F calculado (2,45) comparado ao F tabelado (4,35), indicando

gue o modelo n&o foi significativo ao nivel de confianga aplicado (95%).



Tabela 9. Andlise de variancia (ANOVA) para a producdo de CGTase por B.
trypoxylicola SM-02 imobilizado em alginato de calcio, em fermentacao
submersa utilizando manipueira, farinha de mandioca e milhocina como
substratos.

Fatores GL sQ QM Fc
Regressao 3 12274,93 4091,64 2,45
Residuo 7 11671,76 1667,39
Total 10 23946,69

Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade; R?: 0,5126; Fi: 4,35

Outros delineamentos foram realizados, porém o valor do R2 foi muito
baixo, evidenciando a dificuldade em reproduzir o experimento utilizando as

células imobilizadas.

4. Discussao

4.1 Genbmica comparativa

A amostragem dos filos apresenta distribuicdo desigual, onde alguns
grupos taxonémicos sdo bem representados enquanto outros ndo. Além disso,
poucos grupos taxondmicos contém espécies com o gene que codifica a

enzima CGTase, como pode ser observado na Tabela 5.

A CGTase 2, com auséncia do dominio IPT, foi mais encontrada em
espécies de bactérias Gram-negativas. Em nenhuma cepa da mesma espécie
foram encontrados os dois tipos de CGTase, indicando que 0 mesmo genoma
nao codifica os dois tipos da enzima. O Unico filo onde se encontrou espécies
que produziam CGTase 1 ou CGTase 2 foi o Filo Actinobacteria, sendo entao
promissora a prospeccao de espécies deste filo no estudo da evolucédo da

CGTase. As espécies bacterianas com genes homodlogos a CGTase 2



formaram um grupo na parte inferior da arvore filogenética, indicando que este

tipo de enzima teve origem semelhante na evolucdo destes microrganismos.

Os dominios que estao presentes em CGTases foram encontrados em
outras enzimas, mas estas ndo necessariamente descritas como CGTases. As
enzimas da familia a-amilase exibem, em geral, grau muito baixo de
similaridade. Entretanto, elas contém varias regides conservadas bem definidas
em suas sequéncias de aminoacidos que sao altamente conservados
(Janecek, 1997). As a-amilases geralmente apresentam uma estrutura com trés
dominios. Porém, a CGTase é mais complexa e possui dois dominios
adicionais na regiao C-terminal denominados dominio D e dominio E. O
dominio D, também conhecido como dominio IPT, tem funcdo ainda
desconhecida, ja o dominio E (CBM20) tem a capacidade de se ligar e
degradar o granulo bruto do amido e esta presente em aproximadamente 10%

das enzimas amiloliticas (Janecek; Svensson; MacGregor, 2003).

No presente estudo, cerca de 70% das espécies de microrganismos
amostradas apresentaram pelo menos uma das regides conservadas de
enzimas amiloliticas. E espécies de pelo menos 22 Filos possuem o dominio
Amyac_A, que representa os dominios A e B (dominio catalitico) da
superfamilia das a-amilases, indicando a producdo destas enzimas por
aproximadamente 58% das espécies amostradas. Enquanto que a CGTase foi

encontrada em espécies de apenas 8 Filos.

De acordo com Janecek (1997) ha uma relacdo evolutiva entre a-
amilase e CGTase, 0 que sugere que sao grupos proéximos da familia 13. As

funcdes das duas enzimas sao similares, diferindo apenas no segundo estagio



da reacdo catalitica. Além disso, tracos caracteristicos de CGTases estao

presentes nas sequéncias de a-amilases.

A CGTase de B. trypoxylicola SM-02 esta filogeneticamente relacionada
com aquela do grupo de espécies que produzem B-CGTase, sugerindo que
esta cepa também produz majoritariamente este tipo de enzima. O
sequenciamento realizado € mais uma evidencia da proximidade filogenética
do B. trypoxylicola SM-02 com o B. trypoxylicola, tanto pela identidade da
sequéncia como pelo fato de ter conseguido amplificar fragmentos ancorando
primers nos genes que flagueiam a CGTase de B. trypoxylicola. O fato de ter
conseguido amplificar esses fragmentos significa que sdo os mesmos genes
que flagueiam a CGTase de B. trypoxylicola SM-02, o que mostra que existe
sintenia nessa regido do genoma de B. trypoxylicola SM-02 com o B.
trypoxylicola. A topologia da arvore do gene 16S (Figura 6) construida por
Coelho et al. (2016) nao é congruente com a topologia da arvore das CGTases,
indicando que elas ou foram seletivamente perdidas/mantidas ou adquiridas

por transferéncia horizontal.
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Figura 6. Relacéo filogenética entre o Bacillus sp. SM-02 e outras espécies do
género Bacillus, utilizando o rRNA 16S. Fonte: Coelho et al., 2016.

A filogenia mostrou ainda, que a maioria das espécies caracterizadas
produzem o tipo B-CGTase enquanto poucas espécies produzem a- e y-
CGTase. Por este motivo o custo de produgéao da p-CD é menor e a utilizacao
deste tipo de CD nas industrias € maior. Como afirmam Saokham e Loftsson
(2017), a B-CD é a CD mais utilizada em produtos industriais, correspondendo
a cerca de 70% da producao global de CD, enquanto a-CD é de cerca de 15%

e y-CD é de cerca de 5%.

A y-CGTase foi verificada em apenas trés espécies sendo todas do
género Bacillus e o agrupamento dessas espécies indica similaridade na
sequéncia de aminoacidos que codifica esta enzima. De acordo com Kelly;

Dijkhuizen; Leemhuis (2009), no subsitio-3, posicado 47, esta presente um



residuo de treonina para y-CGTase, que difere de outros residuos presentes
em a- e B-CGTase; além disso, 0 loop entre a posigcdo 87 — 93 € mais curto,
proporcionando assim mais espaco para formacdo de uma CD mais larga

durante o processo de ciclizacao.

4.2 Producéao de CGTase

Os produtos a base de farinha de mandioca sao abundantes no Brasil,
especialmente no estado da Bahia, que € um dos maiores produtores de
mandioca do pais (Fiorda et al., 2013). Além dos produtos para 0 consumo, as
industrias de processamento de mandioca, mesmo as menores unidades,
como as casas de farinha, geram residuos sélidos (cascas, entrecasca e
bagacgos) e liquidos (manipueira), sendo que todos tém amido em suas
composigdes com teores variaveis. O teor de amido na farinha de mandioca
atinge valores acima de 82% (Dias; Leonel, 2006) e no residuo da casca de
mandioca, incluindo cascas, entrecascas e pontas de raizes, é de 58,1%
(Caldas Neto et al., 2000). Esses dados explicam a diferenca da atividade

enzimatica observada entre os substratos farinha e casca de mandioca.

Nas formulacées de meios de cultura, o uso tradicional de fontes de
carbono e nitrogénio comerciais gera custos elevados na producao industrial de
enzimas. Com isso, diversas pesquisas sdo conduzidas para a producdo de
enzimas, utilizando residuos ou substratos das agroindustrias, de menor custo,
visando a substituicdo das fontes convencionais de carbono e nitrogénio,
aumentando a viabilidade econémica da produgdo de enzimas em escala

comercial (Damaso; Andrade; Pereira Jr., 2000).



Por apresentar baixo custo e alto teor de amido, os produtos e residuos
da industria de processamento de mandioca sdo muito utilizados como
substratos alternativos para produgdao de CGTase, sendo uma das fontes que
apresenta melhor custo beneficio para potencial uso industrial. Cucolo et al.
(2006), utilizaram diferentes fontes de amido e verificaram maior produgédo da
enzima B-CGTase em polvilho doce (fécula de mandioca). Peixoto (2015) e
Coelho et al. (2016), estudando a producao de B-CGTase por Bacillus sp. SM-
02 obtiveram elevadas producdes da enzima em casca de mandioca e farinha

de mandioca, respectivamente.

Além disso, muitos residuos agroindustriais causam poluicdo ambiental
e um dos residuos oriundos do processamento da mandioca, a manipueira, é
um exemplo de residuo toxico, devido a presenca de cianeto, cujo excedente é
frequentemente lancado em corpos d’agua. A manipueira € definida como a
agua de constituicao da raiz ou suco celular, misturada as aguas de lavagem
das raizes, que é gerada no momento da prensagem da massa ralada para a
fabricacdo da farinha de mesa ou extracdo da fécula. Contém todos os
componentes sollveis presentes na raiz, inclusive com um teor residual de
acucares na ordem de 20 a 40 g/L (Wosiacki; Cereda, 2002; Botelho;
Poltronieri; Rodrigues, 2009). Além disso, a manipueira apresenta alto teor de
nitrogénio, potassio, calcio e magnésio, além de ferro, cobre, manganés e zinco
em menor quantidade (Garcia et al., 2014). Coelho et al. (2016), em estudo
realizado para caracterizacdo de CGTase produzida por Bacillus sp. SM-02,
verificaram que a presenca de Mg®*, Ca®*, K* e Na* estimularam a atividade
desta enzima. Esses dados explicam as maiores producdes da CGTase nos

meios suplementados com a manipueira.



A milhocina é uma espécie de licor de milho concentrado, residuo
proveniente da industria de moagem Umida do milho. E um substrato de baixo
custo, que pode contribuir para reducédo dos custos na formulacdo de meios de
culturas, pois substitui as fontes convencionais de nitrogénio como o extrato de

levedura e a peptona (Nascimento et al., 2009; Xiao et al., 2011).

De acordo com Chiani et al. (2010) a composicdo da milhocina
compreende proteinas, aminoacidos, vitaminas, agucares redutores, acidos
organicos, minerais e outros nutrientes elementares. Por apresentar rica
constituicdo nutricional, este residuo tem sido usado com sucesso em uma
variedade de processos fermentativos, tal como producdo de celulase
(Nascimento et al., 2009), acido latico (Rivas et al., 2004), pululano (Sharma;

Prasad; Choudhury, 2013), acido hialurénico (Amado et al., 2017), entre outros.

A producdo da CGTase pelas células imobilizadas, depende da
concentracdo das fontes de carbono e de nitrogénio, e por isso a selecao da
melhor concentracdo desses nutrientes € essencial para a producdo desta
enzima, utilizando alginato de calcio como suporte para imobilizagdo. Além
disso, a diminuicao da producao enzimatica ndo € proporcional a redugédo da
concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio do meio (Kunamneni et al.,

2007).

O meio Nakamura e Horikoshi (1976) néo € indicado para producao de
CGTase por células imobilizadas, pois alguns componentes deste meio como
KoHPO4, MgS04.7H.0O e Na,COs provocaram a desintegracao dos pellets. De

acordo com Gombotz e Wee (2012), agentes quelantes como lactato, citrato e



fosfato ou altas concentracdes de ions Na* ou Mg®, removem ions Ca?",

diminuindo a reticulacdo e destabilizando o gel alginato de calcio.

De um modo geral, os resultados mostraram que as células do B.
trypoxylicola SM-02 livres apresentaram maior atividade enzimatica (370,88
U/mL), quando comparadas com as células imobilizadas. Alguns trabalhos na

literatura também relataram maior atividade enzimatica para as células livres

(Tabela 10).

Tabela 10. Producao da enzima CGTase por diferentes cepas de Bacillus livres
e imobilizadas.

. . . Atividade de N
Microrganismo Células CGTase (U/mL) Referéncia
, Livres 88,50
Bacillus - Abdel-Naby et
amyloliquefaciens ~ Imobilizadas em 70.80 al., 2000
alginato de célcio ’
Livres 346,95
Imobilizadas em :
Bacillus circulans agar 249,42 Vassileva etal,
2005
Imobilizadas em 206,56
membrana
Livres 69,00
Bacillus cereus Im_o b|||zadas,erp 44,30
alginato de célcio
NRC7 N Abdel-Naby et
Imobllllzadas em 57 84 al., 2011
quitosana ’
Imobllllzadas em 11,43
agar
Bacillus Livres 370,88 P i
: resente
trypoxylicola SM- " |mopbilizadas em 166,64 trabalho

02 alginato de calcio




O tipo de matriz para imobilizacao das células, as condi¢cdes de agitacao
e a concentracdo inicial do substrato sdo fatores importantes que contribuem

para maior eficiéncia na producao enzimatica (Vassileva et al., 2005).

De acordo com Abdel-Naby et al (2011), a imobilizacado de células em
matriz porosa impde barreiras de difusdo, apresentando problemas que nao
sao encontrados com células livres, por exemplo, reducao da disponibilidade
de nutrientes e oxigénio e /ou acumulo dos produtos dentro dos pellets. Essas
restricbes de difusdo podem exercer um efeito negativo sobre a atividade das

células imobilizadas.

Por outro lado, as células imobilizadas retém boas taxas de
produtividade da enzima por mais tempo quando comparada com as células
livres. Os primeiros trabalhos descritos na literatura para a producao de
CGTase utilizando o microrganismo imobilizado em alginato de calcio
(Ramakrishna; Jamuna; Emery, 1992; Jamuna et al., 1993) relataram producao
da enzima por 30 e 15 dias, respectivamente. Mais recentemente, Kunamneni
et al. (2007) conseguiram produzir CGTase por aproximadamente 18 dias e

Abdel-Naby et al. (2011) por 20 dias.

Essas informagdes mostram a importancia de se realizar novos
experimentos com células imobilizadas de B. trypoxylicola SM-02 em diferentes
suportes, onde seja possivel associar elevada produtividade com aumento da

estabilidade da enzima.



Consideracoes finais

A partir da andlise filogenética é possivel inferir que a enzima CGTase é
produzida por arqueas, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com maior
namero de representantes do género Bacillus. A distribuicdo desta enzima nos
diferentes filos procariéticos ndo é compativel com a histéria evolutiva das
espécies, sugerindo que o gene que codifica para CGTase foi adquirido por
transferéncia horizontal entre as espécies. B. trypoxylicola SM-02 foi agrupado
com outras espécies que produzem a B-CGTase, sendo assim, é possivel que

este microrganismo também produza majoritariamente este tipo de enzima.

A CGTase produzida a partir da farinha de mandioca apresentou boa
atividade com a utilizacao de células do B. trypoxylicola SM-02, sendo este
substrato, portanto promissor para a producao desta enzima por este isolado.
Entretanto, os resultados obtidos com as células imobilizadas sugerem que
imobilizagcédo leva a diminuicdo da atividade e uma variacao muito grande entre
0S ensaios, mostrando a necessidade de estudos posteriores para melhor
caracterizacdo da producdo desta enzima utilizando 0 microrganismo
imobilizado em alginato de calcio, bem a utilizacdo de outros tipos de suporte

para a imobilizac¢ao.
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