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RESUMO

COELHO, S.L.A. Producédo microbiana de ciclodextrina glicosiltransferase

utilizando amido de araruta e farinha de mandioca como substratos.

Ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) é a enzima responsavel pela
conversdo do amido em ciclodextrinas. Estes maltooligossacarideos ciclicos néao-
redutores apresentam diversas aplicacfes devido a formacdo de complexos de
inclusdo com uma infinidade de substancias de interesse industrial. O presente
estudo teve como objetivo otimizar a producdo de CGTase pelo isolado SM-02
utiizando Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para o
planejamento dos experimentos e superficie de resposta para analise dos
resultados. O screening para isolamento e selecdo do micro-organismo foi
realizado a partir de 8 amostras de solo e 4gua de manipueira de casas de farinha
e de solo de culturas de mandioca de municipios do Recdncavo da Babhia,
utilizando-se a técnica de diluicdo seriada. A cepa SM-02 foi identificada como a
melhor produtora da enzima por meio da medida do halo produzido em placa de
Petri, utilizando meio de cultura especifico, e selecionada para os estudos de
otimizacao utilizando amido de araruta (Maranta arundinacea L.) e farinha de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) como fontes de carbono e milhocina como
fonte de nitrogénio. Para cada fonte de carbono foi realizada uma matriz de
planejamento fatorial do tipo DCCR 22. Nos experimentos com amido de araruta
foi possivel otimizar a producéo da enzima na condicdo de 30,0 g.L™ de amido e
3,5 gL' de mihocina, sendo alcancada a producdo de 989.53 U.mL™ e
produtividade de 51,44 U.mL*.g*. Com farinha de mandioca, a producdo da
CGTase foi otimizada na condicdo de 25,0 g.L* e 3,5 g.L™* de milhocina, com
producdo maxima de 1.087,99 U.mL™? e produtividade de 67,07 U.mL™.g*. Os
resultados indicam que a cepa SM-02, bem como os substratos utilizados, séo

promissores para a producéo de CGTase.

Palavras-chave: ciclodextrinas, otimizacdo, substratos agroindustriais, micro-

organismos



ABSTRACT

COELHO, S.L.A. Microbial production of cyclodextrin glycosyltransferase

using arrowroot starch and cassava flour as substrates.

Cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) enzyme is responsible for the conversion
of starch to cyclodextrins. These non-reducing cyclic maltooligosaccharides present
several applications due to the formation of inclusion complexes with several
substances of industrial interest. This study aimed to optimize the production of
CGTase by the isolated SM-02 applying Central Composite Rotational design (CCR)
for the planning of experiments and response surface methodology to analyze the
results. The screening to isolation and selection microorganism was realized from 8
samples of soil and cassava wastewater (manipueira) from cassava flour mills and
soil of cassava growing from municipalities of Reconcavo of Bahia, using the serial
dilution technique. The isolated SM-02 was identified as the best production of the
enzyme by measuring the halo produced in Petri dishes using specific culture
medium and selected for optimization studies using starch arrowroot (Maranta
arundinacea L.) and cassava flour (Manihot esculenta Crantz) as carbon sources and
corn steep liquor as nitrogen source. For each carbon source was utilized an array of
factorial design CCR 22. In experiments with arrowroot starch was possible to
optimize the production of the enzyme in the condition of 30.0 g.L™ of arrowroot
starch and 3.5 g.L™! of corn steep liquor, reaching the yield of 989.53 U.mL™" and
productivity of 51.44 U.mL™.g™ . With cassava flour, the production of CGTase was
optimized on the condition of 25.0 g.L™* and 3.5 g.L™* of corn steep liquor, with yield of
1087.99 U.mL™ and productivity of 67.07 U. mL™.g*. The results indicate that the
SM-02 strain and the substrates are promising for producing CGTase by fermentative

processes.

Keywords: cyclodextrins, optimization, agroindustrial substrates, microorganisms
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1 INTRODUCAO

O mercado mundial de enzimas de origem microbiana de interesse
industrial e ambiental tem se desenvolvido exponencialmente nos dltimos anos.
Este fato est4 diretamente relacionado a grande capacidade destas enzimas de
atuar sobre uma imensa variedade de substratos, modificando a estrutura dos
mesmos e, desta forma, gerando produtos de maior valor agregado com menor
gasto energético, ao mesmo tempo em que gera menor quantidade de residuos
ou subprodutos indesejaveis. Em vista disto, as enzimas microbianas tém sido
largamente estudadas e melhoradas, bioquimica e/ou geneticamente, com o
intuito de ampliar sua aplicagéo biotecnoldgica (GUBITZ; CAVACO-PAULO, 2003;
GUBITZ; CAVACO-PAULO, 2007).

Inevitavelmente, o sucesso de diversos processos industriais, clinicos e
ambientais, do ponto de vista da enzimologia, depende do conhecimento
detalhado a respeito do comportamento das enzimas (ASGHER et al., 2008). Em
comparacdo com 0S meétodos quimicos convencionais, 0S pProcessos
biotecnologicos que empregam enzimas microbianas exibem caracteristicas
econdbmicas e operacionais que conferem mais vantagens como menor gasto
energético, menor producédo de residuos e menor tempo de operagdo, por meio
de processos fermentativos bem estabelecidos (AEHLE, 2007). Além disso, a
engenharia genética dispde de ferramentas capazes de controlar e modificar os
micro-organismos, ampliando a possibilidade de manipular rotas metabdlicas,
com o objetivo de expandir a utilizacdo de fontes de carbono durante a
fermentacdo, conferindo o aumento da capacidade de producdo enzimatica
(HASUMANA et al., 2012). Neste contexto, a tecnologia enzimatica vem
ganhando uma nova roupagem desenvolvendo-se em torno de varias pesquisas
que seguem desde o dominio das técnicas de fermentacdes convencionais até os
campos mais complexos relacionados a engenharia genética, computacional e
protedbmica.

Uma vasta gama de enzimas tem sido estudada para fins biotecnolégicos,
dentre elas, a ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) vem recebendo destaque
devido a ampla aplicabilidade do seu principal produto de reagédo, as

ciclodextrinas (CDs).



A CGTase (EC 2.4.1.19) é uma enzima microbiana, responséavel por
converter o amido em um tipo de agucar ciclico denominado ciclodextrina, atraves
das reacdes de ciclizacédo, acoplamento e desproporcionamento (BENDER, 1986;
TONKOVA, 1998). Desde que foram acidentalmente descobertas por Villiers, em
1891, as ciclodextrinas vém sendo frequentemente investigadas. A formacao de
complexos de inclusdo ndo especificos com uma infinidade de substancias, que
naturalmente tém suas propriedades alteradas durante a fase de complexacéo,
faz das ciclodextrinas excelentes candidatas a diversas aplicacdes industriais
como uma alternativa de melhorar as caracteristicas fisico-quimicas das
moléculas-héspedes (VENTURINI et al., 2008). Dentre os campos industriais que
tém investido na aplicabilidade das ciclodextrinas destacam-se as industrias
farmacéuticas, alimenticias, téxteis, de cosméticos, de produtos agroquimicos, de
bioconverséo e fermentacao (SINGH et al., 2002; SZENTE; SZEJTLI, 2004; DEL
VALLE, 2004; BREWSTER; LOFTSSON, 2007; VENTURINI et al., 2008; ASTRAY
et al., 2009; ANDREAUS et al., 2010).

Apesar de vérias linhagens de bactérias produtoras de CGTase ja terem
sido isoladas de diversos ambientes diferentes (FERRAROTTI et al., 1996; TIEN,
2001; KHAIRIZAL, 2002; ALVES-PRADO et al., 2006; MORIWAKI et. al., 2007;
MENOCCI et al., 2008; ATANASOVA et al., 2008; SEHNEM et al., 2010), solos do
Estado da Bahia, Brasil, ainda carecem de estudos voltados para o isolamento de
micro-organismos com potencial biotecnoldgico direcionado a producdo desta
enzima. Solos de cultivos que contém amido como a mandioca (Manihot
esculenta Crantz), araruta (Maranta arundinacea L.), milho (Zea mays L.), soja
(Glycine max L.), batata (Solanum tuberosum L.), sorgo [Sorghum bicolor (L.)
Moench], entre outras, provavelmente aumentam as possibilidades de presenca
de bactérias produtoras de CGTase, consequentemente, facilitando o seu
isolamento.

Apesar da exceléncia irrefutavel das ciclodextrinas, sua aplicabilidade
ainda sofre restricdes devido ao alto custo de producdo desta enzima e, por esta
razdo, estudos focando a producéo da CGTase a partir do emprego de substratos
de baixo custo tornaram-se essenciais. Existe um numero relevante de trabalhos
gue buscam otimizar a atividade da CGTase, estabelecer condi¢cdes de reacao,

desenvolver méetodos de purificacdo da enzima e recuperacao de ciclodextrinas.



Além disso, pesquisas direcionadas a busca por substratos amilaceos de baixo
custo de origem agroindustrial ttm sido focadas com o objetivo de baratear o seu
custo de producdo em escala comercial (KIM et al.,, 1997; MAHAT et al., 2004,
IBRAHIM et al., 2005; ZAIN et al., 2007; AI-NOI et al., 2008). Neste contexto, 0
amido extraido de tuberosas tropicais como a mandioca e a araruta é um forte
candidato a se tornar uma boa fonte de carbono para crescimento de bactérias
produtoras de CGTase. Sao produtos agroindustriais que produzem amido de
excelente qualidade, além de conferir a vantagem de ser facilmente obtido com
baixo custo. Assim, o presente estudo teve como objetivo otimizar a producéo de
CGTase pela bactéria SM-02 aplicando Delineamento Composto Central

Rotacional (DCCR) e superficie de resposta.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Amido

O amido (CsH1005)n, polissacarideo sintetizado nos plastidios de plantas
superiores, apresenta-se nos vegetais sob a forma de granulos intracelulares
formados durante a assimilacdo da fotossintese, nos quais constituem depdésitos
de reserva de carboidrato (REGULY, 1996). Possui diversas aplicacfes industriais
que dependem de suas propriedades fisico-quimicas e funcionais exclusivas,
ligadas a origem boténica da qual foi extraido (LEONEL e CEREDA, 2007). Tanto
o amido em estado bruto ou nativo quanto o modificado desempenha um papel
extraordinario na industria de alimentos devido as suas propriedades energéticas.
Além disso, estd envolvido em processos de producdo de biomateriais e
largamente aplicado nas industrias cosmética e farmacéutica (FERRARI et al.,
2005).

Em sua forma nativa, o amido ainda possui pouca aplicacédo industrial,
limitando-se apenas a agir como agente espessante ou ligante. Entretanto, suas
propriedades fisico-quimicas podem ser facilmente alteradas através de
processamentos sofisticados, para que desenvolvam caracteristicas que atendam
as necessidades das induastrias, expandido seu rol de aplicacdes (JOBLING,

2004). Por outro lado, o modo como geralmente o amido € processado, por meio



do uso de agentes quimicos, dificulta a sua comercializagdo e, subsequente
aplicacdo em alimentos, ja que o mercado alimenticio reconhece este produto
como um aditivo, contradizendo as tendéncias mundiais de consumo de produtos
naturais (FERRARI et al., 2005).

O amido é originado a partir do processamento de sementes, raizes,
raizames e tubérculos de diversas plantas tropicais, equivalendo a reserva mais
abundante de carboidrato, cerca de 16-24% (HOOVER, 2001; JOBLING, 2004).
Destacam-se como principais fontes de amido raizes e tubérculos como mandioca
(Manihot esculenta Crantz), batata (Solanum tuberosum L.), batata-doce
(Ipomoea batatas L.), grdos como a soja (Glycine max L.) e cereais como o milho
(Zea mays L.), o arroz (Oryza sativa L.) e o trigo (Triticum aestivum L.). A
possibilidade de extracdo de amidos de outras fontes menos usuais tem sido
estudada devido ao alto teor de amido que apresentam, como € o caso da araruta
(Maranta arundinacea L.), sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench], mandioquinha-
salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft), gengibre (Zingiber officinale Roscoe),
inhame (Dioscorea alata L.), além de outras fontes (SILVA; CABELLO, 2006;
APLEVICZ, 2006; PIRES, 2005; PERONI et al., 2006).

O amido € um polissacarideo de composicao relativamente simples,
organizado em um arranjo estrutural composto por dois polimeros, a amilose e a
amilopectina. A amilose, que constitui de 14% a 27% da molécula do amido, € um
polimero essencialmente linear, solivel em agua, formado por unidades de

glicose ligadas entre si por ligagdes do tipo a-1,4 (Figura 1).
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Figura 1. Seccao da amilose destacando as ligagbes do tipo a-1,4 entre as unidades de glicose.
Fonte: Madihah et al. (2001).



A amilopectina (Figura 2) constitui a maior parte da composi¢cao do amido,
73% a 86%. E formada por inUmeras cadeias curtas de a-1,4 glicanas ancoradas
entre si por ligacbes do tipo a-1,6, formando um arranjo altamente ramificado
(BOBBIO e BOBBIO, 2001; JOBLING, 2004). A proporcdo de amilose e
amilopectina depende da origem da planta da qual o amido foi extraido (REGULY,
1996; AEHLE, 2007). O amido da mandioca, por exemplo, possui em sua
constituicdo aproximadamente de 16,7 — 20% de amilose e 80 — 83,3% de
amilopectina (BOBBIO e BOBBIO, 2001). JA4 na constituicdo das raizes de
araruta, Leonel et al. (2002) encontraram aproximadamente 24% de amilose e
76% de amilopectina. A porcentagem de amilose e amilopectina € um fator que
deve ser considerado durante o processo de formacdo de ciclodextrinas, pois,
segundo Szerman et al. (2007), o alto percentual de amilose em relacdo a
amilopectina interfere drasticamente na formacdo de ciclodextrinas, levando a

baixas taxas de rendimento.
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Figura 2. Sec¢ao da molécula da amilopectina destacando as ligagdes do tipo a-1,4 e a-1,6.
Fonte: Madihah et al. (2001).

A combinacdo de enzimas amiloliticas que atuam nas ligacdes a-1,4 e a-
1,6 é capaz de modificar a estrutura do amido promovendo a sua degradacéo
(VAN DER VEEN et al.,, 2000a). A ciclodextrina glicosiltransferase € uma das

enzimas que possui este modo de atuacdo, promovendo a hidrélise das ligacbes



O-glicosidicas e uma subsequente cascata de reacdes especificas do tipo intra- e

intermolecular para a formacéo da estrutura ciclica da molécula de ciclodextrina.

2.1.1 Amido da araruta

A araruta (Maranta arundinacea), pertencente a familia das marantaceas,
€ uma planta herbacea perene, originaria de regides tropicais da América Latina,
encontrada em florestas venezuelanas, em sua forma nativa (Figura 3a). No
Brasil, existe trés cultivares de importancia econdmica: a crioula, a banana e a
comum, sendo esta ultima a mais difundida (LEONEL et al., 2002). Apresenta-se
com casca marrom brilhante, escamosa e caules na forma de rizomas fusiformes
(Figura 3b), dos quais tufos de raizes sdo projetados para o exterior, sendo 0
amido a principal fonte de reserva acumulada em seus rizomas (MONTEIRO e
PERESSIN, 2002). De excelente qualidade, o produto vem ganhando o mercado
internacional, alcancando precos elevados. Ainda assim, a producdo mundial é
irrelevante diante de outras culturas que fornecem o mesmo polissacarideo
(FERRARI et al., 2005). Por considerar a importancia econémica e a qualidade do
amido da araruta, além do fato de que esta espécie botanica vem sofrendo
ameaca de extincdo, desde 2008 a Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola
(EBDA), vinculada a Secretaria de Agricultura, tem promovido a revitalizacdo da
cultura através da producao e distribuicdo de mudas na regido do Recdncavo da
Bahia. Somente em 2012, cerca de 150 pequenos agricultores que tém como
base de sobrevivéncia a agricultura familiar foram capacitados na regido de Cruz
das Almas. O incentivo direcionado ao cultivo da planta tem estimulado a
producéo da fécula com o objetivo de se elevar a sua comercializacdo em larga
escala, aumentando a competitividade entre agricultores e reduzindo os precos do
produto no mercado, que varia em torno de R$ 15,00 a R$ 20,00 por quilo de
amido (EBDA, 2013).

Ferrari et al. (2005) estudaram o amido da araruta em diferentes estadios
de desenvolvimento da planta e concluiram que a idade da cultura interfere na
composicao fisico-quimica dos rizomas e do polissacarideo extraido, sendo que
plantas de 12 a 14 meses de idade apresentam melhor qualidade do granulo de

amido. Analisando seus rizomas, Leonel et al. (2002) concluiram que estes



apresentam consideravel teor de amido, cerca de 84,3%. A composi¢ao fisico-
quimica, aliada as caracteristicas viscoamilogréaficas do amido de araruta o
enquadra nos parametros de qualidade exigidos pelas indastrias de
processamento, tornando-o apropriado para a producdo em escala comercial
(LEONEL et al., 2002; FERRARI et al., 2005). Caracteristicas como alta
viscosidade de quebra, tornam o amido da araruta pouco resistente a temperatura
e ao atrito mecanico e mais propenso ao rompimento. Além disso, a alta
viscosidade de pico aumenta a capacidade de retencdo de agua antes do
rompimento dos granulos (FERRARI et al., 2005). Sdo caracteristicas que podem
facilitar o acesso de enzimas amiloliticas as cadeias de amilose e amilopectina,
tornando interessante o uso do amido extraido dos rizomas da araruta em
processos fermentativos. As caracteristicas viscoamilograficas do amido de
araruta estdo apresentados na Tabela 1, comparado a outros amidos de

tuberosas tropicais como a mandioca e a batata.

Figura 3. Maranta arundinacea. (a) Planta de araruta. (b) Rizomas de araruta. Fonte: ASBRAER.

Tabela 1. ParAmetros dos viscogramas (Rapid Visco Analyser) do amido de araruta comparado
com os amidos de mandioca e batata.

Viscosidade Temperatura de
Amido Pico Quebra Final Tendéncia a pasta
retrogradacéo (°C)
Araruta 364,1 237,8 206,2 79,8 67,1
Mandioca 247,8 153,1 169,7 74,9 66,7
Batata 753,6 540,2 261,2 47,8 64,8

Fonte: Leonel et al. (2002).



2.1.2 Farinha de mandioca

A familia das euforbidceas engloba uma das culturas mais importantes e
tradicionais da agricultura brasileira, a mandioca (Manihot esculenta Crantz). E
uma planta herbacea largamente cultivada e com diversas finalidades comerciais.
O Brasil se enquadra entre os maiores produtores desta cultura, além de se
destacar como um dos maiores mercados consumidores. De suas raizes
processadas extrai-se 0 amido como principal produto, popularmente conhecido
como fécula, polvilho doce ou goma (Figura 4a). Além deste produto, a farinha de
mandioca (Figura 4b) tem importancia econdmica em diversas regides brasileiras,
em especial, nas regides Norte e Nordeste (DIAS; LEONEL, 2006; CHISTE;
COHEN, 2011).

Estudando a composicdo da farinha comercial obtida de diferentes
cultivares da mandioca, Souza et al. (2008) encontraram variacdes de 8,61 a
12,02% de umidade; 1,60 a 2,71% de fibra alimentar; 0,85 a 2,58% de proteina
bruta; 0,21 a 1,91% de lipidios; 0,38 a 0,93% de cinzas e 83,34 a 88,36% de
carboidratos totais. As diferencas observadas entre farinhas de mandioca
comercializadas ocorrem devido a fatores como genétipo, clima, idade da planta,
ponto de colheita, solo, variabilidade genética, matéria-prima e método de
processamento das raizes. O elevado teor de amido da farinha de mandioca é

considerado um fator interessante em processos fermentativos com enzimas

amiloliticas.

Figura 4. Manihot esculenta. (a) Raizes de mandioca. (b) Farinha de mandioca.



2.2 Ciclodextrina glicosiltransferase

Ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) € uma enzima extracelular que
catalisa a hidrélise das ligagbes glicosidicas a-1,4 (Figura 5) e a subsequente
reacdo de transglicosilacdo intramolecular (ciclizagdo) e intermolecular
(desproporcionamento e acoplamento) de a-1,4-glicanas. A CGTase € uma
hexosiltransferase, pertencente ao grupo das transferases e da superfamilia 13
das a-amilases (STAM et al, 2006). Dentro deste grupo, existem poucas enzimas
transferases e a CGTase é a mais conhecida, sendo classificada juntamente com
outros membros da familia a-amilase devido a sua atividade hidrolitica, ainda que
seja fraca (JANECEK, 1997). Todos os membros desta familia compartilham
caracteristicas comuns, tais como: (i) atuam em ligacdes O-glicosidicas,
produzindo mono ou oligossacarideos a-anoméricos a partir da acéo de hidrolise
e/ou formando novas ligagbes glicosidicas do tipo a-1,4 ou a-1,6 por meio da
reacdo de transglicosilacdo; (i) apresentam uma estrutura (B/a)s-barril; (iii)
apresentam uma sequéncia primaria com quatro regides altamente conservadas,
contendo todos os aminoacidos essenciais para a catalise; (iv) apresentam trés
grupos de acidos carboxilicos, sendo um residuo de acido glutamico (Glu) e dois
residuos de &cido aspartico (Asp), os quais sao essenciais a catalise (VAN DER
MAAREL et al., 2002; JANECEK, 2002).

Figura 5. LigacBes O-glicosidicas do tipo a-1,4 (em vermelho). Fonte: Astray et al. (2009).

A primeira estrutura em 3D da CGTase, revelou que esta é uma enzima
com multidominios, demonstrados na Figura 6 (KLEIN; SCHULZzZ, 1991;
LEEMHUIS et al., 2010). Dos trés dominios cataliticos comuns apresentados por
todos os membros da familia a-amilase, um deles encontra-se em uma dobra

altamente simétrica de oito fitas 3 paralelas. Estdo organizadas em forma tubular
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e cercadas por oito a-hélices, dobradas dentro de uma estrutura caracteristica de
(B/a)g-barril, chamado dominio A. E o dominio mais conservado da familia a-
amilase e apresenta cerca de 300 a 400 aminoacidos. Das oito a-hélices
identificadas, sete regides sdo de sequéncias conservadas nomeadas de | a VIl e,
apesar disso, a similaridade entre as enzimas que fazem parte da familia a-
amilase € menor que 30%. As regides mais conservadas entre as sete séo |, Il, IlI
e |V, localizadas nas fitas 3, p4, 85 e B7 (MacGREGOR et al., 2001; JANECEK,
2002).

Figura 6. Estrutura da ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). (A) CGTase termoestavel de
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1. (B) Modelo que ilustra a estrutura
(B/a)g-barril da CGTase: (A’) dominio catalitico (B/a)s; (B’) pode estar envolvido com a
ligacdo do ca’"; (C’, D’ e E’) sdo dominios antiparalelos, onde E’ representa o médulo
de ligacéo ao substrato. Fonte: NCBI (2011); MacGregor et al. (2001).

As quatro regides mais conservadas das fitas B do dominio A contém
residuos de aminoacidos que permanecem 0s mesmos nos diferentes membros
da familia das a-amilases, com diferentes funcBes investigadas por meio de
cristalografia de raios-X, mutacdes sitio dirigidas e modificagdes quimicas. Nas a-
amilases e CGTases sdo encontrados um acido glutdmico e dois &cidos
asparticos, considerados essenciais para a atividade catalitica. Na a-amilase de
Aspergillus oryzae sado encontrados Glu230, Asp206 e Asp297. Em CGTase de
Bacillus circulans cepa 251 sdo encontrados Glu257, Asp229 e Asp328. Os
aminoacidos Asp206 e Glu230 desempenham papel indispensavel no carater
basico e acido, respectivamente, durante a catalise. JA as possibilidades de
Asp297 atuarem no carater acido sdo reduzidas. No entanto, em Bacillus

circulans cepa 251, o equivalente a Asp297 esta envolvido na ligagdo ao
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substrato e pode ser o responsavel por manter o equilibrio do grupo carboxilico
protonado de Glu230 em pHs elevados. Em CGTase, dois residuos conservados
de histidina (His140 e His327) estdo envolvidos na ligagcdo ao substrato. Além
disso, outra histidina presente em algumas a-amilases e CGTases (His233) é
também responséavel pela ligacdo do substrato e atua como um ligante de Ca*?,
assim como o Asn139 (JANECEK, 1997).

Portanto, as regides de | a IV, que constroem o dominio A, carregam
residuos de aminoacidos bastante conservados, localizados no sitio ativo ou
proximos a ele, atuando diretamente na clivagem da ligacdo glicosidica, ligagédo
ao substrato, estabilizacdo do estado de transicdo e na ligacdo do Ca™. A
especificidade do tipo de ligacdo a-1,4 e a-1,6 € uma responsabilidade das
regides Il e lll. A regido V, no dominio B, contém o residuo Asp199, um dos mais
conservados envolvidos na ligacdo do célcio na familia a-amilase. As regides VI e
VIl estdo envolvidas com a especificidade da enzima, embora sua importancia
seja pouco conhecida (JANECEK, 2002).

Uma sequéncia composta de 44 a 133 aminoacidos constitui o dominio B.
Esta localizado entre a terceira fita 3 e a terceira a-hélice do (B/a)s-barril e 0 seu
tamanho e estrutura variam de acordo com cada membro da familia. Forma
grande parte da ligacdo com o substrato, oferece flexibilidade a molécula e
acredita-se que esteja ligado a especificidade do substrato. Os aminoacidos
envolvidos na estrutura de ligacdo do calcio, importante para a manutencdo da
estabilidade da estrutura requerida para a catalise, estdo presentes neste dominio
(JANECEK et al., 1997).

O dominio C constitui a regido C-terminal, formado por uma fita B interna
e antiparalela contendo um motivo do tipo chave-grega, que auxilia na
estabilizacdo do dominio catalitico e na ligagdo com o substrato. Além dos
dominios comuns a todos os membros da familia a-amilase, a CGTase possui
mais dois dominios, D e E, ambos localizados na porcdo C-terminal, muito
variaveis na familia a-amilase. A funcdo do dominio D ainda nédo esta elucidada
(PENNINGA, 1996). Entretanto, o dominio E esta relacionado ao mddulo de
ligac&o ao carboidrato (LEEMHUIS et al., 2010; MOTYANA et al., 2011).

O mecanismo catalitico da CGTase € constituido por subsitios

responsaveis pela ligagdo do acucar, resultante da cadeia de aminoacidos
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localizada entre os loops das fitas B e a-hélice do dominio A. Uma unidade de
glicose proveniente do substrato interage com cada um desses subsitios (Figura
7), através de pontes de hidrogénio com grupos hidroxila da glicose ou por

interacdes hidrofébicas.

Figura 7. llustracdo criada com PyMOL representando a ligacdo do substrato no sitio ativo da
CGTase de Bacillus circulans 251. Verde: residuo do aminoécido Tryl195; vermelho:
subsitios +1 e +2; laranja: subsitio -3; branco: subsitio -6; e roxo: subsitio -7. Fonte:
DelLano (2002).

A Figura 8 €é uma representacdo esquematica das reacdes de
transglicosilacédo catalisadas pela CGTase para a formacdo de uma molécula de
B-ciclodextrina. Estudos cinéticos revelaram que a ligacdo ao substrato ocorre por
meio de um sulco formado na superficie da enzima, constituido pelos dominios A
e B, que acomoda até 7 residuos de glicose no subsitio doador e 3 residuos no
subsitio receptor. A clivagem da cadeia de acucar ocorre entre os subsitios +1 e -
1. O numero e a constituicdo dos subsitios estdo atrelados as diferencas na
especificidade ao produto da enzima e sdo responsaveis pelos tipos de
ciclodextrinas formadas (MacGREGOR et al., 2001; LEEMHUIS et al.,, 2003;
LEEMHUIS et al., 2010).
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Figura 8. Representacédo esquematica das reacdes de transglicosilagdo catalisadas pela CGTase:
formagédo de uma molécula de B-ciclodextrina. No primeiro passo da reagdo, um Asp €
ligado covalentemente no sitio de clivagem, formando um oligossacarideo intermediario.
Em seguida, esse oligossacarideo € transferido para uma molécula receptora. Fonte:
Leemhuis et al. (2003).

Obtida de diversas linhagens de bactérias, a CGTase é a Unica que tem a
capacidade de converter o0 amido em uma mistura de acucares ndo redutores
denominados ciclodextrinas, aléem de agucares lineares e dextrinas, sendo que a
composicéo relativa dessa mistura depende da origem da enzima (GASTON et
al.,, 2012). Para a conversdao em ciclodextrinas, outros polissacarideos como
dextrinas, amilose e amilopectina podem ser utilizados como substrato
(MacGREGOR et al., 2001).
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Além da reacao de hidrdlise, a CGTase modifica a molécula de amido e a
converte em ciclodextrinas através de trés reacdes sincronizadas, diferentemente
de outras enzimas que também fazem parte da familia a-amilase, que apenas
hidrolisam (Figura 9). ApOs catalisar a hidrélise das ligacGes glicosidicas, a
CGTase promove uma reacdo de desproporcionamento, onde um
maltooligossacarideo é clivado e transferido para um substrato receptor linear. A
ciclizacdo promove a clivagem de uma ligacdo glicosidica e subsequente
formacdo de ciclodextrinas, moléculas ciclicas compostas por ligacdes
glicosidicas do tipo a-1,4. A reacao de acoplamento € inversa a ciclizacdo, onde
ocorre a clivagem de uma ligacao glicosidica de uma ciclodextrina e, em seguida,
o maltooligossacarideo linear resultante é transferido para um substrato receptor
(Ql et al., 2004).

o

S +e —>/

Figura 9. Reacfes de transglicosilagcdo da ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). Esferas
verdes representam residuos de glicose. Esferas brancas representam as
extremidades redutoras. (A) Hidrolise das ligagdes a-1,4; (B) desproporcionamento; (C)
ciclizagdo; (D) acoplamento. Fonte: Qi et al. (2004).

2.3 Bactérias produtoras de CGTase

A producdo de CGTase tem sido estudada em inumeras linhagens de
bactérias, sendo identificada predominantemente em espécies do género Bacillus.
Qi e Zimmermann (2005) realizaram uma analise genética de alinhamentos

sequenciais com 31 cepas produtoras de CGTase, entre elas, 5 candidatas a
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produgcdo da enzima, depositadas no NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Elas demonstraram uma similaridade entre CGTases de origens
diferentes de 47 a 99% (Tabela 2). O alinhamento indicou a presenca de 51
residuos de aminoacidos completamente conservados. Estdo localizados
principalmente nas cinco regides mais conservadas entre os membros da familia
das a-amilase (regides I, Il, lll e IV, do dominio A e regido V, localizada no loop 3

do dominio B).

Tabela 2. Bactérias produtoras de CGTase com sequéncias genéticas hospedadas no NCBI.

Origem N° de Tipos Referéncia
Acesso
Bacillus sp. 1.1 alcalofilico P31746 B Schmid et al. (1988)
Bacillus sp. 1011 alcalofilico P05618 B Kimura et al. (1987)
Bacillus sp. 17.1 alcalofilico P30921 B Kaneko et al. (1989)
Bacillus sp. 38.2 alcalofilico P09121 B Hamamoto et al. (1987)
Bacillus sp. KC201 alcalofilico BAA02380 B Kitamoto et al. (1992)
B. agaradhaerens DSM8721 CAD23265 B Jorgensen; Fulgsang (2002)
B. agaradhaerens DSM9948 CAD38091 B Maurer et al. (2002)
B. agaradhaerens LS-3C AY251462 B Martins et al. (2003)
B. circulans 251 P43379 B Lawson et al. (1994)
B. circulans 8 P30920 B Nitschke et al. (1990)
B. clarkii 7384 BAB91217 v Takada et al. (2003)
B. firmus 290-3 CAA01436 v/B Englbrecht et al. (1988)
B. lichenfomris P14014 a/ Hill et al. (1990)
B. macerans P31835 a Takano et al. (1986)
B. macerans NRRL B388 P04380 a Fujiwara et al. (1992)
B. obhensis P27036 B Sin et al. (1991)
B. stearothermophylus NO2 P31797 a/ Fujiwara et al. (1992)
Bacillus sp. 1018 S09196 B Itkor et al. (1990)
Bacillus sp. 6.6.3 P31747 B Akhmetzjanov et al. (1992)
Bacillus sp. A11 AAG31622 B Rimphanitchayakit et al. (2000)
Bacillus sp. A2-5° BAA31539 B Ohdan et al. (2000)
Brevibacillus brevis CD162 AAB65420 v/B Kim et al. (1998)
K. pneumoniae M5al P08704 a Binder et al. (1986)
Nostoc sp. 92292 AAM16154 - Wouters et al. (2003)
Streptococcus pyogenes® NP269428 - Ferretti et al. (2001)
Thermococcus kodakaraensis BAB78538 a/B Rashid et al. (2002)
Thermoanaerobacter sp. ATCC 53.627 735484 alB Joergensen et al. (1997)
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1 P26827 a/B Wind et al. (1995)
Thermococcus sp. B1001 BAB18101 a Hashimoto et al. (2001)
Xanthomonas axonopodis pv. citri NP642909 - da Silva et al. (2002)
X. campestris pv. campestris® NP637817 - da Silva et al. (2002)

? Bactérias supostamente produtoras de ciclodextrina glicosiltransferase. Fonte: QI e Zimmermann
(2005).
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Outras linhagens foram caracterizadas como produtoras de CGTase.
Micrococcus sp. ATCC 31606 isolado por Starnes (1990), Micrococcus luteus,
Micrococcus varians (ABELYAN et al., 1995), Klebsiella oxytoca 19-1 (LEE et al.,
1992), Brevibacterium sp. n° 9605 (MORI et al., 1994, 1995), Paenibacillus pabuli
(JEMLI et al., 2007), Paenibacillus F8 (LARSEN et al., 1998) e anaerdbias
termoalcalofilicas como Anaerobranca gottschalkii (THIEMANN et al., 2004). No
Brasil, j& foram relatadas como produtoras da enzima Bacillus lentus por Sabioni e
Park (1992), Bacillus circulans n® 76 por Salva et al. (1997), e as linhagens n°® 37
e n° 41 por Matioli et al. (1998), Bacillus alkalophilic CGIl por Freitas et al. (2004),
entre outras.

Atanasova et al. (2011) estudaram a producdo da CGTase do Bacillus
pseudalcaliphilus 20RF, isolado de solos de cultivo de arroz da Bulgaria. Em meio
basal (NAKAMURA; HORIKOSHI, 1976) a atividade enzimética do extrato bruto
foi equivalente a 74,14 U.mL™ e atividade especifica de 459,6 U.mg™. Apés
purificacdo por ultrafiltracdo houve aumento da sua atividade para 406,98 U.mL™
e especifica para 924,9 U.mg™’. Resultados ainda mais interessantes foram
obtidos apés purificagdo por adsorcdo do amido que rendeu uma atividade de
751,33 U.mL™ e especifica de 8348,1 U.mg™. A enzima demonstrou eficacia
durante a conversao do amido bruto em ciclodextrinas do tipo B- e y- em amplas
faixas de pH variando entre 5,0 e 10,0 e temperaturas de 60 — 70 °C. A CGTase
demonstrou estabilidade significativa na presenca de diferentes ions metélicos e
reagentes a 15 mM apds 30 minutos de incubacdo a 25 °C. De acordo com o0s
autores, a alta conversdo de amido bruto de milho comercial em ciclodextrinas
equivalente a 47% pela CGTase do B. pseudalcaliphilus 20RF faz desse micro-
organismo um excelente candidato a producgao industrial de B- e y-ciclodextrinas.

Mahat et al. (2004) otimizaram a producdo da CGTase produzida por
Bacillus sp. TS1-1 utilizando delineamento composto central rotacional verificando
a influéncia de amido extraido de sorgo, extrato de levedura, MgSQO,4.7H,0 e
KoHPO4. As variaveis MgS0,4.7H,0 e K;HPO,4 ndo tiveram efeito significativo
sobre a atividade da enzima. Uma atividade enzimatica equivalente a 84,32 U.mL"
! foi obtida em um segundo planejamento fatorial realizado do tipo 22 utilizando

1,48% (p/v) de amido de sorgo e 1,89% (p/v) de extrato de levedura.
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Ibrahim et al. (2005) otimizaram o meio de producdo de Bacillus cepa G1
isolado de solos da Turquia por Tien (2001) com 4% de amido de tapioca, 2% de
peptona, 0,04% de MgS0O,4.7H,0 e 1% de Na,COg3 e concluiram que sua CGTase
produzia alta atividade equivalente a 54,90 U.mL™.

Gawande et al. (1999) estudaram a producdo de CGTase produzida por
Klebsiella pneumoniae cepa AS-22. Durante as fermentacdes, a otimizacdo dos
diferentes parametros de funcionamento, tais como temperatura, pH, velocidade
de agitacdo, e concentracdo da fonte de carbono resultou em um aumento na
atividade de CGTase em mais de 6 vezes. Utilizando uma alimentacdo a base de
glucose para aumentar a densidade celular, seguida por alimentacdo a base de
amido para induzir a producdo da enzima resultou em alta densidade celular de
76 g de peso celular seco por litro, embora a producdo de CGTase tenha sido
baixa. Quando a alimentacéo foi realizada com dextrina, houve uma producgéo de
CGTase 20 vezes mais elevada em relacao as fermentacdes com meios contendo
amido de tapioca. Apos 28 horas de fermentacéo, a producdo enzimatica de 21,4
U.mL™? foi alcancada em meio constituido de 49,3 g.L™* de dextrina, 20,6 g.L™ de
peptona, 18,3 g.L™ de extrato de levedura, 6,7 g.L™ de dihidrogeno-O-fosfato de
amonio e 0,5 g.L™ de sulfato de magnésio.

Pinto et al. (2007) estudaram a producdo de CGTase produzida por
Bacillus circulans ATCC 21783 utilizando parametros otimizados através da
metodologia estatistica de planejamento experimental e de superficie de resposta.
A producdo foi avaliada utilizando-se cultivos submersos, batelada, batelada
alimentada e cultivo semi-solido. A atividade maxima de CGTase foi obtida nos
cultivos em batelada, aproximadamente 1155 U.mL™, em aerobiose. Além disso,
foi observado que fluxo de ar e agitacdo s&do condi¢cdes que influenciam
acentuadamente a producdo da enzima, obtendo-se alta produtividade, com
velocidade de agitacao de 400 rpm e 1,7 vvm para fluxo de ar.

A alta produtividade de CGTase depende das diferentes condi¢cdes de
cultivo que variam de acordo com o tipo de micro-organismo estudado. O
conhecimento dos parametros ideais de cultivo como temperatura, pH,
concentracéo dos substratos, velocidade de agitacéo e fluxo de ar torna-se o viés
mais adequado para se otimizar o sistema de produgdo, alcancando alta

produtividade enzimatica.
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2.4 Ciclodextrinas

2.4.1 Historico

A descoberta acidental de cristais de carboidrato em meio de cultura
conduziu a descoberta da CGTase, Unica enzima capaz de converter o amido em
maltooligossacarideos ciclicos denominados ciclodextrinas. Estes agucares foram
descobertos por Villiers, em 1891 quando, além da formacdo de um material
cristalino a partir de dextrinas, uma pequena quantidade de cristais de carboidrato
também se formava a partir da digestdo do amido, em alcool (VENTURINI et al.,
2008).

“[...] &€ formado em quantidades muito pequenas (cerca de 3 g/Kg de
amido) um carboidrato no qual forma lindos cristais que irradiam apés
poucas semanas no alcool no qual as dextrinas foram precipitadas...
tendo & composicao representada pela formula (CgH190g).3H,O [...]”
(VILLIERS, 1891).

Na época, atribuiu-se a Bacillus amylobacter esta capacidade de
conversdo. Porém, diversos autores concordam que provavelmente Villiers havia
utilizado uma cultura contaminada com Bacillus macerans, o0 que teria
possibilitado a conversdo do amido em ‘celulosina’, como havia sido chamadas as
ciclodextrinas por Villiers (VILLIERS, 1981). Embora tenham sido apontadas no
trabalho pioneiro de Villiers, as ciclodextrinas foram descritas primeiramente pelo
microbiologista austriaco Franz Schardinger, em 1903, que descreveu
detalhadamente o processo de separacgéo e isolamento (SCHARDINGER, 1903).

Em 1911, Schardinger descreveu uma cepa nomeada Bacillus macerans
isolada por ele em 1904, com capacidade de produzir acetona e alcool etilico a
partir de acUcar e amido contidos em material de origem vegetal. A cepa em
questao produzia altas quantidades de dextrinas cristalinas a partir da digestéo do
amido, cerca de 25-30%. Atraves de reacdes com iodo, Schardinger observou
que o material cristalino formado possuia diferencas, embora fossem
estruturalmente semelhantes, denominando-as de “a-dextrina cristalizada” e “B-

dextrina cristalizada”. Em 1935, uma terceira classe de dextrinas havia sido
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isolada, denominada “y-dextrina cristalizada” (EASTBURN; TAO, 1994,
BREWSTER; LOFTSSON, 2007; VENTURINI et al., 2008).

O periodo aureo para o estudo das ciclodextrinas, considerado por French
(1957) como o periodo de maturacdo, ocorreu entre 0os anos de 1935 e 1950,
destacando-se os trabalhos de Freudenberg apoiado por seu grupo de pesquisa.
Em 1942, as estruturas ciclicas das a-ciclodextrina e [B-ciclodextrina foram
determinadas por cristalografia de raios-X. Em 1948, a estrutura da y-ciclodextrina
foi determinada e houve a descoberta de que ciclodextrinas possuem a
capacidade de formar complexos de inclusdo com uma infinidade de substancias.
Segundo Venturini et al. (2008), ao final da década de 60 a producdo de
ciclodextrinas foi ampliada em escala laboratorial gracas ao dominio do método
de separacdo, estudos mais aprofundados a respeito de sua estrutura,
propriedades fisico-quimicas e mecanismo de formagdo de complexos de
inclusdo. Somente a partir do acimulo destas informacgfes é que suas possiveis
aplicabilidades industriais foram elucidadas.

Até a década de 90, o custo de producdo das ciclodextrinas era
relativamente alto e dispendioso em escala industrial, principalmente em relacdo a
a-ciclodextrina e y-ciclodextrina que exigem um método de purificacdo complicado
que torna o processo mais caro do que o empregado na purificacdo da -
ciclodextrina (LEE et al., 1992). Atualmente, o custo de producéo tornou-se mais
acessivel ap6s estudos toxicolégicos adequados terem desmentido a pretensa
toxicidade das ciclodextrinas a seres humanos o0 que motivou um aumento macico
das investigacdes neste campo de pesquisa (VENTURINI et al., 2008). Este fato
impulsionou a exploracdo de novos ambientes, a busca pela descoberta de novos
micro-organismos produtores da enzima, novas rotas de producdo de CGTase
através da Engenharia Genética e sua otimizacdo a partir da selecdo de

substratos que ampliam a producé&o preferencialmente a baixo custo.
2.4.2 Caracteristicas gerais
As ciclodextrinas sdo maltooligossacarideos nao-redutores, cujo arranjo

estrutural é composto de 6, 7 e 8 unidades de glicopiranosil unidas por ligagbes

do tipo a-1,4 formando estruturas ciclicas denominadas a-, B- e y-ciclodextrina
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(Figura 10), respectivamente, havendo a possibilidade rara de formar complexos
estruturais com até 13 unidades de glicose (TERADA et al., 1997; COSTA et al.,
2007; LEEMHUIS et al., 2010). Quantidades vestigiais de glicanas ciclicas
maiores ja foram detectadas em misturas reacionais durante a conversdao do
amido em ciclodextrinas (TERADA et al., 1997). Em condi¢cdes normais de
temperatura, pH e fonte nutrientes, a B-ciclodextrina é geralmente produzida em
quantidade superior ao tipo alfa e, em quantidade ainda maior do que a espécie
gama, raramente produzida com altos rendimentos (MATIOLI et al., 2000;
GAWANDE e PATKAR, 2001).

A producdo de ciclodextrinas a partir da hidrélise do amido por algumas
linhagens de bactérias e arqueas € uma das estratégias de sobrevivéncia do
micro-organismo frente as adversidades do ambiente. Parece ser uma maneira
eficiente de estocar energia na forma de unidades de glicose para ser
eventualmente utilizada em fases de escassez de nutrientes. Presumivelmente
excretam CGTase para monopolizar o amido do meio a partir da sua conversao
em ciclodextrinas, uma vez que ndo podem ser utilizadas posteriormente por
outros micro-organismos jA que ndo possuem mecanismos bioquimicos
adequados para a degradacdo da molécula ciclica, assim, reduzindo a

competicdo entre estes micro-organismos (HASHIMOTO et al., 2001).
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Figura 10. Estruturas das ciclodextrinas. (A) a-ciclodextrina contendo seis unidades de glicose. (B)
B-ciclodextrina contendo sete unidades de glicose. (C) y-ciclodextrina contendo oito
unidades de glicose. Fonte: Van Der Veen et al. (2000b).
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As estruturas das ciclodextrinas foram reveladas com base em
cristalografia de raios-X no estado sélido e por estudos de ressonancia magnética
nuclear (RMN) em solucdo. Sua forma ciclica assemelha-se a um cone truncado
com cavidade de 7,9 A de profundidade. Medidas dos didmetros superior e
inferior dependem do tipo de ciclodextrina formada. O tipo a- possui diametros de
47 e 53 A, o tipo B- possui diametros de 6,0 e 6,5 A e didmetros de 7,5 e 8,3 A
foram observados na y-ciclodextrina demonstrados na Figura 11 (VENTURINI et
al.,, 2008). O numero de unidades de glicose que compde a estrutura das
ciclodextrinas determina o tamanho da cavidade interior apolar e quanto maior for
esta cavidade hidrofébica maior serd a sua capacidade de permitir a complexacao
de componentes organicos hidrofobicos maiores de interesse industrial,
modificando as caracteristicas quimicas e fisicas das mesmas (DEL VALLE,
2004). Portanto, a maior extensao da cavidade contendo unidades de glicose
confere a y-ciclodextrina a vantagem de permitir maiores complexos de inclusédo
superior a capacidade da a- e da B-ciclodextrina. Esta parece ser a caracteristica
industrialmente mais atrativa das ciclodextrinas do tipo gama.

Ciclodextrinas encontradas naturalmente na natureza sado a base para
aguelas que sdao modificadas com a finalidade de atenderem as exigéncias dos
diversos setores da industria (KHAN et al., 1998). Sofrem modificacdes induzidas
a fim de se obter caracteristicas melhoradas como potencial de carreamento de
farmacos, solubilidade em agua, amenizacdo dos possiveis efeitos toxicos,
aumento da fixacdo permanente da ciclodextrina sobre superficies poliméricas
como fibras de algodao, papel ou outros polimeros naturais e sintéticos e,
principalmente, possibilitar uma maior complexacdo de moléculas hospedes. As
modificacdes diminuem as interacdes entre as moléculas de ciclodextrinas
aumentando a solubilidade em agua e em diferentes solventes organicos,
caracteristica amplamente desejada em diversos setores industriais (ANDREAUS
et al., 2010). Ciclodextrinas metiladas e hidroxipropiladas sédo os exemplos mais

recorrentes na literatura.
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Figura 11. Dimensdes das ciclodextrinas naturais a, e y. Fonte: Astray et al. (2009).

2.4.3 Aplicacbes das ciclodextrinas

Moléculas organicas apolares ou que tenham extremidade apolar tendem
a ser incorporadas como moléculas héspedes na cavidade das ciclodextrinas,
resultando em um complexo cuja caracteristica principal é a alta solubilidade em
agua. Porém, o requisito fundamental para que haja a formacao do complexo de
inclusdo relativamente ndo especifico entre a ciclodextrina e uma molécula
hospede é a compatibilidade entre o tamanho da cavidade e da dimensédo da
molécula a ser complexada ou de parte da mesma (VENTURINI et al., 2008;
ANDREAUS et al., 2010). Portanto, o ajuste espacial € o principio que rege a
complexacao.

O reconhecimento molecular envolve interacdes néo covalentes,
relacionado a pontes de hidrogénio, forcas de Van der Waals, interacdes
eletrostaticas, efeito hidrofébico, interacdes dipolo-dipolo e transferéncias de
cargas (REKHARSKY et al.,, 1998). Quanto ao fendbmeno de complexacdo, o
tamanho da cavidade da ciclodextrina define o tipo de molécula a ser hospedada
em seu interior. Segundo Venturini et al. (2008) a a-ciclodextrina exige que a
molécula hdspede seja tdo pequena quanto a sua cavidade para que a mesma se
ajuste perfeitamente. Ja a 3-ciclodextrina exige moléculas de tamanhos um pouco
maiores. No caso da y-ciclodextrina, composta por oito unidades de glicose,
podem formar complexos de inclusdo com mais de uma molécula hospede.

Diversos estudos sistematicos tém sido realizados com varios compostos
gue sado capazes de formar complexos de inclusdo com as ciclodextrinas naturais
como alcoois alifaticos (GARCIA-RIO et al., 2005; CABALEIRO-LAGO et al,
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2006), acidos (GADOSY et al., 2000), aminoacidos (TEE et al., 1997), cetonas
(IGLESIAS, 2003) e surfactantes (DORREGO et al., 2000; FERNANDEZ et al.,
2000; GARCIA-RIO et al., 2004). Estes s&o apenas alguns destaques da vasta
gama de moléculas de interesse industrial que sdo capazes de interagir com
ciclodextrinas.

A propriedade destes maltooligossacarideos ciclicos de encapsular
moléculas héspedes hidrofobicas tende a promover mudancas fisicas e quimicas
na estrutura das mesmas, capacidade que confere a estas moléculas
caracteristicas vantajosas como: (i) estabilizacdo da sensibilidade das
substancias a luz ou ao oxigénio; (i) modificacdo da reatividade quimica de
moléculas hospedes; (iii) fixacdo de muitas substancias volateis; (iv) aumento da
solubilidade e, (v) capacidade de mascarar cheiros e sabores indesejaveis em
alimentos (DEL VALLE, 2004). Devido as caracteristicas citadas, as ciclodextrinas
podem ter inUmeras aplicac6es biotecnolégicas.

Na industria alimenticia diversos estudos tém sido realizados focando o
emprego de ciclodextrinas na formacdo de complexos de inclusdo com uma
infinidade de substancias como lipidios, moléculas ligadas ao sabor, aroma e
pigmento, além de atuarem como aditivos alimentares (SZENTE e SZEJTLI,
2004; CRAVOTTO et al., 2006; BLANCH et al., 2007; ASTRAY et al., 2010). Sua
aplicacdo é recomendada em processamento de alimentos com finalidades
diversas: (i) confere protecdo aos componentes lipofilicos contra o oxigénio, luz,
calor e volatilidade; (ii) reducéo de odores e sabores indesejaveis; (iii) aceleracao
e estabilizacdo do processo de emulsao; (iv) promocéo de dissolucédo de corantes
e vitaminas; (v) estabilizacdo de vitaminas e 6leos essenciais contra alteracfes
(ASTRAY et al., 2009). Paises como Bélgica, Franca, Alemanha, Japéo, Holanda,
Espanha, Africa do Sul, Coréia do Sul e Hungria utilizam legalmente ciclodextrinas
na industria alimenticia. Nos Estados Unidos, produtos como gelatinas, pudins,
cafés, chas e cereais matinais levam ciclodextrinas em sua composi¢do como
transportadoras de moléculas ligadas ao sabor e seu uso € considerado seguro
pelo Gernerally Recognized as Safe (GRAS) (CYCLOLAB, 2012).

Na industria farmacéutica, estudos recentes de Rosa dos Santos et al.
(2009) e Macedo et al. (2012) indicam que ciclodextrinas tém demonstrado

enorme capacidade de solubilizar os componentes de drogas, aumentando o
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carreamento de farmacos através da membrana celular. InUmeros agentes ativos
farmacéuticos ndo possuem eficiente solubilidade em &gua, sendo necessaria a
formulacdo de drogas insoliveis que envolve uma combinacdo de solventes
organicos, surfactantes, pH e condicbes extremas que podem causar, entre
outras reacOes adversas, irritacdo. A complexagcdo com ciclodextrinas promove a
estabilizacdo de compostos ativos, reducao da volatilidade de moléculas da droga
e mascaramento de cheiros e gostos desagradaveis (DEL VALLE, 2004).
Portanto, apresentam-se como candidatas em potencial a contornar problemas
relacionados a ineficiente solubilizacdo em dgua comum aos farmacos.

Mura et al. (1992) realizaram estudos com complexos de incluséo de
farmacos com a B-ciclodextrina e comprovaram que o complexo de inclusdo com
o piroxicam aumentou o fluxo do farmaco em trés vezes através da pele de rato.
Ja o complexo similar do clonazepam com a metil-B-ciclodextrina melhorou o seu
perfil de liberagdo a partir do hidrogel de carbopol através de uma membrana de
nitrato de celulose. Este estudo demonstra que a formacdo de complexos de
inclusdo de ciclodextrinas com farmacos é tanto eficaz no processo de
solubilizag&o de drogas.

Sem duvida, a aplicacdo das ciclodextrinas na industria farmacéutica tem
tido sucesso devido a grande vantagem desses oligossacarideos de
apresentarem toxidez relativamente baixa. De acordo com Bekers et al. (1991), o
unico meio da B-ciclodextrina provocar danos a saude do paciente é através da
administragdo por via parenteral. Estudos apontam que somente quando
administradas em quantidades negligenciaveis que ciclodextrinas e seus
derivados sdo capazes de permear membranas lipofilicas, tal como mucosa
gastrintestinal e pele causando danos a satde (DEL VALLE, 2004; DUCHENE;
LOFTSSONA, 2007).

Na quimica analitica, devido a capacidade de se diferenciar entre
isbBmeros posicionais, grupos funcionais, homologos e enantibmeros, as
ciclodextrinas séao utilizadas em uma ampla gama de processos de separacdo
(HAN, 1997). De acordo com Singh et al. (2002), a separacao de grupos quimicos
é influenciada pelo tamanho, forma e seletividade de ciclodextrinas. As hidroxilas
primarias e secundarias que formam as bordas tanto das ciclodextrinas nativas

como de seus derivados sdo associados tanto com grupos hidrofobicos (metil,
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propil), quanto com grupos hidrofilicos como sulfatos, fosfatos e aminas
secundérias (EASTBURN; TAO, 1994; SZETJLI, 1998).

Lu e Chen (2002) e Sohajda et al. (2012) estudaram separacdo e
reconhecimento de grupos quirais, respectivamente, sendo atualmente uma das
areas mais importantes de aplicagdo das ciclodextrinas nativas e modificadas.
Ciclodextrinas também tém sido utilizadas em cromatografia liquida (HPLC) como
fase estacionaria ou como aditivos em fase movel (ZARZYCKI et al., 2002),
eletroforese em gel (STALCUP et al., 1998), eletroforese capilar (FANALI, 2000;
IWATA et al., 2002), eletroforese capilar de zona (QIN et al., 2002; FOULON et
al., 2002), cromatografia gasosa capilar (NIE et al., 2001; ANDERSON et al.,
2002), cromatografia eletrocinética (MA et al., 2002), microdialise (BOWSER,;
KENNEDY, 2001), cromatografia de troca ibnica (UEKAMA et al., 1977),
cromatografia de afinidade (HAYDEN; ENGEL, 2001), cromatografia em camada
delgada (MOMOSE et al., 1998) e cromatografia de separacdo por membranas
(ROUX et al., 2002).

Na agricultura, ciclodextrinas tém sido utilizadas em uma variedade de
produtos quimicos agricolas como herbicidas, inseticidas, fungicidas, repelentes e
reguladores de crescimento (DEL VALLE, 2004). Estudos realizados com
germinacdo de sementes comprovaram que as ciclodextrinas podem inibir
algumas fontes de amilases responsaveis pela degradac¢do do amido presente na
semente. Inicialmente, a planta cresce mais lentamente, posteriormente isso &
largamente compensado por um crescimento melhorado, rendendo uma colheita
de 20 a 45% acima (SZETJLI, 1998).

Apesar da extensa aplicabilidade das ciclodextrinas, o total de converséo
do amido nestes maltooligossacarideos ciclicos limita-se a 50%
aproximadamente, raramente atingindo a margem préxima aos 100% (VAN DER
MAAREL et al., 2002). A baixa eficiéncia pode ser explicada pela baixa
especificidade que a CGTase possui para catalisar reacbes que envolvem as
ligacbes do tipo a-1,6 da cadeia ramificada da amilopectina, dificultando o
processo de conversdo (BUCHHOLZ; SEIBEL, 2008). Uma das estratégias
encontradas para se obter alto poder de conversdo € lancar mdo de enzimas

amiloliticas, como isoamilases e pulalanases, com o objetivo de induzir a hidrélise
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das ligagbes a-1,6 e permitir a acessibilidade da CGTase a fracdo de amilopectina
(RENDLEMAN, 1997).

2.5 Perspectivas futuras

Diante da grande e variada aplicabilidade das ciclodextrinas em diferentes
campos do conhecimento, sua producdo vem se tornando cada vez maior, razao
pela qual diversas estratégias estdo sendo criadas para aumentar a capacidade
de reagdo enzimética da CGTase. Tém sido desenvolvidos estudos ligados a
tecnologia do DNA recombinante e proteinas vém sendo projetadas por
engenheiros por meio de modificacdes quimicas de aminoacidos com o objetivo
de se aumentar a especificidade da enzima. Um dos principais objetivos da
engenharia genética € a constru¢cdo de CGTases que tenham a capacidade de
produzir um unico tipo de ciclodextrinas, assim, diminuindo o alto custo que as
industrias dispensam durante o processo de separacdo das mesmas (LEEMHUIS
et al., 2010). Aliada as estratégias citadas acima, a busca por novos substratos de
baixo custo também tendem a baratear o processo de producéo de ciclodextrinas,

viabilizando ainda mais o0 seu uso em escala comercial.
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Amido de araruta e milhocina como substratos para producao de
ciclodextrina glicosiltransferase por fermentagcéo submersa

Resumo

O presente estudo teve como objetivo otimizar a producdo de ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase; EC 2.4.1.19) da cepa SM-02, isolada de solo de
lagoa de descarte de manipueira da regido de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. A
cepa selecionada para estudos de fermentacao foi testada nas fontes de carbono
e nitrogénio, amido de araruta (Maranta arundinacea L.) e milhocina,
respectivamente. Por meio da metodologia experimental de Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), uma matriz de planejamento fatorial 22 foi
aplicada. A melhor condicdo para a producdo da enzima foi de 30,0 g.L™" de
amido de araruta e 3,5 g.L™ de milhocina, com méaxima produc&o de 989,53 U.mL
! A enzima apresentou maior atividade de ciclizacdo em pH 5,0, temperatura
Otima de 55 °C e manteve a estabilidade térmica a 55 °C, durante 4 h. A atividade
da enzima foi estimulada na presenca de Mg*?, Ca*?, EDTA, K*, Ba*?, Mn*?, Na* e
Cu*?, enquanto Hg*, Fe*? e Zn*? inibiram a sua producdo. A produtividade
méxima de CGTase obtida foi de 12,34 U.mL™.h™. Os resultados de otimizac&do
indicaram que a cepa SM-02, bem como amido de araruta e milhocina séo

promissores para a producéo de B-CGTase.

Palavras-chave: B-ciclodextrina, CGTase, DCCR, otimizacg&o.

1. Introducéo

A rigueza gerada pela microbiologia de solos tropicais brasileiros é, em
grande parte, desconhecida, sendo que diversos ambientes inexplorados revelam
uma gama de micro-organismos com potencial biotecnolégico para a producao
enzimatica (Nascimento et al., 2009; Souza et al., 2008; De Azevedo et al., 2006;
Nascimento et al., 2003). Estudos demonstram que varias linhagens de bactérias
produtoras de ciclodextrina glicosiltransferase ja foram isoladas de diversos
ambientes diferenciados (Nakamura e Horikoshi, 1997; Ferrarotti et al., 1996;
Tien, 2001; Khairizal, 2002; Alves-Prado et al., 2006; Moriwaki et. al., 2007;
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Menocci et al., 2008; Atanasova et al., 2008; Sehnem et al., 2010). Porém, solos
do Estado da Bahia, Brasil, ainda carecem de estudos voltados para o isolamento
de micro-organismos com potencial biotecnolégico direcionado a producéo dessa
enzima.

Ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase; EC 2.4.1.19) pertence a familia
13, também conhecida como a familia das a-amilases (Stam et al., 2006). E a
Gnica enzima responsavel por converter o amido em acUcares ciclicos
denominados a-, B- e y-ciclodextrina, cujo arranjo estrutural € composto de 6, 7 e
8 unidades de glicose, respectivamente, unidas por ligagées do tipo a-1,4. A
formacao desses maltooligossacarideos ciclicos ocorre por meio da hidrélise das
ligacbes glicosidicas a-1,4 e a subsequente reacdo de transglicosilacdo
intramolecular (ciclizacéo) e intermolecular (desproporcionamento e acoplamento)
de a-1,4-glicanas (Terada et al., 1997; Tonkova, 1998). Desde que foram
acidentalmente descobertas em 1981 por Villiers, as ciclodextrinas vém sendo
frequentemente estudadas para fins biotecnoldgicos. A formacédo de complexos
de inclusdo nado especificos com uma infinidade de substancias faz das
ciclodextrinas excelentes candidatas a diversas aplicagdes industriais como uma
alternativa de melhorar as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas-h6spedes
complexadas (Denter et al., 1997; Biwer et al., 2002; Li et al., 2007; Astray et al.,
2009; Del Valle, 2009).

Novas fontes alternativas de carbono para a producdo de CGTase vém
sendo constantemente investigadas com o objetivo de se obter substratos
amilaceos de baixo custo. Originaria da América Latina, encontrada em sua forma
nativa em matas venezuelanas, a araruta (Maranta arundinacea L.) tem sido
reconhecida como uma importante cultura produtora de amido de excelente
qualidade. Analisando seus rizomas, Leonel et al. (2002) concluiram que estes
apresentam consideravel teor de amido, cerca de 84,3%. A composi¢ao fisico-
qguimica, aliada as caracteristicas viscoamilograficas do amido de araruta o
enquadra nos parametros de qualidade exigidos pelas indastrias de
processamento, tornando-o apropriado para a producdo em escala comercial
(Leonel et al., 2002; Ferrari et al., 2005). Caracteristicas como alta viscosidade de
guebra, tornam o amido da araruta pouco resistente a temperatura e ao atrito

mecanico e mais propenso ao rompimento. Além disso, a alta viscosidade de pico
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aumenta a capacidade de retencdo de 4gua antes do rompimento dos granulos
(Ferrari et al., 2005). S&o caracteristicas que podem facilitar o acesso de enzimas
amiloliticas as cadeias de amilose e amilopectina, tornando interessante o uso do
amido extraido dos rizomas da araruta em processos fermentativos. O presente
trabalho teve como objetivo otimizar a producédo de CGTase pela cepa SM-02 por
meio da metodologia experimental de Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), utilizando-se os substratos agroindustriais amido de araruta e milhocina

como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente.
2. Material e métodos
2.1. Screening

Amostras de solo e manipueira foram coletadas em cinco diferentes
propriedades localizadas em 3 municipios do Recéncavo da Bahia: Cruz das
Almas, Governador Mangabeira e Muritiba. A triagem foi realizada a partir de
cinco amostras de solo e trés amostras de agua de manipueira, utilizando-se a
técnica de diluicdo seriada. De cada diluicdo, 100 pL foram transferidos para
placas de Petri contendo meio proposto por Nakamura e Horikoshi (1976),
contendo (g.L™"): amido solivel, 10; peptona, 5; extrato de levedura, 5;
MgS0O,.7H,0, 0,2; K,HPO, 1; agar bacteriolégico, 15; fenolftaleina, 0,3; Na,COs,
10 (esterilizado separadamente e adicionado ao meio de cultivo apds a
temperatura atingir 60°C), pH 9,8. As placas foram incubadas a 37 °C por até 5
dias. As col6nias que formaram halos em contraste com o corante do meio de
cultivo foram consideradas CGTase-positivas. Em seguida, 50 pL com
aproximadamente 3 x 10° células (escala MacFarland), foram plaqueados em
orificios com 0,5 cm de didmetro aplicados no centro de cada placa de Petri. As
placas foram incubadas a 37 °C e os halos das col6nias medidos ap6s 72 h de
crescimento. A colonia que produziu o maior halo foi considerada a melhor
produtora da enzima e utilizada nos testes de fermentacdo. As cepas foram

conservadas em criotubos contendo 2 mL de glicerol a 20% e estocadas a -40 °C.
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2.2. Ensaios fermentativos

Para reativar o micro-organismo foram realizadas subculturas da cultura
estoque em meio basal de Nakamura e Horikoshi (1976). Apés 72 h de
crescimento, o indculo foi preparado com uma algcada da subcultura em um
Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido enriquecido com amido
de araruta e milhocina para adaptacédo das células ao meio de fermentacao, pH
9.8. Apds 24 h de incubacédo, uma aliquota de 1 mL do inéculo foi padronizada a
partir de uma ODgq fixada em 0,1 e o volume final de cada ensaio foi ajustado
para 30 mL de meio de cultivo, substituindo-se o amido soluvel do meio basal por
amido de araruta e peptona e extrato de levedura por milhocina (Sigma®). A
temperatura foi mantida em 35 °C e a rotacao foi fixada em 150 rpm. Apés 72 h
de fermentacdo, amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm, a 4 °C, durante 30
minutos. O sobrenadante livre de células foi utilizado na determinacdo das
atividades enzimaticas e o precipitado na determinacéo de biomassa.

A melhor condicdo de temperatura de crescimento do micro-organismo foi
definida a partir de fermentagdes realizadas em uma faixa de 25 °C a 40 °C, em
fermentacao liquida, em meio Nakamura e Horikoshi (1976).

2.3. Otimizag&o usando Delineamento Composto Central Rotacional

A otimizacdo das concentracdes de amido de araruta e milhocina foi
realizada empregando a metodologia de superficie de resposta. A atividade de
CGTase (U.mL™) foi considerada como variavel dependente e concentracées dos
substratos como variaveis independentes. Uma matriz de planejamento fatorial 22
foi construida por meio de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR),
resultando em 11 ensaios (Rodrigues e lemma, 2009). Assim, dois niveis foram
escolhidos, um superior (+1) e um inferior (-1), além de mais um ponto central (0),
sendo o unico em que foi realizado com trés repeticbes para determinacdo do
rigor da metodologia, e dois pontos axiais (+1,41 e -1,41). Este modelo é

representado por uma regressao polinomial de segunda ordem, Eq.(1):

y = bo + b1X1 + b2X2 + b12X1X2 + b11X12 + b22X22 (1)
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onde, y € a resposta predita de atividade de CGTase; X; e X, sdo as formas
codificadas (amido de araruta e milhocina, respectivamente); by refere-se ao
ponto de intersecao; by e b, sdo coeficientes lineares; by, coeficiente de interacéo
dupla; bi; e by, sdo coeficientes quadraticos. Os valores dos niveis estudados

foram calculados através da Eq. (2):

Xn = o3y (2)

onde, X, é o valor codificado; X & o valor real da variavel independente; X, o valor
real do ponto central; X, é o valor do nivel superior; X_; é o valor do nivel inferior.
Os resultados apresentados pelo modelo experimental aplicado foram

avaliados através do Software Statistica Release versao 7.1, Stat Soft. Inc., USA.
2.4. Ensaio enzimético

A atividade da enzima foi determinada pelo método colorimétrico do
complexo ciclodextrina-fenolftaleina (CD-PHE) (Hamon e Moraes, 1990). A
mistura reacional contendo 5,0 mL de solucdo enzimatica bruta e 5,0 mL de
solucdo de amido solivel a 1% foi incubada em reator termostatizado a 55 °C.
Aliquotas de 0,5 mL da solucédo reacional foram retiradas nos tempos 0, 3, 6, 9 e
12 minutos e inativadas em agua a 100 °C, durante 5 minutos. Em seguida, a
cada amostra inativada foram adicionados 2,5 mL de solucdo alcodlica de
fenolftaleina 3 mM, diluida em tampdo Na,COz; 600 mM, pH 10,5. A leitura
espectrofotométrica foi realizada em 550 nm (ODssp).

2.5. Crescimento celular
ApoOs fermentacbdes, a biomassa foi separada do sobrenadante por

centrifugacéo a 5.000 rpm por 30 minutos, a 4 °C. Apés ter sido ressuspendida no

volume final de 30 mL, volume equivalente as fermentacgfes, a leitura foi feita a
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600 nm (ODggo). A biomassa foi expressa em g.L™, baseada na comparacdo com

a curva padrdao em funcédo da massa seca versus densidade otica.

2.6. Determinacéo de agucares redutores totais

A determinacdo de agucares redutores foi realizada pelo método do acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS), utilizado para determinar a atividade de amilase
sacarificante, através da quantificacdo do acucar redutor liberado pela enzima
(Miller, 1959). Previamente a aplicacdo da metodologia, as amostras foram
submetidas a uma hidrolise &cida adicionando 1 mL de HCI 2 M a 1 mL do extrato
enzimatico bruto. Ap6s fervura durante 20 minutos, as amostras foram
neutralizadas com a adicdo de 1 mL de NaOH 2 M. O controle foi preparado
conforme o processo descrito, substituindo-se o extrato enzimatico pelo volume

equivalente a 4gua destilada. A absorbancia foi determinada a A= 540 nm.

2.7. Determinacao de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada por meio do método de
Bradford (1976), adicionando-se 0,2 mL do extrato bruto enziméatico a 2,0 mL do
reagente de Bradford, preparado com o corante Coomassie Brilliant Blue BG-250.
O controle foi preparado substituindo-se a amostra pelo volume equivalente a
agua destilada. A leitura foi realizada em A= 595 nm.

2.8. Efeito da temperatura, pH, ions metdlicos e estabilidade térmica

A temperatura 6tima de reacdo da atividade de CGTase foi determinada
realizando-se ensaios enzimaticos na faixas de temperatura de 50 — 70 °C, em pH
8,0. A estabilidade térmica foi determinada incubando-se o extrato bruto na faixa
de temperatura de 45 — 60 °C, durante 5 horas. O efeito do pH foi medido
utilizando-se diferentes tampdes a 50 mM: Glicina-HCI pH 2,0 — 3,0; Citrato de
sédio pH 3,0 — 6,0; Fosfato pH 6,0 — 8,0; Tris-HCI pH 8,0 — 9,0; Glicina-NaOH pH

9,0 — 10,0. A influéncia de ions metalicos na atividade de CGTase foi avaliada
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por meio das seguintes solucdes preparadas a 50 mM: CaCl,, FeCl,, NacCl,
ZnS0O,, EDTA, KC|, MnC|2, CuSOQOy, BaC|2, HgCIze MgC|2

3. Resultados e discussao

3.1. Screening

A partir do screening realizado, 15 cepas produtoras de B-CGTase foram
isoladas (Tabela 1). De acordo com Qi e Zimmermann (2005), em meio alcalino, a
B-ciclodextrina formada a partir da digestdo do amido pela CGTase forma
complexos de inclusdo com a fenolftaleina que retorna a sua forma lactonada ou
incolor durante a fase de complexacdo. O resultado do encapsulamento é a
formacdo de um halo translicido em torno da col6nia (Fig. 1). Dentre as cepas
isoladas, SM-02 apresentou 0 maior diametro do halo (50 mm), apés 72 h de
crescimento. Comparado ao tamanho do halo de todas as cepas selecionadas, o
diametro do halo da SM-02 foi o Unico que apresentou significancia a 5% de

probabilidade, através do teste de Tukey.

Fig. 1. Halo indicando producéo de CGTase pela cepa SM-02, apds 72 h de crescimento em meio
Nakamura e Horikoshi (1976) contendo o corante fenolftaleina.
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Tabela 1
Screening realizado em meio Nakamura e Horikoshi (1976) para selecdo de bactérias produtoras
de B-CGTase.
Localizacéo Amostras Caracterizacéo das Cepas Didmetro do
amostras Isoladas halo (mm)
1 Solo coletado em AM1 20,0°
plantio de mandioca. AM?2 18,0°
TSM4 47,0°
Solo coletado em SM-01 20,0°
lagoa de descarte
2 de 4gua residuéria SM-02 50,0°
Propriedade |, (manipueira)
Sapucaia, Cruz das SM-03 11.0°
Almas-BA
Agua residuaria MP-04 >10,0°
(manipueira) MP-05 9,0°
3 descartada em MP-06 32,0°
reservatorio MP-07 >100°
Agua residuaria
(manipueira)
4 descartada em a a
reservatorio
Propriedade II, Solo coletado em SR-01 23,0°
Governador 5 plantio de mandioca. SR-03 36,0°
Mangabeira-BA SR-04 17,0°
SR-05 28,0°
Propriedade I, 6 Solo coletado em
Muritiba-BA plantio de mandioca. a a
Solo coletado em
Casa de Farinha lagoa de descarte
Comunitéria de 7 de agua residuéria SM-04 30,0°
Queimadas Nova, (manipueira)
Governador Agua residuéaria
Mangabeira-BA (manipueira)
8 descartada em a a

reservatorio

@Sem halo de producéo.
b Significativo a 5% de probabilidade.
°N&o significativo a 5% de probabilidade.

3.2 Temperatura 6tima de fermentacéo

A Fig. 2 apresenta o perfil de temperatura otima de fermentagédo da cepa

SM-02, cultivada em meio basal

Nakamura e Horikoshi

(1976). A cepa

demonstrou ser potencialmente capaz de produzir a enzima em grandes
quantidades (338,46 U.mL™), a 35 °C. Cucolo et al. (2006) encontraram
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resultados semelhantes para a linhagem de Bacillus sp. subgrupo alcalophilus

E16, cultivada em meio contendo 30 g.L™ de polvilho doce extraido da mandioca.

40 °C 171.72
35 °C 338.46
30 °C 123.19
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Atividade enzimatica (U.mL"?)

Fig. 2. Temperatura 6tima de fermentag&o da cepa SM-02, em meio Nakamura e Horikoshi (1976).

3.3. Otimizag&o usando Delineamento Composto Central Rotacional

O planejamento experimental através da metodologia DCCR apresentou boa
reprodutibilidade com valores dos pontos centrais proximos entre si. A producao
maxima de CGTase foi de 989,5 U.mL™ (média dos pontos centrais), utilizando-se
meio otimizado contendo 30,0 g.L™ de amido de araruta e 3,5 g.L™ de milhocina.
A Tabela 2 apresenta os valores observados e preditos pelo modelo experimental
aplicado. A partir das diferentes concentracbes da fonte de carbono (Xi) e
nitrogénio (X,) utilizadas, ocorreu uma variacdo de 515,2 U.mL™® para 989,5
U.mL?. Pinto et al. (2007) obtiveram resultados semelhantes otimizando os
parametros de pH e temperatura de B-CGTase de Bacillus circulans, em
condicbes similares a deste trabalho, atingindo a producdo de 1155 U.mL™,
utilizando residuo fibroso de soja. A literatura tem demonstrado que bactérias
produtoras de CGTase desempenham um perfil de producdo enzimética em tipos
variados de substratos, principalmente fontes de carbono obtidas a custo baixo.
Esta € uma caracteristica interessante para a industria que deseja a aplicacao de

substratos que estimulam de forma eficiente a produgcao da enzima a baixo custo,
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ao mesmo tempo em que mantém a qualidade do produto, competitividade no

mercado e lucro.

Tabela 2
Matriz do planejamento experimental e valores das variaveis independentes (X;: amido de araruta
e X,: milhocina) usados no DCCR.

Variaveis Variaveis reais Atividade enzimatica Biomassa (g.L™)
Ensaios  codificadas (gL (U.mL™
X X X X Valores Valores Valores Valores
L 2 L 2 observados  preditos  observados  preditos
1 -1 -1 25,0 2,5 765,3 697,4 0,9 0,9
2 +1 -1 35,0 2,5 797,3 776,8 1,2 1,4
3 -1 +1 25,0 4,5 783,9 749,9 1,3 1,1
4 +1 +1 35,0 4,5 515,2 528,6 0,9 1,0
5 -1,41 0 22,9 3,5 683,0 743,7 0,9 1,1
6 +1,41 0 37,1 3,5 649,7 643,4 1,5 1,4
7 0 -1,41 30,0 2,1 700,7 751,9 1,1 1,1
8 0 +1,41 30,0 4,9 610,4 613,7 0,9 0,9
9 0 0 30,0 3,5 991,9 989,5 2,0 2,0
10 0 0 30,0 3,5 999,0 989,5 2,0 2,0
11 0 0 30,0 3,5 977,7 989,5 2,0 2,0

A Tabela 3 apresenta os efeitos estimados para a producdo de CGTase,
onde a letra L representa os termos lineares e a letra Q representa 0os termos
quadraticos. De todas as variaveis testadas, a Unica que ndo apresentou p-valor
significativo ao nivel de 5% de probabilidade foi amido de araruta (X;) no termo
linear. De um modo geral, a concentragcdo de milhocina abaixo e acima dos
valores do ponto central resultaram em um efeito negativo sobre a producédo da
enzima, que diminuiu em 97,79 U.mL™ no termo linear e no termo quadratico em
306,73 U.mL™. Semelhante comportamento ocorreu para a fonte de carbono, que
levou & queda da producdo no termo quadratico de 295,98 U.mL™. A interacdo
entre as variaveis independentes testadas (X; e X,) apresentou um efeito negativo
de 150,38 U.mL™.
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Tabela 3
Efeitos estimados para a produgdo de ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) utilizando amido
de araruta como fonte de carbono e milhocina como fonte de nitrogénio.

Fatores Efeitos Erro padrédo t (5) p-valor

Média 989,53° 29,40 33,65 0,000000
(X,) Amido de Araruta (g.L™) (L) -70,95 36,01 -1,97 0,105905
Amido de Araruta (9.L'l) Q) -295,98% 42,86 -6,91 0,000976
(X2) Milhocina (g.L™) (L) -97,79% 36,01 -2,72 0,042003
Milhocina (g.L™) (Q) -306,73% 42,86 -7,16 0,000828
1L x 2L -150,38° 50,93 -2,95 0,031781

Analoga a anterior, a Tabela 4 descreve os coeficientes de regressdo do
modelo. O modelo matematico ajustado que descreve a atividade de CGTase
dentro da faixa estudada pode ser expresso pela Eq. (3):

y = 989,53 — 35,47X, — 48,90X, — 75,19X,X, — 147,99X2 — 153,37X2 3)

Tabela 4
Coeficientes de regresséo para a producéo de ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) utilizando
amido de araruta como fonte de carbono e milhocina como fonte de nitrogénio.

Fatores Coeficientes Erro padrédo t (5) p-valor
de regresséao

Média 989,53° 29,40 33,65 0,000000
(X1) Amido de Araruta (g.L™) (L) -35,47 18,01 -1,97 0,105901
Amido de Araruta (g.L'l) Q) -147,99% 21,43 -6,91 0,000976
(X,) Milhocina (g.L™) (L) -48,90° 18,01 -2,72 0,041999
Milhocina (g.L™) (Q) -153,37° 21,43 -7,16 0,000828
1L x 2L -75,19% 25,46 -2,95 0,031776

# Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
L: termos lineares.
Q: termos quadraticos.

Os resultados foram avaliados pela ANOVA (Tabela 5). O alto valor do F
calculado, equivalente a 45,0, indica que o modelo foi significativo ao nivel de
confianga aplicado (95%). Considerando o F-tabelado (4,35), o valor do F-
calculado foi 10,34 vezes maior. Para Silva et al. (1999) quando o F calculado é
de 3 a 5 vezes maior que o F tabelado o modelo estatistico pode ser considerado
muito significativo. Os valores de p indicam que milhocina no termo quadratico foi
a variavel que mais influenciou na atividade de CGTase, uma vez que, quanto
menor for o valor de p maior € o efeito da variavel independente sobre a resposta
analisada (Ai-Noi et al., 2008). O coeficiente de variagao (R equivalente a

0,9507 indica que 95,07% da variabilidade da resposta podem ser explicados pelo
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modelo, representada pela distribuicdo comportamental dos valores experimentais

em funcao dos valores preditos (Fig. 3).

Tabela 5
Andlise de varidncia (ANOVA) para a producdo de ciclodextrina glicosiltransferase utilizando
amido de araruta como fonte de carbono e milhocina como fonte de nitrogénio.

Fatores GL SQ oM Fc
Regresséo 3 250064,1 83354,7 45,0°
Residuo 7 12967,5 1852,5

Total 10 263031,6

# Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
R*=0,95.
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Fig. 3. Valores observados e preditos pelo sistema para otimizacdo da producdo de CGTase
(U.mL™) pela cepa SM-02.

A partir desta analise, os resultados foram adequados a construcdo de
graficos de superficie de resposta (Fig. 4a) e curva de contorno (Fig. 4b) os quais
exibem o comportamento da producdo de CGTase em funcédo das concentracées
de amido de araruta e milhocina. Os graficos confirmam que a melhor resposta
para a producdo enzimatica encontra-se na zona de otimizacdo, onde esta
localizado o ponto central (regido em vermelho escuro). A enzima apresentou
menor produ¢do nos niveis inferiores (-1,41 e -1) e superiores (+1 e +1,41) onde

séo encontradas as concentragcdes mais baixas e mais altas, respectivamente.
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Analisando as curvas de contorno, verifica-se que em torno do ponto de
otimizag&o encontra-se uma faixa 6tima das concentra¢des das fontes de carbono
e nitrogénio utilizadas. Os resultados indicam que qualquer concentracdo que se
encontra dentro desta faixa pode ser utilizada na producdo da enzima, ainda
assim, mantendo o processo na condicdo otimizada. A fonte de carbono
apresentou concentracdes 6timas entre 27,5 g.L™* e 32,5 g.L™ . Para a fonte de
nitrogénio, as concentracdes 6timas encontram-se entre 3 g.L™* e 4,0 gLt A
analise da superficie de resposta e curva de contorno tém esta vantagem de
mostrar uma faixa de concentracdes para a produ¢do maxima, ao invés de uma
Unica concentragdo especifica (Treichel et al. 2009). Evidéncias como estas séo
fundamentais, oferecendo as industrias de aplicacdo maior liberdade para utilizar
uma faixa de concentracdo de substrato, ao invés de um ponto fixo Unico. Assim,
permite uma maior variabilidade na quantidade da matéria-prima sem interferir na

produgdo, principalmente no que se refere a substratos complexos, nos quais
uma consideravel variacdo na composicao pode ocorrer.

" -1
Atividade enzimatica (Uml)

Milhocina (g.L)

. 900
B 500
B 700
{ =600
[ 500
1600 : B 400
[ 400 229 250 30.0 30 sl
i - 3 I 200
a : b Amido de Araruta (g.L")

Il 800

Fig. 4. (a) Superficie de resposta da producdo de CGTase pela cepa SM-02. (b) Curvas de
contorno destacando a zona de otimizacdo (vermelho escuro).

Ai-Noi et al. (2008) encontraram resultados semelhantes aos do presente
estudo com a CGTase de Bacillus sp. otimizando o meio de produ¢ao com 3,34%
de amido de sorgo. Zain et al. (2007) concluiram que amido de tapioca utilizado
acima de 3% provoca uma queda acentuada na producdo de CGTase. Park et al.

(1995) explicam que o excesso de substrato aumenta a viscosidade do meio de
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cultura possibilitando interferéncias no processo de absorcdo do oxigénio pelo
micro-organismo. Ibrahim et al. (2005) otimizaram o meio de producéo de Bacillus
cepa G1 aplicando o planejamento experimental DCCR, com 4% de amido de
tapioca, 2% de peptona, 0,04% de MgS0O,4.7H,O e 1% de Na,CO3; e concluiram
que a producdo enzimatica com meio otimizado (54,90 U.mL™) foi 53% superior a
alcancada por meio do meio basal proposto por Nakamura e Horikoshi (1976),
sugerindo que a metodologia aplicada € viavel quando o objetivo é alcancar o
rendimento maximo. Zain et al. (2007) realizaram estudos de otimizacdo do meio
de producdo da CGTase produzida por Bacillus sp. TS1-1 através de DCCR. O
meio otimizado com 3,3% de amido de tapioca e 0,13% de extrato de levedura
atingiu a producdo maxima de 78,05 U.mL™. A partir da otimizacdo dos
parametros envolvidos no experimento, a metodologia experimental DCCR
permitiu aos autores concluirem que para a producdo de CGTase atingir valores
maximos pelo sistema de fermentacdo em batelada é preciso aumentar a fonte de
carbono até um certo limite e diminuir ao maximo a fonte de nitrogénio.

Os resutados de pesquisas como estas corroboram o fato de que bactérias
produtoras de CGTase adaptam-se muito bem a variados meios de cultura
enriquecidos com substratos de baixo custo, obtendo-se alta produtividade.

Desenvolvido por Box e Wilson (1951) com o objetivo de se obter respostas
otimizadas na industria, o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) é
considerado um delineamento muito Util, ideal a ser aplicado em ocasiées onde o
erro experimental é pequeno e, em geral, variaveis externas podem ser facilmente
controladas. Além disso, reduz o numero de ensaios, consequentemente,
reduzindo o tempo e 0s custos com reagentes, energia e mao de obra. Além
disso, oferece um suporte estatistico para os resultados (Rodrigues e lemma,
2009), o que confere maior confiabilidade ao processo.

3.4. Caracterizagao parcial

3.4.1. Perfil de temperatura

A atividade de ciclizagdo da enzima da cepa SM-02 apresentou-se elevada

na faixa de 50 — 60 °C, exibindo temperatura 6tima de reacdo a 55 °C (Fig. 5). Os



58

resultados sao corroborados por Sin et al. (1991), Martins e Hatti-Kaul (2002),
Cao et al. (2005), Sian et al (2005), Hirano et al. (2006), Atanasova et al. (2011) e
Mora et al. (2012) que reportam esta faixa de temperatura para CGTases de
bactérias alcalofilicas. Ai-Noi et al. (2008) descreveram uma faixa um pouco mais
ampla, de 45 °C a 60 °C, embora também tenha sido reportada a temperatura de
65 °C para algumas linhagens como Bacillus firmus NCIM 5119 (Gawande et al.,
1999) e Paenibacillus campinasensis H69-3 (Alves-Prado et al., 2007). Ha raras
excegdes como Thermoanaerobacter kivui (Avci e Donmez, 2009), que apresenta
temperatura 6tima de reagcdo de 80 °C. No campo industrial, esta ampla faixa de
temperatura € uma caracteristica interessante por permitir uma variacao durante a

reacao enzimatica, sem interferir na produtividade.
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Fig. 5. Efeito da temperatura na atividade de ciclizagdo da CGTase da cepa SM-02. A atividade da
enzima foi mensaurada sob condi¢6es padrbes de ensaio em diferentes temperaturas, em pH 8.0,
na presenca de Ca*. A atividade da enzima correspondente a 100% foi 1102,82 u.mL™

3.4.2. Efeito da temperatura na estabilidade térmica

Geralmente, a propriedade de estabilidade térmica de CGTases sofre uma
variacdo consideravel, especialmente devido ao habitat no qual o micro-
organismo esta inserido. Esta € uma das mais importantes propriedades a serem
consideradas em processos biotecnoldgicos, sendo até mesmo um fator limitante
durante a selecdo de enzimas de interesse industrial (Atanasova et al., 2011). O

hY

conhecimento em relacdo a estabilidade de enzimas oferece informagdes a
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respeito do limite de temperatura durante o processo de reacdo, considerando
uma faixa de tempo, sem que a mesma sofra desnaturacédo térmica, minimizando
perdas. Além disso, conhecer as condi¢des de termoestabilidade € util durante o
armazenamento de enzimas e produtos formulados a base das mesmas.

No presente estudo, a atividade de ciclizagdo da CGTase da cepa SM-02 foi
mantida acima de 50% a 45°C e 55°C apoés 4 h de incubacéo (Fig. 6). A 60 °C a
enzima apresentou rapida desativacao térmica apés 1 h de incubacdo. Estudos
realizados por Moriwaki et al. (2007) demonstraram que a CGTase de Bacillus
firmus manteve-se estavel nesta mesma faixa de tempo.

Sendo a atividade maxima da CGTase da cepa SM-02 atingida a 55 °C e
temperatura Otima de reacdo também a 55 °C, esta pode ser considerada
excelente para aplicacdes industriais, sem que haja rapida perda da atividade. A
mesma termoestabilidade foi citada nos estudos de Sabioni e Park (1992) e
Alves-Prado et al. (2007). Em geral, a faixa de temperatura estavel reportada na

literatura varia entre 40 °C e 60 °C para micro-organismos alcalofilicos.

110

100 - ——45°C
—50°C
] —55°C
80 — 60 °C

90

70
60

50

40

30

Atividade Relativa (%)

20

10 -

O T T 7T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390

Tempo (min.)
Fig. 6. Efeito da temperatura na estabilidade da CGTase da cepa SM-02. A atividade da enzima

foi mensaurada sob condicdes de ensaio a 55 °C, pH 5.0, na presenca de Mg*>. A atividade da
enzima correspondente a 100% foi 1154,02 U.mL™,

3.4.3. Perfil de pH

A enzima exibiu atividade acima de 90% na faixa de pH de 3,0 — 8,0,

apresentando méxima atividade de ciclizacdo em pH 5,0 (Fig. 7). Nas faixas de



60

pH de 2,0 a 3,0, a atividade foi mantida acima de 65%. Em geral, pH muito &cidos
raramente s&o reportados para as CGTases da maioria dos micro-organismos
produtores. Porém, Mora et al. (2012) observaram que a faixa de 3,0 — 4,5
manteve a atividade da enzima de Bacillus sp. acima de 70%. Estes resultados
séo interessantes, uma vez que amplia a faixa de aplicagdo desta enzima em
diferentes processos, diminuindo a necessidade de um controle muito rigido do
pH. Além disso, o fato desta enzima apresentar elevada atividade em pH acidos e
alcalinos diminui o risco de contaminacdo por outras bactérias contaminantes,
potencialmente competidoras, presentes nos processos fermentativos (Schneider,
1998).

Assim, pode-se considerar, de acordo com os dados obtidos, que as
caracteristicas bioguimicas da enzima em estudo sdo adequadas para uso
industrial. Segundo Vandamme e Derycke (1983), altas temperaturas (em torno
de 50°C) e baixos valores de pH (em torno de 4,0), sdo condigbes operacionais
de grande interesse industrial, uma vez que diminuem os riscos de contaminacao
microbiana e melhoram a solubilidade de alguns substratos. A Tabela 6 faz um
breve resumo das caracteristicas das CGTases de alguns micro-organismos
reportados na literatura, além do isolado SM-02.
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Fig. 7. Efeito do pH na atividade de ciclizacdo da CGTase da cepa SM-02. A atividade da enzima
foi mensurada sob condi¢cdes de ensaio em diferentes valores de pH a 50 mM, na temperatura de
55 °C, na presenca de Ca*. A atividade da enzima correspondente a 100% foi 1085,88 umL™
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Tabela 6
Caracterizagdo de algumas CGTases produzidas por diferentes isolados.
Bactérias pH Temperatura pH Temperatura Massa Referéncias
dut 6timo otima estavel estavel molecular
produtoras (kDa)
B. coagulans 6,5 nd? 5,0-10,0 Acima de 65 °C 36 Akimura et al.
(1991)
Bacillus lentus 6,5-7,5 45-50 °C 6,5-8,5 55 °C/-Ca*? 33 Sabione e Park
(1992)
B. ohbensis C-1400 5,0 55°C 6,5-10,0 Acima de 45 °C 80 Sin et al. (1991)
Bacillus firmus NCIM 55e85 65 °C 7,0-11,0 Acima de 30 °C, 78 Gawande et. Al.
5119 termolabil (1999)
B. agaradhaerens LS- 9,0 55°C 5,0-11,4 Acima de 40 °C 110 Martins e Hatti-
3C Kaul (2002)
Bacillus sp. 7-12 50e8,5 60 °C 6,0-10,0 Abaixo de 70 °C 69 Cao et al. (2005)
Bacillus sp. G1 6,0 60 °C 7,0-9,0 Acima de 70 75 Sian et al.
°C/Ca* 20 mM (2005)
Bacillus sp. G-825-6 8,0-10,0 50-55 °C 7,0-12,0 Acima de 50 °C 78,2 Hirano et al.
CGTase recombinante (2006)
Paenibacillus 6,5 65 °C 6,0-11,0 55°C 70 Alves-Prado et
campinasensis H69-3 al. (2007)
Thermoanaerobacter 7,0a8,0 80 °C nd® nd® nd® Avci e D6nmez
kivui (2009)
B. pseudalcaliphilus 6,0e9,0 60 °C 5,0-11.0 70 °C 70 Atanasova et al.
20RF (2011)
Cepa SM-02 5,0 55 °C nd® 55 °C/Mg*? 50 mM nd® Presente
estudo

% nd: ndo determinado.

3.4.4. Efeito de ions metalicos

Foi observada baixa atividade de ciclizagdo da CGTase da cepa SM-02 na
presenca de Hg*?, Fe*? e Zn*? (Tabela 7). Estes resultados s&o corroborados pela
literatura, que descreve estes sais como potentes inibidores da atividade de
CGTase de varias espécies de Bacillus como Bacillus sp. G1 (Sian et al. 2005), B.
pseudalcaliphilus 20R (Atanasova et al., 2011) e B. agaradhaerens LS-3C
(Martins e Hatti-Kaul, 2002).

Por outro lado, a atividade da enzima foi estimulada na presenca de Mg*?,
Ca'?, EDTA, K*, Ba*?, Mn*?, Na" e Cu*? Dentre os ions avaliados, foi observado
que Mg*? foi quem mais influenciou na atividade da CGTase do isolado SM-02.
Estudos anteriores ja demonstraram que Mg*™ a 15 mM estimulou fortemente a

atividade da enzima de Bacillus pseudalcaliphilus 20R (Atanasova et al., 2011).
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Tem sido reportado que Cu*® é um importante inibidor das CGTases de Bacillus
sp. G1 (Sian et al., 2005), Bacillus agaradhaerens LS-3C (Martins e Hatti-Kaul,
2002) e Paenibacillus campinasensis H69-3 (Alves-Prado et al., 2007). Porém, a
CGTase do isolado SM-02 manteve sua atividade de ciclizagdo proxima a 100%,
assemelhando-se a CGTase de Bacillus pseudalcaliphilus 20R (Atanasova et al.,
2011).

A capacidade de modificar as taxas de uma reacdo enzimatica torna
interessante o estudo da influéncia de lons metalicos ativadores ou inibidores de
enzimas, bem como substancias de outra natureza como alcodis (Martins e Hatti-
Kaul, 2003), que séo capazes de interferir no desempenho de muitas enzimas.
Por esta razdo, alguns pesquisadores adicionam ao meio de cultura substancias
ativadoras durante a biocatalise (Vieira, 2006), com o0 objetivo de aumentar as
taxas de reacdo enzimatica. Por outro lado, conhecer as substancias que inibem o

desempenho de determinadas enzimas € essencial para que 0 Seu uso seja

evitado durante os processos fermentativos.

Tabela 7
Efeito de ions metdlicos e agentes quimicos na atividade de ciclizacdo da CGTase da cepa SM-
02.

fons metalicos Atividade residual (%)

Controle (sem adicéo) 100.0
MgCl, 118.5
EDTA 101.1
CacCl, 107.9
FeCl; 88.9
NacCl 104.6
ZnSO, 82.2
KCI 105.4
MnCl, 106.7
CuSO, 98.4
BacCl, 106.5

HgCl, 84.2
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4. Cinética da producédo de CGTase em amido de araruta e milhocina

Para verificar a cinética de producdo da enzima, foram realizados ensaios
em triplicata, na condicdo otimizada, durante 120 horas (Fig. 8). Foram
acompanhados, também, o crescimento celular, o consumo do substrato e a
producdo de proteinas totais. Observa-se que a sintese da enzima foi maior na
fase exponencial de crescimento do micro-organismo, alcancando um pico apos
72 horas de fermentagdo. Sob estas condigbes, a velocidade de crescimento
especifica (u) foi de 0,17 h™. Os rendimentos da biomassa (Yys) e da enzima
(Yps) em fungdo do substrato foram de 0,12 g.g" e de 51,44 U.mL'g",
respectivamente. O rendimento da enzima em fungéo da biomassa (Yyx) foi de
434,47 U.mL™".h* e a produtividade foi de 12,34 U.mL™.h™. A atividade especifica
foi de 23,49 U.mg™ (Tabela 8). Em condicdes otimizadas, altas taxas de producéo
de CGTase foram obtidas e a elevada produtividade corroborou a premissa de
que substratos agroindustriais de facil obtencdo e baixo custo podem ser
aplicados na producédo de ciclodextrinas. Além disso, a cepa SM-02 demonstrou
ser detentora de um excelente potencial biotecnolégico para a producédo de
CGTase.

Tabela 8

Producéo, rendimento e produtividade de ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) pela cepa SM-
02 em amido de araruta e milhocina

Parametros Resultados
Velocidade de crescimento especifica (h™) 0,17
Yus(9.97) 0,12
Yos (U.mL™ g™ 51,44
Yo (U.mL™ 0™ 434,47
Q, (U.mL™h™ 12,34

Atividade especifica (U.mg™) 23,49
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Otimizacéo da producao microbiana de ciclodextrina glicosiltransferase

utilizando farinha de mandioca e milhocina como substratos

Resumo Ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase; EC 2.4.1.19) é uma enzima
de interesse industrial com capacidade de converter o amido em agucares ciclicos
nao redutores denominados ciclodextrinas. A formac&o de complexos de inclusédo
com uma infinidade de substancias faz desses compostos excelentes candidatos
a diversas aplicacdes biotecnolégicas, principalmente nas industrias alimenticia e
farmacéutica. O presente estudo teve como objetivo estabelecer as melhores
condicBes de cultivo para a producdo de CGTase da cepa SM-02, isolado de solo
de lagoa de descarte de manipueira da regido de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. A
otimizacdo foi realizada por meio da metodologia experimental Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), de acordo com a matriz do planejamento
fatorial 2%, utilizando-se como fontes de carbono e nitrogénio farinha de mandioca
e milhocina, respectivamente. A producdo maxima de 1087,89 U.ml* foi obtida
com 25,0 g.L™* de farinha de mandioca e 3,5 g.L™ de milhocina, apds 72 horas de
fermentacdo submersa, a 35 °C e 150 rpm. A enzima apresentou maior atividade
de ciclizacdo em pH 5,0, temperatura 6tima de 55 °C e manteve a estabilidade
térmica a 55 °C, durante 3 h. Na presenca dos fons metélicos Mg*?, Ca*™?, EDTA,
K*, Ba* e Na' a atividade da enzima foi estimulada e parcialmente inibida na
presenca de Hg™, Cu*? Fe*? e Zn™. A produtividade méaxima de CGTase obtida
foi de 8,56 U.mL™.h™. Os resultados de otimizacdo indicaram que farinha de
mandioca e milhocina sdo promissores para a producdo da p-CGTase da cepa
SM-02.

Palavras-chave CGTase, otimizacdo, planejamento fatorial, substratos

agroindustriais
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Introducéo

O mercado mundial de enzimas de interesse industrial e ambiental de
origem microbiana tem se desenvolvido largamente nos ultimos anos, fato que
vem incentivando a busca por novos micro-organismos com potencial
biotecnolégico para a producdo enzimatica. Solos tropicais brasileiros séo
dotados de uma microbiota que exibe capacidade excepcional para a producéo de
enzimas de diversas naturezas, embora, em sua maioria, apresente uma
comunidade microbiolégica ainda desconhecida (Nascimento et al. 2009; Souza
et al. 2008; De Azeredo et al. 2006; Nascimento et al. 2003). De acordo com a
literatura, diversas linhagens de bactérias produtoras de ciclodextrina
glicosiltransferase ja foram isoladas de ambientes diferenciados em varias partes
do mundo, inclusive no Brasil (Ferrarotti et al. 1996; Tien 2001; Khairizal 2002;
Alves-Prado et al. 2006; Moriwaki et al. 2007; Menocci et al. 2008; Atanasova et
al. 2008). Ainda assim, ha caréncia de estudos com solos do Estado da Bahia,
Brasil, direcionados para o isolamento de micro-organismos com potencial
biotecnolégico relacionado a producao dessa enzima.

Ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase; E.C. 2.4.1.19) é uma enzima
extracelular que catalisa a hidrolise das ligagdes glicosidicas a-1,4 e a
subsequente reacdo de transglicosilacdo intramolecular (ciclizacdo) e
intermolecular (desproporcionamento e acoplamento) de a-1,4-glicanas (Terada et
al. 1997; Tonkova 1998). Obtida de diversas linhagens de bactérias, esta enzima
de natureza amilolitica € a Unica que tem a capacidade de converter o amido em
uma mistura de acucares nao redutores denominados ciclodextrinas, além de
acucares lineares e dextrinas (Gastén et al. 2012). As ciclodextrinas, principal
produto da reacdo de catalise da CGTase, sdo oligossacarideos ciclicos
compostos de unidades de D-(+)-glicopiranose unidas por ligagdes do tipo a-1,4.
Com ampla aplicabilidade industrial, sdo capazes de formar complexos de
inclusdo hidrossoluveis com uma infinidade de substancias promovendo
modificacbes das propriedades fisico-quimicas das moléculas-hospedes
encapsuladas (Denter et al. 1997; Astray et al. 2009).

A composicdo dos meios de cultura para a produgdo de enzimas

geralmente envolve fontes de carbono e nitrogénio obtidas a partir de processos
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que demandam elevados custos de producgdo. Pesquisas direcionadas a busca
por substratos de baixo custo de origem agroindustrial tém sido focadas com o
objetivo de baratear o custo de producdo da CGTase em escala comercial (Kim et
al. 1997; Mahat et al. 2004; Ibrahim et al. 2005; Zain et al. 2007; Ai-Noi et al.
2008). Neste contexto, sendo a farinha derivada da raiz da mandioca de mesa
(Manihot esculenta Crantz) um produto agroindustrial rico em amido, torna-se
bastante viavel o seu uso em processos fermentativos como substrato para a
producdo de CGTase. Denominada farinha de mandioca, este € um produto
horticola amplamente apreciado no Brasil, com destaque para as regides Norte e
Nordeste do pais (Dias e Leonel 2006; Chisté e Cohen, 2011). Sua qualidade esta
diretamente ligada as caracteristicas fisico-quimicas das raizes da mandioca,
caracteristicas associadas ao genoétipo, as condicbes ambientais favoraveis, idade
da planta, ponto de colheita, solo, variabilidade genética, matéria-prima e método
de processamento das raizes (Lorenzi 2003; Souza et al. 2008). A composicdo da
farinha de mandioca rica em amido, variavel entre 60 — 80%, € um dos motivos
gue torna este alimento um componente nutricional bastante atrativo (Bobbio e
Bobbio 2001).

O presente estudo teve como objetivo estabelecer condi¢cbes ideais para a
producdo da CGTase do isolado SM-02, por meio da metodologia experimental
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), utilizando-se os substratos
agroindustriais farinha de mandioca e milhocina como fontes alternativas de

carbono e nitrogénio, respectivamente.
Material e Métodos
Micro-organismo
A cepa SM-02 utilizada nos testes de fermentacdo foi isolada a partir de
amostras de solo contendo agua de manipueira descartada por uma casa de

farinha localizada na regido de Cruz das Almas-BA, Brasil. A conservacéo foi

realizada em criotubos contendo 2 mL de glicerol a 20% e estocados a -40 °C.
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Testes preliminares para avaliar a capacidade de producéao de CGTase

A capacidade de producdo de CGTase pelo isolado SM-02 foi avaliada em
meio solido contendo o corante fenolftaleina (Park et al. 1989), através da
formacao do halo representando a zona de degradacédo do amido. No centro de
cada placa de Petri contendo meio solido foi aplicado um orificio com 0,5 cm de
diametro. Em seguida, 50 puL com aproximadamente 3 x 10°® células foram
plagueados nos orificios. As placas foram incubadas a 37 °C e os halos das

colénias medidos apés 72 h de crescimento.

Ensaios fermentativos

Para reativar o micro-organismo foram realizadas subculturas da cultura
estoque em meio sélido Nakamura e Horikoshi (1976), contendo (g.L™): amido
solavel, 10; peptona, 5; extrato de levedura, 5; MgS0,4.7H,0, 0,2; K;HPO, 1; agar
bacteriologico, 15; Na,COg3, 10 (esterilizado separadamente e adicionado ao meio
de cultivo apds a temperatura atingir 60°C), pH 9,8. ApGs 72 h de crescimento, o
indculo foi preparado com uma algada da subcultura em um Erlenmeyer de 125
mL contendo 50 mL de meio liquido enriquecido com farinha de mandioca e
milhocina para adaptacao das células ao meio de fermentacédo, pH 9.8. Ap6s 24 h
de incubacado, uma aliquota de 1 mL do inéculo foi padronizada a partir de uma
ODgqp fixada em 0,1 e o volume final de cada ensaio foi ajustado para 30 mL de
meio de cultivo, substituindo-se o amido soluvel do meio basal por farinha de
mandioca e peptona e extrato de levedura por milhocina (Sigma®). A rotac&o foi
fixada em 150 rpm e temperatura de 35 °C. ApOs 72 h de fermentacdo, amostras
foram centrifugadas a 5.000 rpm, a 4 °C, durante 30 minutos. O sobrenadante
livre de células foi utilizado na determinacdo das atividades enziméticas e o

precipitado na determinacéo de biomassa.

Otimizacéo usando Delineamento Composto Central Rotacional

A otimizagdo das concentracdes de farinha de mandioca como fonte de

carbono e milhocina como fonte de nitrogénio foi estudada empregando a
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metodologia de superficie de resposta. A atividade de CGTase (U.mL™) foi
considerada como variavel dependente e concentracdes dos substratos como
variaveis independentes. Uma matriz de planejamento fatorial 22 foi realizada por
meio de Delineamento Composto Central Rotacinal (DCCR), resultando em 11
ensaios (Rodrigues e lemma, 2009). Assim, dois niveis foram escolhidos, um
superior (+1) e um inferior (-1), além de mais um ponto central (0), sendo o Unico
em que foi realizado com trés repeticbes para determinacdo do rigor da
metodologia e, dois pontos axiais (+1,41 e -1,41). Este modelo é representado por

uma regressao polinomial de segunda ordem para gerar curvas de niveis, Eq. [1]:
Y =bo + biXi + byXy + bipX1 Xy + byy X7 + by X3 (1)

onde, y € a resposta predita de atividade de CGTase; X; e X, sdo as formas
codificadas (amido de araruta e milhocina, respectivamente); by refere-se ao
ponto de intersecao; b, e b, sdo coeficientes lineares; by, coeficiente de interacao
dupla; b;; e by, sdo coeficientes quadréaticos. Os valores dos niveis estudados

foram calculados através da equacéo geral, Eqg. [2]:

X—X
X, = o) @)

2

onde, X, € o valor codificado; X é o valor real da variavel independente; X, 0 valor
real do ponto central; X, é o valor do nivel superior; X.; € o valor do nivel inferior.
Os resultados apresentados pelo modelo experimental aplicado foram

avaliados através do Software Statistica Release versdo 7.1, Stat Soft. Inc., USA.
Ensaio enziméatico

A atividade da enzima foi determinada pelo método colorimétrico do
complexo ciclodextrina-fenolftaleina (CD-PHE) (Hamon e Moraes 1990). A mistura
reacional contendo 5,0 mL de solugcdo enzimatica bruta e 5,0 mL de solucdo de
amido soluvel a 1% foi incubada em reator termostatizado a 55 °C. Aliguotas de

0,5 mL da solucéo reacional foram retiradas nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 minutos e
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inativadas em &agua a 100 °C, durante 5 minutos. Em seguida, a cada amostra
inativada foram adicionados 2,5 mL de solugdo alcodlica de fenolftaleina 3 mM,
diluida em tampédo Na,CO3 600 mM, pH 10,5. A leitura espectrofotométrica foi

realizada em A= 550 nm.

Crescimento celular

Apos fermentacdes, a biomassa foi separada do sobrenadante por
centrifugagédo a 5.000 rpm por 30 minutos, a 4 °C. Em seguida, foi ressuspensa
em 5 mL de agua destilada e novamente centrifugada para lavagem das células.
Apoés descarte do sobrenadante, 30 mL de agua destilada foram adicionados e o
precipitado ressuspenso. Em seguida, a leitura da densidade otica em
espectrofotometro a 600 nm foi realizada e a biomassa quantificada através de
comparacao com a curva padrdo baseada na massa seca x densidade ética.

Determinacédo de acucares redutores totais

A determinacdo de acucares redutores foi realizada pelo método do acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS), utilizado para determinar a atividade de amilase
sacarificante, através da quantificagdo do acucar redutor liberado pela enzima
(Miller, 1959). Previamente a aplicacdo da metodologia, as amostras foram
submetidas a uma hidrolise &cida adicionando 1 mL de HCI 2 M a 1 mL do extrato
enzimatico bruto. Apés fervura durante 20 minutos, as amostras foram
neutralizadas com a adicdo de 1 mL de NaOH 2 M. O controle foi preparado
conforme o processo descrito, substituindo-se o extrato enzimatico pelo volume

equivalente a 4gua destilada. A absorbancia foi determinada a A= 540 nm.
Determinacédo de proteinas totais
A concentracdo de proteinas totais foi determinada por meio do método de

Bradford (1976), adicionando-se 0,2 mL do extrato bruto enzimatico a 2,0 mL do

reagente de Bradford, preparado com o corante Coomassie Brilliant Blue BG-250.
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O controle foi preparado substituindo-se a amostra pelo volume equivalente a
agua destilada. A leitura foi realizada em A= 595 nm.

Efeito do pH, temperatura, ions metalicos e estabilidade térmica

O efeito do pH na atividade de CGTase foi realizado testando-se o0s
seguintes tampdes a 50 mM: Glicina-HCI pH 2,0 — 3,0; Citrato de sédio pH 3,0 —
6,0; Fosfato pH 6,0 — 8,0; Tris-HCI pH 8,0 — 9,0; Glicina-NaOH pH 9,0 — 10,0. A
influéncia de ions metalicos na atividade de CGTase foi medida através das
seguintes solucdes preparadas a 50 mM: CaCl,, FeCls, NaCl, ZnSO4, EDTA, KCI,
MnCl,, CuSQy4, BaCl,, HgCl, e MgCl,.

A temperatura 6tima de reacado foi determinada incubando-se a enzima na
faixa de temperatura de 50 — 70 °C, em pH 8,0. A estabilidade térmica foi
determinada incubando-se a enzima na faixa de temperatura de 50 — 65 °C,
durante 5 horas. Os ensaios foram conduzidos de acordo com os padrées de
atividade enzimatica através do método de complexacdo CD-PHE (Hamon e
Morais 1990).

Resultados

Otimizagé&o por Delineamento Composto Central Rotacional

Através dos resultados obtidos no planejamento fatorial 22 foram
observadas influéncias dos parametros escolhidos (X;: fonte de carbono e Xu:
fonte de nitrogénio) e um modelo matemético adequado foi construido. Os valores
observados e preditos pelo modelo experimental estdo demonstrados na Tabela
1.
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Tabela 1 Matriz do planejamento experimental e valores das variaveis independentes (X;: farinha
de mandioca e X,: milhocina) usados no DCCR

Variaveis Variaveis reais Atividade enziméatica Biomassa (g.L™)
Ensaios ., jificadas (g.L'™h (U.mL™
X, X, X, X, Valores Valores Valores Valores
observados  preditos observados preditos
1 -1 -1 20,0 2,5 797,3 741,7 1,6 1,6
2 +1 -1 30,0 2,5 930,8 862,6 2,0 1,9
3 -1 +1 20,0 4,5 743,9 680,0 2,2 21
4 +1 +1 30,0 4,5 947,1 870,6 2,6 2,4
5 -1,41 0 17,9 3,5 670,9 728,0 1,6 1,6
6 +1,41 0 32,0 3,5 873,3 948,3 1,9 2,1
7 0 -1,41 25,0 2,1 698,1 758,2 1,8 1,8
8 0 +1,41 250 4,9 648,5 720,4 2,0 2,0
9 0 0 25,0 3,5 1045,2 1087,9 2,0 2,0
10 0 0 25,0 3,5 1141,2 1087,9 2,0 2,0
11 0 0 25,0 3,5 1077,2 1087,9 2,0 2,0

Observa-se que ocorreu um aumento gradual de 648,5 U.mL™ (ensaio 8)
para 1.087,9 U.mL™ (média dos pontos centrais), sendo esta a produ¢do maxima
de CGTase alcancada, utilizando-se 25,0 g.L™ de farinha de mandioca e 3,5 g.L™
de milhocina. E possivel observar que, nas mesmas concentracbes da fonte de
carbono, houve uma expressiva influéncia negativa da milhocina sobre a
producdo da enzima equivalente a 59,6%, quando se compara os valores no nivel
axial superior (ensaio 8) com 0s ensaios representados pelos pontos centrais
(ensaios 9, 10 e 11).

Os efeitos estimados para a producéo de CGTase estao apresentados na
Tabela 2, onde a letra L representa os termos lineares e a letra Q representa o0s
termos quadréaticos. De todas as variaveis estudadas, farinha de mandioca e
milhocina nos termos lineares e a interacdo ndo apresentaram p-valor significativo
ao nivel de 5% de probabilidade. Para a fonte de carbono no termo quadratico,
ocorreu uma queda na producéo da enzima de 249,75 U.mL™. As concentracdes

de milhocina no termo quadratico apresentaram comportamento semelhante,
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resultando em um efeito negativo sobre a produgéo da enzima que diminuiu em
348,59 U.mL™.

Tabela 2 Efeitos estimados para a producdo de ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase)
utilizando farinha de mandioca como fonte de carbono e milhocina como fonte de nitrogénio

Fatores Efeitos Erro padrao t (5) p-valor

Média 1087,89% 51,72 21,04 0,000004
(X,) Farinha de mandioca (g.L™) (L) 155,75 63,34 2,46 0,057300
Farinha de mandioca (g.L™) (Q) -249,75% 75,39 -3,31 0,021175
(X,) Milhocina (g.L™) (L) -26,78 63,34 -0,42 0,690033
Milhocina (g.L™) (Q) -348,59% 75,39 -4,62 0,005716
1L x 2L 34,84 89,58 0,39 0,713325

De forma analoga, a Tabela 3 apresenta os coeficientes de regressdo. O
modelo matematico ajustado que descreve a producdo de CGTase dentro da

faixa estudada pode ser expresso pela equacéao Eqg. (3):

y = 1087,89 + 77,88X, — 13,39X, + 17,42X,X, — 124,88X2 — 17430X%2  (3)

Tabela 3 Coeficientes de regressao para a producado de ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase)
utilizando farinha de mandioca como fonte de carbono e milhocina como fonte de nitrogénio

Fatores Coeficientes Erro padrao t(2) p-valor
de Regressao
Média 1087,892 28,22 38.55238 0.000672
(X,) Farinha de Mandioca (g.L™) (L) 77,882 17,28 450667  0.045875
Farinha de Mandioca (g.L™) (Q) -124,88?2 20,57 -6.07151  0.026071
(X,) Milhocina (g.L™) (L) -13,39 17,28 -0.77482  0.519511
Milhocina (g.L™) (Q) -174,302 20,57 -8.47418  0.013641
1L x 2L 17,42 24,44 0.71285 0.549890

? Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. L: termos lineares. Q: termos quadréaticos

A Tabela 4 apresenta os resultados avaliados pela analise de variancia
(ANOVA). O F calculado equivalente a 14,9 indica que o modelo foi significativo
ao nivel de confianca aplicado (5% de probabilidade), havendo boa correlacdo
entre os valores experimentados e os valores preditos, representados pela Fig. 1.
Neste caso, o valor do F calculado foi 3,42 vezes maior que o F tabelado (4,35).

Portanto, a considerar os valores de p calculados pela ANOVA, a variavel mais
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significativa foi milhocina no termo linear, seguida da farinha de mandioca no

termo quadratico e linear, respectivamente.

Tabela 4 Analise de variancia (ANOVA) para a producdo de ciclodextrina glicosiltransferase
utilizando farinha de mandioca como fonte de carbono e milhocina como fonte de nitrogénio

Fatores GL SQ QM Fc
Regresséo 3 256.212,8 85.404,3 14,9*
Residuo 7 40.120,0 5.731,4

Total 10 296.332,8

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. R*= 0,86
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Fig. 1 Valores observados e preditos pelo sistema para otimizagdo da producdo de CGTase
(U.mL™) pela cepa SM-02

Segundo a ANOVA, o coeficiente de variacdo (R?) equivalente a 0,8646
indica que 86,46% da variabilidade da resposta podem ser explicados pelo
modelo e 13,54% nao puderam ser explicados. Considerando os resultados
apresentados, o efeito das variaveis independentes sobre a resposta de producéao
enzimatica foi avaliado a partir de uma superficie de resposta (Fig. 2a) e curva de
contorno (Fig. 2b). A zona de otimizacao representa a melhor resposta para a
producdo da enzima, onde esta localizado o ponto central (regido em vermelho
escuro). A menor producdo de CGTase foi observada nos niveis inferiores (-1,41
e -1) e superiores (+1 e +1,41), onde sdo encontradas as concentragcdes mais
baixas e mais altas, respectivamente, das fontes de carbono e milhocina.

Por outro lado, a curva de contorno demonstra que em torno do ponto de

otimizacdo ha uma faixa de combinagdo das concentracbes das fontes de
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carbono e nitrogénio utilizadas. Assim, qualquer concentracdo que se encontra
dentro desta faixa Otima pode ser utilizada na producdo da enzima, sem
influenciar o processo na condicdo otimizada. A fonte de carbono apresentou

concentraces 6timas entre 22,5 g.L* e 27,5 gL para a fonte de nitrogénio,
encontram-se entre 3,0 g.L e 4,0 g.L™.
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Fig. 2 a Superficie de resposta da producédo de CGTase pela cepa SM-02. b Curva de contorno
destacando a zona de otimizacéo

Caracterizagao parcial

Efeito da temperatura na atividade e na estabilidade térmica da enzima

7

A atividade catalitica de enzimas é altamente dependente do efeito da
temperatura. Na maioria das reacfes bioquimicas, observa-se que a taxa de
reacao é diretamente proporcional ao aumento da temperatura, enquanto que, em
um determinado limite, a estabilidade da enzima decresce devido a desnaturacao
térmica. A Fig. 3a apresenta o efeito da temperatura sobre a atividade de
ciclizacdo da CGTase da cepa SM-02. O extrato enzimatico bruto demonstrou alta
atividade acima de 70% na faixa de temperatura de 50 — 60 °C, exibindo maxima

atividade na temperatura de 55 °C. As atividades relativas em 50 e 70 °C foram

72 e 40%, respectivamente. A enzima perdeu sua atividade de ciclizacao

rapidamente apds incubacéo a 60 °C.
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O efeito da temperatura sobre a estabilidade térmica da enzima foi avaliado
na faixa de 45 — 60°C, em pH 5,0, na presenca de Mg*2. A enzima manteve a sua
atividade de ciclizacdo acima de 50%, apos incubacdo durante 3 horas, a 45°C,
50 °C e 55 °C (Fig. 3b). A enzima perdeu rapidamente sua estabilidade térmica

apos incubacao a 60 °C.
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Fig. 3 a Efeito da temperatura na atividade de ciclizagdo da CGTase da cepa SM-02. A atividade
da enzima correspondente a 100% foi 1085,91 U.mL™. b Efeito da temperatura na estabilidade
térmica. A atividade da enzima correspondente a 100% foi 1433,19 umL*

Efeito do pH na atividade da enzima

O efeito do pH na atividade de CGTase foi avaliado na faixa de 2,0 — 10,0. A
Fig. 4 apresenta o seu efeito sobre a atividade da CGTase da cepa SM-02. A
enzima demonstrou atividade acima de 70% na faixa de 3,0 — 9.0, exibindo 100%
de atividade em pH 5,0. Em pH 8,0 a enzima apresentou 96% de atividade de

ciclizacéo, sendo também considerado um bom pH para aplicagdes industriais.
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Fig. 4 Efeito do pH na atividade de ciclizagdo da CGTase da cepa SM-02. A atividade da enzima
foi mensaurada sob condi¢des de ensaio em diferentes valores de pH a 50 mM, na temperatura de
55 °C, na presenca de Ca*. A atividade da enzima correspondente a 100% foi 1235,61 U.mL™

Efeito de ions metalicos sobre a atividade da enzima

A Tabela 5 apresenta os resultados da atividade relativa para a CGTase da
cepa SM-02. A atividade da enzima foi estimulada na presenca de Mg*?, Ca*?,
EDTA, K*, Ba™ e Na*, sendo que Mg*? foi quem mais estimulou a atividade. Na
presenca de Hg*?, Fe*?, Cu™ e Zn*? a enzima foi parcialmente inibida, mantendo
a sua atividade acima de 83%. Mn*® ndo demonstrou ser significativamente

inibitério da atividade de ciclizacdo da enzima.

Tabela 5 Efeito de ions metalicos na atividade de ciclizagdo da CGTase da cepa SM-02

fons Metélicos Atividade Residual (%)

Controle (sem adicéo) 100.00
CacCl, 114.86
BaCl, 112.76
CuSO, 94.26
FeClz 90.87
ZnSO, 88.86
HgCl, 83.24
NaCl 112.99
EDTA 107.71

KCI 114.07
MgCl, 130.39

MnCl, 99.03
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Cinética de producdo da CGTase em farinha de mandioca e milhocina

O comportamento da cepa SM-02 foi avaliado em fermentacdo submersa,
utilizando-se 25,0 g.L™* de farinha de mandioca, a 35 °C, 150 rpm, durante 120
horas. A Fig. 5 mostra que o perfil de atividade enzimatica foi semelhante ao
crescimento celular e a sintese da enzima foi maior na fase exponencial de
crescimento do micro-organismo, alcancando um pico de atividade enzimatica 72
horas apos inicio da fermentacdo. Em seguida, observa-se uma queda brusca na
producdo da enzima acompanhada da entrada na fase de declinio do crescimento
celular. O substrato s6 foi quase completamente consumido ap6s 120 h de
fermentacdo. A velocidade de crescimento especifico do micro-organismo (u) foi
de 0,03 h* e o rendimento da biomassa em funcdo do substrato foi de 0,14 g.g™.
O rendimento enzimatico em fungéo do substrato (Ys) foi de 67,07 UmLtglea
produtividade foi de 8,56 U.mL™*.h"*, com uma atividade especifica de 21,37 U.mg’
! (Tabela 6).

Tabela 6 Producéo, rendimento e produtividade de ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) pela

cepa SM-02 em farinha de mandioca e milhocina

Parametros Resultados
Velocidade de crescimento especifico (h™) 0,03
Yius (9-rmana) ) 0,14
Yois (U.ML™.G(epand) ) 67,07
Yo (U.mL™ 0™ 474,67
Q, (U.mL™h™ 8,56

Atividade especifica (U.mg™) 21,37
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em condi¢Bes otimizadas durante 120 horas, a 35 °C e 150 rpm

Discussao

Fundamentada na teoria estatistica, a metodologia de planejamento fatorial
aliada a analise de superficie de respostas tem sido indicada para estudos de
otimizacdo de parametros envolvidos em processos industriais com o objetivo de
minimizar custos e tempo, maximizando rendimentos, produtividade e qualidade
de produtos (Box et al. 1978; Rodrigues e lemma 2009). No presente estudo, a
aplicacao do planejamento fatorial indicou que a cepa SM-02 é uma promissora
produtora de CGTase, exibindo picos de atividade de ciclizagdo raramente
encontrados em outras linhagens de bactérias reportadas na literatura. Em Pinto
et al. (2007) alta produtividade enzimatica pode ser verificada a partir do extrato
bruto produzido por Bacillus circulans ATCC 21783, em cultivo submerso
enriquecido com residuo industrial fibroso de soja (SIFR). Utilizando parametros
otimizados de pH, temperatura e aeracdo, os autores alcancaram 1155 U.mL™,
com rendimento maximo de 32,78 UmL'.g%srr), aproximadamente % da
produtividade obtida no presente estudo.

A andlise de variancia (ANOVA) indicou que houve influéncia das
concentracdes tanto da fonte de carbono quanto da fonte de nitrogénio aplicadas
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na producdo da CGTase do isolado SM-02. Varios estudos tém reportado que
diferentes tipos de substratos utilizados em concentragdes variadas influenciam
na producdo dessa enzima. Rosso et al. (2002) otimizaram o meio de producéo
da CGTase de Bacillus circulans DF 9R testando diferentes fontes de carbono e
verificaram que 1,5% de amido de mandioca em substituicdo ao amido soluvel do
meio basal aumentou a atividade da enzima. Zain et al. (2007) realizaram estudos
de otimizagdo do meio de producédo da CGTase produzida por Bacillus sp. TS1-1
com 3,3% de amido de tapioca e 0,13% de extrato de levedura atingindo a
producdo méxima de 78,05 U.mL™. Gawande et al. (1999) otimizaram o meio de
producdo de CGTase produzida por Klebsiella pneumoniae cepa AS-22 com
4,93% de dextrina, 2,06% de peptona e 1,83% de extrato de levedura,
alcancando maxima producdo de 21,4 U.mL™, apés 28 horas de fermentacéo.
Pinto et. al. (2007) estudaram a produtividade da enzima de Bacillus circulans
ATCC utilizando as mesmas condi¢des de cultivo empregadas por Mékéla et. al.
(1990), exceto a concentracdo de amido soluvel que foi 5 vezes menor e
obtiveram uma produtividade enzimatica 21 vezes maior do que no estudo
anterior. Os resultados sugerem que o aumento da quantidade de substrato
influencia negativamente na produtividade da enzima. Park et al. (1995) explicam
gque o0 excesso de substrato aumenta a viscosidade do meio de cultura
possibilitando interferéncias no processo de absorcdo do oxigénio pelo micro-
organismo. No estudo apresentado por Gawande e Patkar (2001), foi afirmado
que glicose e maltose podem se acumular no meio de cultivo devido a altas
concentracfes de amido e, por exercerem efeito catabdlico repressor, influenciam
na sintese de CGTase.

Os resultados apresentados na literatura sugerem que o tipo e a
concentracéo das fontes de carbono e nitrogénio utilizados e a linhagem do micro-
organismo estudada interferem diretamente na produtividade da CGTase.
Gawande et al. (2003) afirmam que a concentracdo da fonte de carbono é
importante durante o processo de producdo enzimatica por muitos organismos,
principalmente quando esta fonte se torna essencial na indugdo da enzima.
Baseada nesta premissa, a metodologia estatistica DCCR aplicada no presente

estudo buscou uma resposta maxima de atividade enzimatica e,
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consequentemente conduziu O experimento a otimizacdo dos parametros
envolvidos.

Diferentes propriedades sé@o apresentadas por CGTases obtidas a partir de
diferentes linhagens de bactérias. A gama de pesquisas que tracam o perfil
comportamental das produtoras de CGTase revelam diferentes caracteristicas
bioguimicas como temperatura 6tima de reacgdo, estabilidade térmica, pH 6timo,
massa molar e capacidade de formacédo de ciclodextrinas que varia a depender
do micro-organismo.

Em determinadas situacfes, a estabilidade de catalisadores biologicos € um
fator limitante durante a escolha de enzimas de interesse industrial, devido a
influéncia de temperaturas elevadas e variacées extremas de pH (Atanasova et al.
2011). Na biotecnologia, o carater de termoestabilidade de enzimas microbianas
tem fundamental importancia em bioprocessos (Gomes et al. 2007). Informacdes
a respeito do limite de temperatura durante o processo de reacdo enzimatica,
considerando uma faixa de tempo, evita grandes perdas em consequéncia da
desnaturacao térmica de enzimas. Sobretudo, 0 armazenamento de enzimas e
produtos formulados a base das mesmas exige condicbes adequadas de
temperatura e, por esta razao, o conhecimento sobre termoestabilidade torna-se
bastante atil.

A maioria dos micro-organismos produtores de CGTase citados na literatura
apresentam estabilidade entre 40 — 60 °C (Fujita et al. 1990; Sin et al. 1991,
Matins e Hatti-Kaul 2002; Sian et al. 2005; Hirano et al. 2006; Alves-Prado et al.
2007). Porém, algumas linhagens de bactérias apresentam formas termoestaveis
da enzima com Gtima atuacao entre 75 e 85 °C (Legin et al. 1997; Alves-Prado et
al. 2002). Tachibana et al. (1999) reportaram CGTases de espécies de
Thermococcus com atuacdo a 90 e 100 °C e estabilidade térmica a 105 °C. A
cepa SM-02 apresentou boa estabilidade a 55 °C durante 3 horas de incubacéo,
temperatura reportada anteriormente para algumas espécies de Bacillus como
Bacillus spp. (Kaneko et al. 1990), B. stearothermophilus (Fujiwara et al. 1992), B.
lentus (Sabioni e Park 1992), B. firmus (Yim et al. 1997), além da espécie
Paenibacillus campinasensis H69-3 (Alves-Prado et al. 2007).

Assim como a atividade maxima da CGTase da cepa SM-02 foi atingida a 55

°C, a mesma temperatura foi encontrada para a reacédo de ciclizacdo. Portanto,
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esta pode ser considerada excelente para aplicagdes industriais, sem que haja
rapida perda da atividade enzimatica. A mesma temperatura ja foi reportada para
Bacillus sp. G1 (Sin et al. 1991), B. agaradhaerens LS-3C (Matins e Hatti-Kaul
2002), Bacillus sp. G-825-6 (Hirano et al. 2006) e Paenibacillus campinasensis
H69-3 (Alves-Prado et al. 2007). Em geral, a temperatura 6tima de reacdo da
CGTase de micro-organismos alcalofilicos € mantida na faixa de 45 a 60 °C (Ai-
Noi et al. 2008). Raras linhagens como Thermoanaerobacter kivui (Avci e DOnmez
2009) apresentam temperaturas extremas em torno de 80 °C.

Durante a reacao de ciclizacdo da CGTase da cepa SM-02, dois pH podem
ser considerados 6timos. Certamente, 0 modo de ligacao da enzima ao substrato
provavelmente tenha sido diferente entre pH 5,0 e 8,0, como também foi
observado por Atanasova et al. (2011). Os resultados se assemelham aos
encontrados para Bacillus ohbensis C-1400 (Sin et al. 1991), Bacillus firmus NCIM
5119 (Gawande et al. 1999), Bacillus sp. 7-12 (Cao et al. 2005), Bacillus sp. G-
825-6 (Hirano et al. 2006) e Thermoanaerobacter kivui (Avci e Donmez 2009).
Além disso, a enzima exibiu atividade acima de 70% na faixa de 3,0 — 4,0,
raramente citada na literatura. Embora, Mora et al. (2012) também tenham
observado que na mesma faixa de pH, a atividade da enzima de Bacillus sp. foi
mantida acima de 70%.

A CGTase da cepa SM-02 demonstrou ter sido estimulada por uma variada
gama de fons metélicos, especialmente na presenca de Mg*2. A atividade de
reacdo da enzima foi estimulada cerca de 30% acima do controle. Atanasova et
al. (2011) observaram que a atividade da enzima de Bacillus pseudalcaliphilus
20R foi fortemente estimulada por Mg*? a 15 mM. A importancia do estudo da
influéncia de ions metéalicos sobre o desempenho de biocatalizadores esta ligada
ao fato de que estas substancias sao capazes de modificar as taxas de reacao
enzimatica, inibindo ou ativando enzimas.

No presente estudo, foi possivel estabelecer condi¢cdes otimizadas e
determinar as melhores concentracdes de farinha de mandioca e milhocina que
levaram a altas taxas de producdo de CGTase utilizando-se o planejamento
fatorial e superficie de resposta. A alta produtividade observada, aliada ao fato de
que se testou um substrato agroindustrial de facil obtengéo e baixo custo torna

interessante o uso da farinha de mandioca em bioprocessos ligados a producgéo
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de ciclodextrinas. A cepa SM-02 demonstrou ter um excelente potencial

biotecnolégico para a producédo de CGTase, em condi¢des otimizadas.
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CONSIDERACOES GERAIS

No presente estudo, foi possivel estabelecer condicbes otimizadas tanto
para o amido de araruta quanto para a farinha de mandioca e determinar as
melhores concentragdes destes substratos, que levaram a altas taxas de
produgéo de CGTase, empregando-se o delineamento fatorial para planejamento
dos experimentos e a superficie de resposta para analise dos resultados. A alta
produtividade observada, aliada ao fato de que se testaram substratos
agroindustriais de facil obtencéo e baixo custo, torna bastante viadvel a utilizacao
destas matérias-primas em bioprocessos fermentativos ligados a producédo de
ciclodextrinas.

Tanto a farinha de mandioca como o amido de araruta foram substratos que
apresentaram pouca variacdo e Otima reprodutibilidade nos resultados. Além
disso, foi atingida a producdo maxima da enzima em baixas concentracoes, 2,5%
para farinha de mandioca e 3,0% para o amido de araruta e ambos em 3,5% de
milhocina. Este resultado € bastante desejavel uma vez que ndo é necessaria a
utilizacdo de grande quantidade de matéria-prima para obtencdo de elevada
produtividade, o que contribui para a diminuigcdo dos custos do processo.

A CGTase obtida neste trabalho apresentou pH 6timo na faixa de 3,0 a 8,0.
Esta ampla faixa de pH faz com que n&o seja necessario um rigido controle do
processo, ampliando o espectro de aplicacfes desta enzima. Tanto a temperatura
Otima quanto a estabilidade térmica foram atingidas a 55°C e estes resultados
podem ser considerados muito bons para aplicacdo industrial desta enzima, sem
gue haja rapida perda da atividade. Além disso, nestas condicBes operacionais, é
menor o risco de contamingao por microrganismos potencialmente competidores.

O planejamento fatorial do tipo Delineamento Composto Central Rotacioanal
(DCCR) foi muito util para estabelecer as melhores concentracdes no estudo da
producdo de CGTase da cepa SM-02 em ambos os substratos, tornando possivel
a otimizacédo do processo com um numero menor de experimentos. Além disso,
as analises de superficie de resposta tornaram possivel a visualizacdo da
interacdo entre as variaveis, fornecendo uma visdo mais completa do

comportamento do micro-organismo no processo fermentativo.



