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RESUMO

Ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos de grande importancia comercial e
que apresentam amplo emprego industrial nos setores farmacéutico, alimenticio, de
cosmeético, dentre outros, por terem a capacidade de encapsulamento ao nivel molecular de
um grande numero de moléculas organicas. CDs podem apresentar diversos tamanhos, sendo
as que tém 6, 7 ou 8 unidades de glicose, denominadas a, 3 e y-CD, respectivamente, sdo as
mais conhecidas. Estas sdo obtidas a partir da hidrdlise do amido pela acdo da enzima
ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase — EC 2.4.1.19). A CGTase geralmente é produzida
por bactérias do género Bacillus e Klebsiella pneumoniae. Levando em consideragdo a
importancia comercial desta enzima e a busca por microrganismos produtores de CGTase que
produzam predominantemente uma CD de interesse, esse trabalho buscou avaliar a producao
de CGTase a partir de Paenibacillus sp. F37. Os experimentos tiveram como objetivo a
avaliacdo do potencial de producdo da enzima por esse microrganismo, bem como a
caracterizagdo e a classificagdo da enzima. A analise de atividade enzimatica foi realizada
pela atividade de ciclizacdo do sobrenadante do meio de cultivo, que foi monitorada pela taxa
de producdo de B—CD a 50°C, pH 8,0, usando uma solugdo de dextrina como substrato.
Avaliou-se inicialmente a influéncia do pH (6,0 a 10,0) no crescimento do microrganismo em
meio Horikoshi sélido, sem amido. Observou-se melhor crescimento em pH 8,0, definindo-se
esse valor para ensaios de crescimento em meio Horikoshi liquido, sem amido. Nessa etapa
definiram-se as condic6es de crescimento como 10 h, 37°C e agitacdo de 120 rpm em camara
incubadora. A etapa de producdo da CGTase foi realizada em meio Horikoshi com amido
solivel 1%, m/v (indutor da enzima), avaliando-se pH e tempo de cultivo. Sob condicGes
padronizadas (37°C, 120 rpm, 16 h e meio de producédo preparado em tampao tris-HCI 0,1 M,
pH 9,0) atingiu-se uma atividade volumétrica no meio de producdo da ordem de 800 UJ/L,
correspondendo a uma produtividade de aproximadamente 50 U/L.h™. A caracterizagdo da
enzima bruta mostrou que a CGTase de Paenibacillus sp. F37 apresenta atividade méaxima de
ciclizacdo em 50°C, pH 6,0. Nessas condigdes a enzima apresentou meia-vida aproximada de
2 h. Nas condigdes de cultivo (37°C, pH 9,0), a enzima apresentou baixa estabilidade, com
meia-vida em torno de 3 h, sendo praticamente inativada em 5 h. Por isso, produzir a enzima
em meio cujo pH inicial é 9,0 e esse reduz-se ao longo do cultivo para em torno de 6,0,
mostrou-se uma boa estratégia para prevenir a desnaturagdo da enzima. A produgdo de CDs
em reator batelada e a sua caracterizacdo colorimétrica e por CLAE permitiram a classificacdo

da enzima como uma B—CGTase (razdo o-:B-:1y-CD de 0:1:0,26). Nas condi¢Oes de producao



de CDs (50°C, pH 8,0, 50 g/L de dextrina, 1,6 U/g de dextrina e 92 h) atingiu-se uma
produtividade de B—CD da ordem de 100 mg/L.h. Os resultados indicam, portanto, que
Paenibacillus sp. F37 € um microrganismo promissor na producdo de CGTase.
Palavras-chave: Paenibacillus sp. F37, Ciclodextrina glicosiltransferase, B—CGTase,
Ciclodextrinas, p—CD.



ABSTRACT

Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides that show the ability to encapsulate a large
number of organic molecules at the molecular level. Thus, they have large application in
pharmaceutical, food, and cosmetics industries. CDs may have different sizes; however the
most common are formed by 6, 7, and 8 glucose units, called a, p and y -CD, respectively.
These compounds are produced from starch by hydrolysis catalyzed by cyclodextrin
glycosyltransferase ( CGTase - EC 2.4.1.19 ) enzyme. CGTase is commonly produced from
bacteria of the genus Bacillus and Klebsiella pneumoniae. Due to the commercial importance
of this enzyme and of the microorganisms producing CGTase whose enzyme is capable to
produce only one CD, this work aimed to evaluate the CGTase production by the bacterium
Paenibacillus sp. F37. The experiments aimed to assess the potential for enzyme production
by Paenibacillus sp. F37 strain and also the characterization and classification of the enzyme.
Analysis of enzymatic activity was accomplished by cyclization activity of the supernatant of
the culture medium, which was monitored by the production rate of B-CD at 50°C, pH 8.0
using a solution of dextrin as substrate. Initially it was evaluated the effect of the pH (6.0 to
10.0) over the microorganism growth into solid Horikoshi medium without starch. It was
observed that the microorganism grew better at pH 8.0, being this pH adopted for assays
using liquid Horikoshi medium without starch. In this step it was established the following
conditions to the bacterium growth: 10h, 37°C, and agitation of 120 rpm in an incubator. The
CGTase production step was performed into Horikoshi medium containing 1% (m/v) soluble
starch (enzyme inducer), and pH and production time were evaluated. Under standard
conditions (37°C, 120 rpm, 16h, and culture medium prepared in 0.1 M tris-HCI buffer pH
9.0) the volumetric activity from the culture medium achieved about 800 U/L, corresponding
to a productivity of 50 U/L.h™. The characterization of the crude enzyme showed that the
CGTase from Paenibacillus sp. F37 strain has maximum cyclization activity around 50°C and
pH 6.0. Under these conditions the enzyme showed to have a half-life time around 2 h. At the
growth conditions (37°C, pH 9.0), the enzyme show to have a half-life time around 3h, being
almost inactivated around 5h. Thus, the enzyme production in a medium where pH starts at
9.0 and is decreased to around 6.0 during the growth showed to be a good strategy to prevent
denaturation of the enzyme. The CD production into batch reactor and their characterization by
colorimetric and chromatographic methods allowed classifying the enzyme as a f—CGTase
(ratio a-:B-:y-CD of 0:1:0.26). At the CD-production conditions (50°C, pH 8.0, 50 g/L of
dextrin, 1.6 U/g of dextrin, and 92 h) it was achieved B—CD productivity around 100 mg/L.h.



These results showed that Paenibacillus sp. F37 strain is a promising microorganism for
producing CGTase.

Keywords: Paenibacillus sp. F37 strain, Cyclodextrin glucanotransferase, p—CGTase,
Cyclodextrins, p—CD.
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1 INTRODUCAO

Nos altimos anos, a utilizacdo de enzimas nos diferentes segmentos industrias tem se
intensificado devido ao interesse em se obter produtos de maior valor econémico. O mercado
mundial de enzimas girou em torno de US$ 3,7 bilhdes em 2010, contra US$ 2 bilhdes em
2002 (BCCR, 2011). A substituicdo de catalisadores quimicos em processos industriais por
enzimas, deve-se principalmente as condi¢cBes brandas de pH e temperatura em que estas
moléculas atuam, sendo que dentre as enzimas mundialmente comercializadas merecem

destaque as proteases, celulases, lipases e amilases.

As amilases sdo enzimas que atuam sobre o amido, polimero formado por unidades de
glicose unidas entre si por ligagdes a-glicosidicas e é o produto de reserva de muitas plantas
economicamente importantes como trigo, arroz, milho, mandioca e batata. O amido é formado
por duas fracbes distintas: amilose e amilopectina. A amilose € um polimero linear de
unidades de glicose unidas por ligagdes a-1,4-glicosidicas e a amilopectina € um polimero
ramificado de unidades de glicose unidas por ligagdes a-1,6-glicosidicas (MACHOVIC;
JANECEK, 2007).

Devido & ampla utilizacdo do amido na inddstria, as amilases encontram-se entre as
enzimas mais utilizadas com finalidades industriais, chegando a 30% do uso total de enzimas
no mundo. Assim, varias tecnologias tém sido desenvolvidas, relacionadas as etapas de
producdo, extracdo, e purificacdo. Dessa forma existe uma intensa busca pelo
desenvolvimento de novos processos € microrganismos com elevados niveis de expressao

dessas enzimas visando a viabilidade econémica de tais tecnologias.

Com base em similaridades e diferencas de suas estruturas primarias, as amilases sdo
classificadas em familias de glicosil hidrolases (GH), a saber: a-amilases (GH13), B-amilases
(GH14) e glicoamilases (GH15). A familia GH13 contém quase 30 enzimas com diferentes
especificidades, classificadas em GH13, GH70 e GH77, as quais juntas formam o grupo GH-
H. Pertence a esse grupo a enzima ciclodextrina glicosiltransferase, um membro da familia
GH13 (MACHOVIC; JANECEK, 2007; KUO et al., 2009).

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase — EC 2.4.1.19) ¢ uma enzima com
atividade hidrolitica sobre o amido, apresentando também atividade de ciclizagdo sobre
polimeros de glicose, formando ciclodextrinas (CDs) de diferentes tamanhos. As CDs mais

comuns sao constituidas por 6, 7 e 8 unidades de glicose, sendo denominadas a-ciclodextrina
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(a-CD), B-ciclodextrina (B-CD) e y-ciclodextrina (y-CD), respectivamente (FROMMING;
SZJETLI, 1994; BEKERS et al., 1991; TARDIOLI et al., 2000).

CDs sao oligossacarideos ciclicos formados por unidades de glicose unidas por
ligagdes a-1,4-glicosidicas que formam complexos com uma ampla variedade de moléculas
organicas e inorganicas devido ao carater hidrofobico de sua cavidade interna, conferindo a
molécula complexada propriedades fisico-quimicas diferentes, tais como, maior resisténcia

quimica, maior solubilidade e menor volatilidade (SZJETLI, 1990; TARDIOLI et al., 2006).

Essas propriedades tém criado aplicagdes das CDs com um grande valor comercial em
industrias farmacéuticas, alimenticias, de cosméticos, agroindustriais, dentre outras, com
principal uso no encapsulamento de substancias, visando uma maior estabilidade dos
produtos, bem como o aumento da solubilidade de compostos (KITAYSKA et al., 2011).
Muitos paises tém aprovada a utilizacdo de CDs ou derivados de CDs em alguns produtos,
tais como: Voltaren oftdlmico (complexo diclofenaco sddico/hidroxipropil y-CD), Flogene
(complexo Piroxicam/B-CD), Nicorette (complexo nicotina/B-CD), gomas de mascar, xampus,

etc (LOFTSSON; MASSON, 2001; SZEJTLI, 2004).

A capacidade de inclusdo molecular das CDs depende do tamanho de suas cavidades
hidrofébicas. A a-CD tem a menor cavidade, ndo sendo adequada para inclusdo da maior
parte dos principios ativos (BEKERS et al., 1991). A y-CD possui a maior cavidade, sendo
adequada para a inclusdo de moléculas que nao sdo encapsuladas pela a— e P—CD.
Entretanto, a B—CD ¢ mais utilizada industrialmente devido ao seu menor custo de produgao
quanto comparado as outras CDs. Esta ciclodextrina ¢ a menos soltivel em agua, podendo ser

facilmente cristalizada.

A enzima CGTase geralmente ¢ obtida por varias bactérias do género Bacillus e
Klebsiella pneumoniae, apresentando diferentes propriedades cataliticas, tais como, pH e
temperatura 6timos, estabilidade térmica e o tipo de CD produzida. Normalmente, a CGTase
catalisa a producao de uma mistura de CDs, sendo uma delas produzidas majoritariamente e
de acordo com a CD produzida em maior quantidade, as CGTases sdo classificadas em a-

CGTase, B-CGTase, e y-CGTase.

Sabioni e Park (1992), reportaram que linhagens da espécie Paenibacillus macerans e
Bacillus alcalofilico n° 38-2 sdo produtoras de a-CGTase (razdo a:B:y de CDs produzidas

igual a 2,7:1:1) e P-CGTase (razdo a:B:y de CDs produzidas igual a 1:11:1,5),
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respectivamente. As y-CGTases sdo pouco estudadas e caracterizadas, tornando seu mercado
muito pequeno devido ao seu baixo volume de produgdo e ao alto preco da ciclodextrina

(KITAYSKA et al., 2011).

O custo de purificagdo de uma CD de interesse a partir de uma mistura de CDs ¢ alto e
muitas vezes requer o uso de solventes toxicos. Portanto, a busca por microrganismos
produtores de CGTases que produzam predominantemente uma CD de interesse ¢ constante e

tem grande relevancia do ponto de vista industrial.

Poucos trabalhos s3o reportados na literatura referente a produgdo de CGTase por
bactérias do género Paenibacillus (YENPETCH et al., 2006; CHAROENSAKDI, et al., 2007;
KAULPIBOON et al., 2010). A producdo e caracterizacdo de CGTase por Paenibacillus sp.
F8 foi descrita por Larsen et al., (1998), os quais verificaram que o pH e a temperatura 6timos
para a atividade de ciclizagdo era de 7,5 e 50°C, respectivamente; o pH e a temperatura 6timos
para a hidrélise era de 8,0 e 60°C, respectivamente. A massa molecular da enzima foi

estimada em 72 kDa por SDS-PAGE.

Neste contexto, a proposta deste trabalho de mestrado foi investigar o potencial de
producdo de CGTase a partir de fermentacdo submersa de Paenibacillus sp. F37, isolada do
solo de Cerrado e Varzea por pesquisadores do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de
Goes (UFRJ, Rio de Janeiro), e gentilmente doadas ao DEQ/UFSCar pela Profa. Dra. Lucy
Seldin.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CGTase

Ciclodextrina glicosiltransferase (1,4-a-D-glicopiranosiltransferease; EC 2.4.1.19;
CGTase) € uma enzima que catalisa a produgdo de ciclodextrinas (CDs) a partir de amido ou
substratos similares (glicogénio, maltodextrinas, etc) por meio de uma reacdo de ciclizacédo
(KATO; HORIKOSHI, 1986; SJEJTLI, 1988; TARDIOLI et al., 2006; KITAYSKA et al.,
2011).

CGTase € geralmente uma enzima extracelular produzida por varias bactérias, como
por exemplo, as do género Bacillus (NAKAMURA; HORIKOSHI, 1977; KATO;
HORIKOSHI, 1986; NORMAN; JORGENSEN, 1992; HORIKOSHI, 1996; MATIOLI et al.,
1998; MENOCCI et al., 2008; MORIWAKI et al., 2009; KUO et al., 2009; KITAYSKA et
al., 2011; ELBAZ et al.,, 2014; USHARANI et al., 2014), Klebsiella pneumoniae
(GAWANDE et al., 2001), Stenotrophonomas maltophilia (WRZESESINKI, 2013), e
Thermoanaerobacter sp. (STARNES et al., 1990; TAIl et al., 2013; MATHEWS;
ADLERCREUTZ, 2013).

A CGTase é uma enzima monomeérica, com massa molecular da ordem de 70-75 KDa
e apresenta uma sequéncia de aproximadamente 700 aminoacidos, conferindo a ela
similaridade estrutural com a enzima a-amilase, sendo por isso considerada um enzima da
familia das amilases (SCHIMID, 1989; KANEKO et al., 1990; NAKAMURA et al., 1994).

2.1.1 Producdo de CGTase

E explicito o aumento da utilizacio de enzimas para a producgdo industrial, uma vez
que a cada dia novas enzimas estdo sendo descobertas gracas o trabalho em conjunto de
equipes multidisciplinares da Microbiologia, Quimica, Bioquimica, Engenharia bioquimica,
entre outras, fazendo com que a utilizagcdo de enzimas aumente, movimentando bilhdes de
dolares (SANT’ANNA JUNIOR, 2001; VINIEGRA-GONZALEZ et al., 2003;
ORLANDELLI et al., 2012).
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Segundo Szejli (1998), o primeiro microrganismo descrito na literatura como produtor
de CGTse foi o Bacillus amylobacter estudado por Villiers em 1891, porém foi somente em

1939 que Shardinger descreveu o Bacillus macerans como um bom produtor de CGTase.

Desde a descoberta de um microrganismo bom produtor de CGTase em 1939, a
producdo dessa enzima tem sido estudada a partir de diversas espécies de bactérias, tais como
Bacillus  megaterium, Bacillus macerans, Klebsiella pneumoniae e Bacillus
stearothermophillus (HORIKOSHI, 1988). Pioneiro nos estudos com CGTase, Horikoshi
(1988) comecou a pesquisar a producdo de CGTases a partir de microrganismos acalofilicos.
Uma das bactérias estudadas produziu preferencialmente B-CD em quantidades superiores as
CGTases reportadas na literatura, passando a ser essa linhagem estudada em uma série de

trabalhos e considerada como a melhor produtora de CGTase para aquela época.

Séo reportadas também técnicas de producdo de CGTase com células imobilizadas,
tais como, producdo de CGTase de Bacillus cereus NCMI 13123 (JAMUNA et al, 1993),
Bacillus circulans 21783 (SASWATHI et al., 1995) e Bacillus amyloliquefaciens (ABDEL-
NABY et al., 2000) imobilizadas em alginato. Vassileva et al. (2005) reportaram a producéo
de CGTase de Bacillus circulans 21783 encapsuladas em agar ou imobilizadas em reator de
membrana. Embora a producdo com células imobilizadas tenha sido menor em relacdo a
producdo com células livres, a atividade volumétrica e a produtividade foram maiores

comparadas aquelas obtidas com outras linhagens de Bacillus.

CGTases obtidas a partir de diferentes linhagens apresentam diferentes caracteristicas
e propriedades cataliticas, tais como estabilidade térmica, pH 6timo, massa molecular e tipo
de CD produzida majoritariamente (HORIKOSHI, 1988; MORIWAKI et al., 2007). Santos et
al, 2013 através de Bacillus firmus cepa 37 isolado do solo brasileiro, obteve em seu estudo
uma maior atividade enzimatica em testes de precipitacdo, parametro também observado em

estudos realizados por Matioli et al, 1998.

Do ponto de vista industrial muitas CGTases apresentam baixa estabilidade térmica e
rendimento em torno de 55%, o que acaba se tornando um fator limitante para producdo de
CDs em grande escala (HORIKOSHI, 1988; BEKERS et al., 1991; TARDIOLI, 1998). Com
iSS0, as pesquisas se direcionaram na busca por CGTases termoestaveis e com maior
rendimento na producdo de CDs. Na tabela 2.1 sdo apresentadas algumas linhagens de

microrganismo produtores de CGTase e suas propriedades.
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Tabela 2.1 — Algumas propriedades das CGTases produzidas por diversos microrganismos.

Microrganismo pH 6timo Temperatura Massa molecular Referéncias
6tima (°C) (kDa)
Bacillus lentus 10,5 ND ND GAWANDE et al.,
Bacillus firmus 5,5-8,5 65 78(SDS-PAGE) 1999
7-11 10 82(Gel de filtracdo)
7 60

Bacillus sp. 6,6 65 68 THATAI et al., 1999
Thermoanaerobacter 7,0-8,0 80 ND AYSE; SEDAT. 2009
Paenibacillus sp. F8 7,5-8 50-60 72 LARSEN et al., 1998

Thermoanaerobacter sp. 6 90-95 ND NORMAN;

JORGENSEN, 1992;
PEDERSEN et al.,

1995
Bacillus sp. S-6 7,0- 40 ND JUN et al., 1998
6,0-10,0 >45
Bacillus agaradharens 9,0 55 110/112 MARTINS;
LS3C HATTIKAUL, 2002.
Bacillus clarkii 7364 5,5-5,8 60 75 BOVETTO et al., 1992
Bacillus firmus 5,5-8,5 60 ND HIGUTI et al., 2003
Bacillus sp. 9,0 45 ND USHARANI et al.,
2014
Bacillus lehensis 8,0 55 82 BLANCO et al., 2014

Fonte: Adaptado de CUCOLO, 2009; AGUIAR, 2001.

CGTases sdo geralmente secretadas no meio de cultura, embora atividade intracelular
de CGTase tem sido reportada (LASZLO, 1981; MATIOLI, 2000 GAWANDE et al., 2003).
Muitos microrganismos produzem a enzima na fase exponencial do crescimento e a secretam
na fase estacionaria. Por exemplo, Mékela et al. (1988) estudando uma linhagem do género
Bacillus circulans observaram que 65% da producdo da enzima ocorreu na transigdo entre as
fases exponencial e estaciondria do crescimento microbiano, sendo que a produgdo aumentou
20% na fase estacionaria e o restante foi liberado na fase de morte celular, devido a liberacéo

da CGTase intracelular.

As CGTases séo classificadas de acordo com o principal tipo de CD produzida. As o-
CGTase e B-CGTase produzirem majoritariamente nos instantes inicias de reacdo a-CD e -
CD, respectivamente. Poucas bactérias pertencem a um terceiro grupo, cujo produto principal

da reacéo € a y-CD, sendo as espécies pertencentes a este grupo classificadas como y-CGTase,
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o0 tamanho das CDs obtidas é altamente dependente de fatores e pardmetros que vao além do
tipo de CGTase obtida, (Ql e ZIMMERMMAN, 2005; GOH et al., 2009).

Segundo Szejtli  (1988) Bacillus macerans e K. pneumoniae produzem
preferencialmente a-CD, enquanto bactérias alcalofilicas produzem preferencialmente 3-CD
no inicio da reacdo. Sabioni e Park (1992) reportam que Bacillus macerans é uma produtora
de a-CGTase na razdo de CDs a:B:y de 2,7:1:1. Bacillus alcalofilico n°.38-2 e Bacillus lentus
sao produtoras de B-CGTase nas razdes de CDs a:f:y de 1:11:1,5 e 1:67:1,6, respectivamente.
Yim et al. (1997) identificaram uma linhagem do género Bacillus firmus n°. 324 produtora de
B-CGTase na razao de CDs a:f:y de 1:11:5.

Técnicas de Engenharia Genética tem sido aplicadas no desenvolvimento de
microrganismos mutantes especificos na producdo de um tipo particular de CD (PEDERSEN
et al., 1995; Ql, ZIMMERMANN, 2005). Por exemplo, microrganismos hospedeiros como
Escherichia coli ou Bacillus subtilis sdo bons produtores de enzimas, sendo utilizados na
clonagem e expressao de genes para a producdo em grande escala de uma enzima de interesse
industrial. Além disso, também podem aumentar o rendimento da enzima e simplificar a

purificacdo caso o hospedeiro secrete somente CGTase ativa (SCHMID, 1989).

A temperatura e o pH sdo os parametros fisicos que mais influenciam na producéo da
CGTase, porém a producdo da enzima também é dependente da fonte de carbono (PINTO et
al., 2007). Linhagens do género B. circulans crescem tanto em meio com glicose quanto com
amido, porém atividade s6 é detectada quando se utiliza amido (PINTO et al., 2007).
Gawande et al. (1999) testaram diferentes fontes de carbono para uma cultura de B. firmus e
observaram que esse microrganismo crescia bem em quase todas as fontes de carbono, porém
atividade de CGTase era expressa apenas quando havia a presenca de amido no meio. Bacillus
cereus NCIMB 13123 sdo capazes de sintetizar CGTase a partir de outras fontes de carbono,
como glicose e xilose (JAMUNA et al., 1993). No entanto, ¢ importante ressaltar que a
formacgédo de CGTase apesar de ser dependente da presenca do amido € inibida pela glicose
(Ql; ZIMMERMANN, 2005).

Geralmente os meios de cultura para a producdo de CGTase séo compostos de amido
como fonte de carbono, fonte de nitrogénio e de vitaminas. Segundo MATIOLI (2000),
devido a complexidade dos meios de cultivo, diversos tipos de amido sdo utilizados como
substrato, como por exemplo, amido de milho, batata, mandioca, trigo e arroz. As fontes de

proteina geralmente sdo peptona, extrato de carne e levedura, farinha de soja, até mesmo agua
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de maceracdo de milho. Os sais minerais mais usados séo K,;HPO,4, MgSO,, CaCl,, Na,COs e
CaCOs.

2.1.2 Mecanismo de agéo e estrutura molecular da CGTase.

CGTase € uma enzima muito complexa e atualmente sdo conhecidos quatro tipos de
reacOes catalisadas por essa enzima: ciclizagdo, acoplamento, desproporcionamento e
hidrdlise (Figura 2.1) (BENDER, 1986; MATIOLI et al., 2000; VASSILEVA et al., 2005).

Figura 2.1 — Representacdo esquematica das reacOes catalisadas pela enzima CGTase. a)

ciclizacdo; b) acoplamento; c) desproporcionamento; d) hidrolise.
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Fonte: Adaptado de PINTO, 2007. As esferas representam residuos de glicose, e os circulos claros indicam os
finais redutores dos agucares.

A reacdo de ciclizacdo ou transglicosilacdo intramolecular é responsavel pela
formagéo de CDs. Nesta reagéo, o substrato deve conter acima de seis unidades de glicose, e
ainda estar na sua forma helicoidal (BENDER, 1986; MATIOLI et al., 2000). A Figura 2.2
mostra esquematicamente a reagdo de formacdo de uma B-CD (7 unidades de glicose), a qual
é assistida pelo residuo Asp230 do sitio ativo da enzima. Um oligossacarideo linear de nove

unidades de glicose é clivado, e o oligossacarideo linear de sete unidades de glicose liga-se
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covalentemente ao residuo Asp230, que posteriormente promove a ligacdo do terminal
redutor ao ndo redutor deste oligossacarideo, liberando a molécula de CD (neste caso de uma
B-CD) (UITDEHAAG et al., 2002; PINTO, 2007).

A reacgdo de ciclizagdo pode produzir uma mistura de CDs (a, B e/ou y-CD), cuja
proporcéo pode variar dependendo da origem da CGTase, do tempo e das condigdes de reacdo
(GOH et al., 2009; WANG et al., 2006; ALVES-PRADO et al., 2008).

Figura 2.2 — Representacao das reagdes de ciclizacao (transglicosilacdo intramolecular)
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Fonte: LEEHMHUIS et al., 2003; CUCOLO, 2009.

A reacdo de acoplamento € a reacdo inversa a ciclizagdo, ou seja, o anel da CD ¢
clivado e transferido para um substrato aceptor (um maltooligossacarideo). A reacdo de
desproporcionamento ocorre quando um maltooligossacarideo linear é clivado e um novo
maltooligossacarideo com final redutor é transferido para um substrato aceptor. A reacdo de
hidrélise (quebra das ligagGes a-1,4-glicosidicas) ocorre a uma velocidade muito baixa (VAN
DER VEEN et al., 2000; PINTO, 2007).
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N = mpm

uma CGTase capaz de produzir um tipo especifico de CD a uma taxa elevada e com reduzida
inibicdo pelo produto é de grande importancia, pois a separacdo e purificacdo de um tipo
particular de CD aumenta o custo de producdo (RAHMAN et al., 2006; BONILHA et al.,
2006).

2.2  Purificagéo da enzima CGTase.

CGTase produzida extracelularmente, principalmente por microrganismos do género
Bacillus, deve ser isolada do meio de cultivo por separacdo das células por centrifugacao,
seguida de concentracdo por precipitacdo da enzima com solventes organicos (etanol e
acetona, por exemplo) ou sais (sulfato de amonio, por exemplo), ou ainda concentracdo por
ultrafiltracdo (PINTO et al., 2007; BONILHA et al., 2006; COSTA et al., 2009; HERMES
2010; BENDER, 1986; CUCOLO, 2009).

Para a etapa de purificacdo sdo utilizadas as propriedades das proteinas, tais como,
carga elétrica, tamanho e solubilidade. As técnicas de purificagdo mais utilizadas sdo
cromatografia de troca idnica, gel filtracdo e afinidade. Muitas vezes sdo necessarias etapas
como precipitacdo seletiva das proteinas com sais, acidos ou temperaturas elevadas (SCOPES,
1994).

Uma das técnicas utilizadas para a purificacio de CGTase é a precipitacdo por
afinidade, utilizando amido como adsorvente (ROSSO et al., 2005; MARTINS; HATTI-
KAUL, 2002). Cromatografia de afinidade, utilizando amido como fase estacionaria também
tem sido utilizada. Entretanto, os resultados obtidos com essa técnica ndo sdo satisfatorios,
necessitando etapas subsequentes para melhorar o fator de purificacdo e a atividade especifica
da enzima (GAWANDE et al., 1999). Kitahata e Okada (1974) purificaram CGTse de uma
linhagem de Bacillus megaterium por precipitacdo fracionada com sulfato de aménio,
adsorcdo em amido, cromatografia de troca i6bnica em DEAE celulose e cromatografia de

exclusdo em Sephadex G-75, obtendo 50% de rendimento e fator de purificacéo de 130.

Dentre os diferentes tipos de cromatografia, as mais utilizadas séo: cromatografia de
afinidade (Sepharose 6B) (MORIWAKI et al., 2007), gel filtracdo (Sephacryl S-200;
Sephadex G-50) (GAWANDE et al., 1999; ALVES-PRADO et al., 2007), cromatografia de
interacdo hidrofobica (Phenyl-Sepharose) (JEMLI et al., 2007) e por troca idnica (DEAE-
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Cellulose; Q-Sepharose) (CHAROENSAKDI et al., 2007; ALVES- PRADO et al., 2007).
Savergave et al., (2008) purificaram uma CGTase de Bacillus firmus usando DEAE-
Sepharose e obtiveram um fator de purificacdo de aproximadamente 23 vezes, com 80% de

recuperacao.

A purificacdo de enzima por cromatografia de afinidade bioespecifica é baseada na
formagdo de um complexo seletivo e reversivel entre a proteina a recuperar e a outra
molécula, no caso o ligante, que pode ser o, B ou y -CD. A afinidade entre a molécula de
interesse e o ligante somente existe quando h& reconhecimento molecular entre as duas
espécies. Os ligantes bioespecificos apresentam a vantagem de fornecerem um grau de
especificidade extremamente elevado e, portanto uma pureza elevada no produto proporciona
uma separacdo rapida e geralmente em uma unica etapa e, ainda possibilitam resultados de
rendimento em proteina também elevado, uma vez que é protegida da desnaturacdo por
estabilizacdo da estrutura terciaria (BERNA, 1990).

2.3 Ciclodextrina

A degradagdo enzimética do amido com a enzima o-amilase gera glicose, maltose,
maltotriose e uma série de maltooligossacarideos lineares ou ramificados, conhecidos como
maltodextrinas, ou simplesmente dextrinas. A degradacdo do amido pela enzima CGTase
submete as dextrinas a uma rea¢do intramolecular, sem a participacdo da agua, resultando na
formagdo de produtos ciclicos, conhecidos como ciclodextrinas (CDs) (FROMMING;
SZEJTLI, 1994).

2.3.1 Dados historicos das CDs

Villiers € considerado o primeiro pesquisador a relatar a existéncia de CDs, ao isolar
em 1891 uma pequena quantidade de uma substancia cristalina a partir de um meio de cultura
de Bacillus amylobacter contendo amido, denominando essa substidncia de “celulosina”,

devido a sua aparéncia com a celulose (SZEJTLI, 1988).

Alguns anos depois (1903 e 1911) Schardinger caracterizou a substancia cristalina
como uma mistura de dois oligossacarideos ciclicos denominados dextrina cristalina o e

dextrina cristalina B, sendo por esse motivo que as CDs também sdo conhecidas como
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dextrinas de Schardinger (DUCHENE et al., 1984). Ap6s anos de pesquisa ndo muito
positivas, no inicio dos anos 70 Freudenberg e seu grupo estudaram as propriedades de
formacgdo de complexos e assim foram caracterizadas diversas enzimas e preparados varios
derivados. A massa molecular e o nimero de unidades de glicose de o e - CD ja tinham sido
determinados anos antes por French & Rundle (1942) e da y-CD por Freudenberg e Cramer
(LIMA, 1996).

Na década de 70, com a publicacdo de artigos e depositos de patentes sobre estudos
toxicoldgicos de CDs, quebram-se as barreiras que impediam as aplicacfes das CDs nas
indUstrias farmacéuticas, de alimentos, quimica e outras (SZEJTLI, 1988). Na mesma década,
um processo de obtencdo de CDs com baixo custo utilizando CGTase de Bacillus 38-2
alcalofilico foi proposto por Horikoshi (1979), e como resultado foram desenvolvidos

processos de producdo de CDs em escala industrial.

Segundo Pszczola 1988, citado por Matioli (1997), em 1977, uma empresa japonesa
iniciou a producdo de CD em escala industrial, sob a denominacdo de Celdex, utilizando o
meétodo proposto por Horikoshi com a CGTase do Bacillus sp. alcalofilico. A producéo
industrial de CD no Japdo atingiu entdo 600 toneladas/ano, com maior parte do produto

destinado a industria de alimentos.

2.4  Caracteristicas e propriedades das CDs

As ciclodextrinas (CDs, cicloamilose, ciclomaltose, dextrinas de Schardinger) séo
oligossacarideos ciclicos constituidos por um numero variavel de unidades de b-glicose
unidas por ligagdes a(1,4). As mais comuns contém 6, 7 e 8 unidades de glicose, sendo
denominadas de a-, - e y- CD, respectivamente (TONKOVA, 1998). A Figura 2.3 mostra a

estrutura dessas trés CDs.
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Figura 2.3 — Estrutura das a-, -, y-CDs com suas respectivas unidade de glicose.
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Fonte: OLSSON e WESTMAN, 2013.

Existem CDs maiores, contendo nove ou mais unidades de glicose, mas sdo dificeis de
serem purificadas e apresentam pouca habilidade de complexacdo. Devido a sua pouca
utilizada pratica, ndo sdo produzidas industrialmente (BEKERS et al., 1991; FROMMING;
SZEJTLI, 1994; SZEJTLI, 1998). Larsen e Zimmermann (1999) purificaram e caracterizaram
CDs com 9 a 19 unidades de glicose. Segundo Sundararajan e Rao (1970), através de um
estudo de mapeamento de conformacdo energética, CDs com menos de 6 unidades de glicose

ndo podem ser formadas por razdes estéricas.

As CDs sdo substancias ndo redutoras, higroscépicas e homogéneas, mas formam
muitos hidratos estaveis (KOROLKOVAS, 1991; FROOMMING; SZJETLI, 1994).

As CDs ndo sao moléculas perfeitamente cilindricas, elas apresentam a forma de um
cone truncado como apresentado na Figura 2.4. As CDs possuem essa estrutura devido as
hidroxilas secundarias (C2 e C3 das unidades de glicose) estarem situadas de um lado do anel
e todas as hidroxilas primarias (C6 das unidades de glicose) estarem do outro lado do anel,
como mostra a figura 2.5. As hidroxilas secundarias apresentam um lado mais largo que o
lado das hidroxilas primarias. Devido a rotacdo livre das hidroxilas primarias, o diametro da
cavidade no lado onde elas ocorrem se reduz, enquanto o grupo de hidroxilas secundarias
mantém a sua cadeia rigida sem rotacdo (FROMMING; SZEJTLI, 1994; KOROLKOVAS,
1991; BEKERS et al., 1991).



Figura 2.4 — Aspecto estrutural geral de uma ciclodextrina.
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Devido a essa conformacdo, as CDs ainda apresentam um carater hidrofilico no lado

externo da molécula. No interior da estrutura, os pares de elétrons livres do oxigénio

envolvidos em ligacGes glicosidicas sdo dirigidos para o interior da molécula, ocasionando

uma elevada densidade eletrdnica e por consequéncia um carater apolar (MATIOLI et al.,

2000).

Figura 2.5 — Representacao quimica e estrutural da a-CD

Fonte: CUCOLO, 2009.

n=6 u-CD

n=7 [§-CD

n=8 y-CD
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Atraves dessas caracteristicas é possivel formar complexos com uma ampla variedade
de substancias orgénicas e inorgéanicas por inclusdo molecular. Tal propriedade chamada de
encapsulacdo molecular confere a substancia complexada propriedades diferentes,
aumentando a solubilidade de muitas moléculas hidrofobicas, diminuindo a sua reatividade
quimica, melhorando as propriedades de compostos instaveis, volateis e oxidaveis.
(BENDER, 1986; VAN DER VEEN et al., 2000; SINGH, 2002).

Existem ainda muitas ligacbes de hidrogénio intramoleculares entre as hidroxilas
secundarias de unidades de glicose consecutivas (-OH de C2 e C3). Essas fortes ligacdes

estabilizam o microciclo das CDs e impedem a sua hidratagéo.

As hidroxilas ligadas a C2, C3 e C6 estdo orientadas para o lado de fora da molécula e
devido a essa conformacéo elas podem sofrer ataque quimico com consequente modificacao
das CDs, sem alterar a cavidade central, o que possibilita a transformacdo das CDs em
derivados com propriedades fisico-quimicas alteradas (HAUSLER; MULLER 1993;
TARDIOLI 1998).

As CDs podem ser modificadas para diferentes fins, como melhorar a baixa
solubilidade aquosa da B-CD e/ou diminuir a toxidade em aplica¢Bes. Essas modificagdes sdo
dadas através dos grupos das hidroxilas das CDs que sao utilizadas como pontas iniciadoras
deste processo. Assim, muitos grupos funcionais tém sido incorporados nas moléculas de
CDs. Um exemplo sdo as metilciclodextrinas, também conhecidas como MeCD. Foram estes
0s primeiros derivados descritos na literatura. A metilagdo conduz a produtos parcialmente
substituidos (C2 e C6), conhecidos como dimetilciclodextrinas, ou totalmente substituidos
como as trimetilciclodextrinas (C2, C3 e C6). Esses derivados apresentam maior solubilidade
que as CDs naturais (WOUESSIDJEWE; DUCHENE, 1994).

As dimensdes das CDs variam de acordo com o numero de unidades de glicose que as
constituem. Como cada CD apresenta o diametro de sua cavidade interna diferente, a
formacdo de complexos também ¢é diferenciada, ou seja, com diferentes tamanhos de
moléculas hospedes, sendo a y-CD a melhor para este proposito (BEKERS et al., 1991). As

dimensdes das principais CDs séo apresentadas na figura 2.6 e listadas na tabela 2.2.
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Figura 2.6 — Dimensdes geométricas das CDs.

Fonte: acervo pessoal

Tabela 2.2 - Propriedades fisico—quimicas das principais ciclodextrinas.

Caracteristica a-ciclodextrina = B-ciclodextrina  y-ciclodextrina
NUmero de mondmeros de 6 7 8
glicose

Massa Molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade em agua (g/L - 145 18,5 232
25°C)

Diametro externo (A) 14,6 15,4 17,5
Diametro interno (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Volume da cavidade interna 174 262 427
(A3)

Fonte: Adaptada de PRADO et al., 2000.

Segundo Horikoshi (1979), a B-CD € a mais importante para a formacao de complexos
de inclusdo, pois os complexos sdo mais estaveis e de maior facilidade de preparo e o seu
rendimento de producdo a partir do amido € mais alto quando comparado com outras CDs,
fator esse que a torna a principal CD de uso industrial.

A baixa solubilidade da B-CD em agua (Tabela 2.2) ocorre devido a presenca de

muitas ligacdes de hidrogénio intramoleculares entre as hidroxilas secundérias de unidades de



34

glicose consecutivas, tais como as OH em C2 e C3. Um cinturdo secundario completo é
formado por essas ligagdes de hidrogénio na molécula de CD, formando uma estrutura rigida
e estavel. Estas ligagdes de hidrogénio também impedem a hidratagdo da molécula de CD e
isto, provavelmente, explica o fato da B-CD possuir uma solubilidade menor comparada as
outras CDs. A destruicdo dessas ligacfes de hidrogénio por substancias como ureéia, resulta
num aumento da solubilidade da B-CD. Na molécula de o-CD, esse cinturdo de ligacbes de
hidrogénio € incompleto, devido a posicéao distorcida de uma unidade de glicopironose. Como
consequéncia, somente quatro das seis ligacdes de hidrogénio podem ser estabelecidas. A y-
CD possui uma estrutura ndo coplanar e flexivel, e é, portanto, a mais soltuvel das trés
ciclodextrinas. De modo geral, a solubilidade em &gua das CDs tende a aumentar com a
elevacdo da temperatura (BEKERS et al., 1991; KOROLKOVAS, 1991; HAUSLER,;
MULLER-GOYMANN, 1993; FROMMING; SZETLI, 1994).

As CDs ainda ndo possuem ponto de fuséo definido e comecam a sofrer decomposicao
a 200°C, uma vez que suas propriedades térmicas dependem do teor de agua, da estrutura

cristalina, da composicdo da atmosfera e do grau de aquecimento (MORIWAKI et al., 2007).

As CDs em meio alcalino sdo estaveis, porém a hidrélise acida parcial das CDs produz
uma série de maltooligossacarideos e glicose. Segundo Bender (1986), a resisténcia a
hidrolise acida das CDs € de 3 a 5 vezes maior (dependendo da temperatura e da acidez) que

aquelas das dextrinas lineares correspondentes.

2.5 Inclusdo molecular

A principal caracteristica de uma CD é a sua capacidade de formar complexos de
inclusdo com uma variedade de compostos (moléculas hdspedes). A condigdo minima para
que se forme um complexo de incluséo é que a molécula héspede deve adequar-se completa
ou parcialmente na cavidade da CD (molécula hospedeira) (SCHIMID, 1989; MATIOLI et
al., 2000).

O processo de inclusdo ocorre pela retirada das moléculas de agua que estdo presentes
na cavidade interna das CDs. A medida que a molécula hospede é adicionada a uma solugéo
de CDs, a mesma ocupa a cavidade hidrofdbica, expulsando as moléculas de agua (BEKERS
etal., 1991; KOROLKOVAS, 1991). A Figura 2.7 ilustra a formagdo de um complexo.
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Figura 2.7 - Representacdo esquematica da formagdo de um complexo de inclusdo entre p-
xileno (molécula hospede) e CD (molécula hospedeira).

Fonte: SZEJTLI, 1988; FROMMING; SZEJTLI, 1994; CITERNESI; SCIACHITANO, 1995; MATIOLI, 2000.

Complexos estaveis ndo sdo formados com moléculas hdspedes pequenas, pois podem
escaparem facilmente do interior da cavidade. Moléculas volumosas também ndo sdo
complexadas, pois ndo conseguirdo penetrar na cavidade, porém, se cadeias ou grupos laterais
de uma cadeia volumosa conseguir se acomodar na cavidade, a formacdo de um complexo se
torna possivel (BEKERS, et al., 1991).

Geralmente os complexos formados estdo na razéo 1:1 ( CD:ho6spede), entretanto, se a
molécula for muito grande para acomodar-se na cavidade de uma CD, outra molécula de CD
pode participar da complexacdo, formando complexos 2:1. Também podem ser formados
complexos de inclusdo nas razdes 2:2, 3:1, 3:2, 4.5, 1:2, etc. Particularmente, devido ao maior
tamanho da cavidade da y-CD, esta & mais adequada para formacdo de complexos 1:2
(BEKERS, et al., 1991).

Muitas davidas ainda existem quanto a natureza da forca de ligacdo, a natureza da
estrutura da agua em torno ou proximo do complexo de inclusdo e também a dindmica
molecular de inclusdo. O que se sabe € que as interacdes de van der Waals, a energia de
conformacdo e os agrupamentos de 4gua comandam o processo de inclusdo (MATIOLI et al.,
2000; CUCOLO, 2009).

Existem algumas formas de proceder a encapsulacdo molecular, sendo elas em solugéo
ou no estado sélido. Em estado sdlido, as moléculas hospedes podem ser inseridas na
cavidade ou agregadas do lado externo das moléculas de CD, j& em solucdo ocorre um
equilibrio entre as moléculas héspedes complexadas e as ndo complexadas (BEKERS et al.,
1991; TARDIOLLI, 1998).
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O processo de complexacgdo é de extrema importancia e tem se destacado ao longo do
tempo em diversos setores industriais, com modificacdes vantajosas, tais como, a inclusdo de
drogas em moléculas de CDs, na qual os compostos adquirem maior estabilidade, solubilidade
em agua e, consequentemente, maior utilidade farmacéutica e biodisponibilidade apos a
administracdo oral da droga, entre outros beneficios (SZENTE; SZEJTLI, 1986).

2.6 Aplicagdes das Ciclodextrinas

As aplicaces das CDs nos diversos setores industriais tém aumentado ao longo do
tempo. Desde a descoberta das CDs em 1891, esses compostos tém sido estudados para a
aplicacdo por muitas companhias (HORIKOSHI, 1998).

As CDs sdo usadas nos diferentes segmentos industriais com o intuito de estabilizar
compostos volateis, tais como, aromas e sabores, desodorizar farmacos e alimentos, proteger
principios ativos contra oxidacdo e forte degradacdo, aumentar a solubilidade de
medicamentos insollUveis em &gua, mascarar gostos amargos de alimentos e farmacos
(KITAYSKA et al., 2011).

As CDs sdo de grande interesse no desenvolvimento de novas formulagbes
farmacéuticas. Nos Ultimos anos tém surgido diversos sistemas de administracdo de farmacos
visando a obtencédo de farmacos com cinética de liberacdo modelada, mais estavel e de melhor

absorcao.

Alguns problemas como a perda de atividade por parte do principio ativo de um
medicamento quando ingerido via oral, possibilitaram com que surgissem novos sistemas,
pois o trato gastrintestinal destroi parcialmente o ativo. Ao nivel industrial, o conceito de
medicamento tem evoluido muito no sentido de se obter pardmetros farmacocinéticos
adequados a acdo pretendida, melhorando a eficacia do farmaco, prolongando o seu efeito ou
ainda melhorando seu indice terapéutico, de forma que ndo apresente efeitos colaterais
(SALTAO; VEIGA 2001).

Muitos paises tém aprovada a utilizagdo de CDs ou derivados de CDs em alguns
produtos, tais como, Voltaren oftalmico (complexo diclofenacosddico/hidroxipropil y-CD),

Flogene (complexoPiroxicam/B-CD), Nicorette (complexonicotina/B-CD), gomas de mascar,
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xampus, etc. (LOFTSSON; MASSON, 2001; SZEJTLI, 2004). A Tabela 2.3 lista o0s
principais fa&rmacos comerciais que contem CDs na sua formulagdo, com destaque para a

companhia Brasileira Aché, produtora do Flogene.

Outro setor de muito interesse e também de amplos estudos e perspectivas futuras para
0 uso de CDs em suas formulacdes € o setor de cosméticos, que vem crescendo rapidamente a
cada ano, porém ainda ha muito que se avaliar e estudar com relacdo as CDs e suas
aplicacdes. A Tabela 2.4 mostra um resumo das principais vantagens das CDs em alguns

setores industriais.

Tabela 2.3 — Principais fA&rmacos comerciais complexados com CDs.

Complexo Nome comercial Indicacdo Compania/Pais
PGE2/B-CD Prostarmom E Inibidor de parto Ono(Japéo)
PGE2/y-CD Prostavasin M@ circulagdo arterial Ono(Japéo)

Piroxicam/B-CD Cicladol/Brexin Anti- Masterpharma/Chiesi(ltalia)

inflamatério/Analgésico

lodo/B-CD Mena-Gargle Infec¢do na garganta Kyushin(Jap&o)
Dexametasona, Glymesason Anti- Fujinaga(Japéo)
Glyeter/B-CD inflamatorio/Analgésico
Clorafenicol/B-CD Clorocil Antibidtico Oftalder(Portugal)
metilada
Piroxicam/pB-CD Flogene Anti- Aché(Brasil)

inflamatério/Analgésico

Nicotina/B-CD Nicorette Dependéncia em nicotina ~ Pharmacia Upjonh(Suécia)
Omeprazol/B-CD Omebeta Antiulceroso Bethafarm(Alemanha)
Diclofenaco Voltaren Anti-inflamatdrio Novartis(Suica)
sodico/Hidroxipropil- Oftalmico

yCD

Fonte: Adaptado de Caderno de farmécia, 1994.
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Tabela 2.4 — Resumo das principais vantagens e aplicagdes das ciclodextrinas.

Setor

Vantagens

Aplicagdes

Referéncias

Alimentos

Estabiliza¢do de cores e
aromas;
Reducdo de sabores e
odores desagradaveis;
Estabilizacdo de

emulsoes.

Sucos de frutas, bombons
e chg;
Extrato de Plantas

Molhos e queijos;

Sopas de peixe, e etc.

DUCHENE, 1987;

SZEJTLI, 1988;

PSZCZOLA, 1988

Farmacéutico

Estabilizacéo (calor,
oxidacgéo);
Aumento da
biodisponibilidade;
Aumento da solubilidade.

Sopas de peixe, e etc.

Anti-inflamatérios;

Substitutos sanguineos;
Antibidticos e

anticolesterol

DUCHENE, 1987;

SZEJTLI, 1988;

FROMMING; SZEJTLI
1994

Cosmeéticos

Estabilizacdo (calor,
hidrélise, oxidacdo);
Reducdo da volatilidade;
Transformacéo de

liquidos aditivos em pé.

Bases emulsificantes;
Locdes, desodorantes;

Cremes, pastas.

FROMMING; SZEJTLI
1994,
CITERNESI;
SCIACCHIATANDO,
1995.

Agricola

Estabilizacdo de
fungicidas;
Controle de germinagéo;
Aumento da acdo de

pesticidas

Piretrinas;

Cereais;

Organofosforados.

SZEJTLI, 1988.

Analitico

Interagdes especificas

entre moléculas hospedes

e CDs;

Resolucao Gtica.

Cromatografia de
afinidade, CLAE;

Separacao enantiomérica.

ARMSTRONG et al.,
1986;

ARMSTRONG, 1988.

Outros

Inclusdo de bactérias;
Protetor contra
substancias toxicas
Aumento na qualidade

das reproducdes.

Meio de cultivo;

Despoluicdo ambiental

Fototermografia.

SZEJTLI, 1986;
SALIPIRA et al., 2006

SZEJTLI 1990.
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Uchida e Suzuki (1998), a partir de uma mistura de reacdo com CGTase, obtiveram o
composto o-y-glicosiltiamina. Apds inclusdo com a CD, o composto apresentou odor reduzido
e sabor adocicado, sem sabor adstringente na lingua. Assim, a inclusdo foi responsavel pela
melhoria da qualidade final do produto, relacionada ao aroma, gosto e forma dos alimentos
(VAUTION et al., 1987).

Ha muitos relatos na literatura sobre a importancia das pesquisas e das aplicacdes das
CDs, e sobre as areas abrangentes dessas aplicacdes. Atraves dos trabalhos reportados na
literatura e citados nesta revisdo pode-se observar um alto crescimento e interesse na

utilizacdo das CDs devido as vantagens obtida pela a formacdo de complexos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes analiticos

Para a realizagdo deste trabalho os principais reagentes utilizados foram: Peptona G da
Acumedia®, extrato de levedura da Himedia®, Dextrina da Sigma Aldrich®, amido da
Qhemis® e solugdo tampdo tris-HC1 da HEXAPUR™. Todos os demais reagentes eram de grau

analitico.
3.1.2 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi o Paenibacillus sp., F37 e F20, cepas que foram
gentilmente doadas pela Profa. Dra. Lucy Seldin do instituto de Microbiologia da UFRJ. As
linhagens foram armazenadas em criotubos a —80°C contendo 210 pL de meio de cultura e 90

uL de glicerol estéril/agua 80% (v/v).
3.1.3 Extrato enzimatico

A enzima utilizada foi obtida a partir do meio de cultivo Horikoshi com amido,
centrifugado a 4000g e 4°C por 20 minutos e armazenado congelado a —4°C, em tubos falcon
e de microcentrifuga, com 1,5ml e 50ml, respectivamente, sendo posteriormente
descongelado para anélise da atividade enzimatica, producdo de CDs, e caracterizacdo da

enzima bruta.
3.1.4 Substrato enzimatico

As atividades enzimaticas foram analisadas a partir da acdo da enzima sobre solugédo
de 1% (m/v) dextrina (10,0 g dextrina para 1,0 L de tampao tris-HCI 0,1 M (12,11 g de tris
em 1,0 L de &gua destilada) com pH ajustado para 8,0.

3.1.5 Ciclodextrinas padroes

Para a dosagem de CDs utilizaram-se como padrdes a-CD (massa molecular de 973
g/mol), B—CD (massa molecular de 1135 g/mol) e y—CD (massa molecular de 1297,14 g/mol),
da Sigma Aldrich®. Para as determinagdes colorimétricas de a—CD, p—CD e y—CD utilizaram-

se, fenolftaleina e sal de s6dio de verde de bromocresol, da Synth.
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3.1.6 Reatores e equipamentos
3.1.6.1 Reator

Foi usado um reator de vidro encamisado de volume ttil de 100 ml para ensaios de
atividade de ciclizacdo da CGTase e um de volume util de 500 ml para os ensaios de produgao

de CDs.
3.1.6.2 Principais equipamentos
a) Agitador magnético IKA® C-MAG HS 7;
b) Agitador de tubos de ensaio IKA®;
c¢) Balanga analitica DENVER INSTRUMENT;

d) Banho termostatico NOVA ETICA empregado nos ensaios de atividade de

ciclizagao;
¢) Bomba de vacuo PRISMATEC;
f) Centrifuga EPPENDOREF 5810 R;
g) Espectrofotdometro ULTRASPEC 2100 PRO;
h) Estufa B.O.D 411 D;
1) pH-metro QUALXTRON QX 1500;

j) Shaker INNOVAR 44;

3.2 Métodos Analiticos

3.2.1 Determinacio da atividade enzimatica

A atividade de ciclizagdo da CGTase foi determinada pela medida da velocidade
inicial de produgdo de B—CD, utilizando-se como substrato uma solugdo de dextrina 10 g/L

(20 ml), preparada em tampao tris-HC1 0,01 M, pH 8,0 e contendo 5 mM de CaClI2. A reagdo



42

era iniciada pela adicdo de um volume de extrato enzimatico em um reator termostatizado a

50°C, equipado com agitagdo magnética (Figura 3.1).

Figura 3.1 — Esquema representativo do sistema experimental para medida da atividade
de ciclizacdo da CGTase.

——> Banhotermostético

| Meio reacional

i Barra magnética
@ Agitador magnético

Inicialmente foi preparado um controle com 2 ml de substrato retirado do reator. Apods
a adicao da enzima foram retiradas aliquotas de 2 ml do meio reacional em intervalos de 5
min, at¢ 20 min de reacdo. Cada amostra foi adicionada a tubos de ensaio e imediatamente
levada a fervura por 5 min a 100°C para a inativagdo da enzima, e em seguida resfriados em
agua a temperatura ambiente. Todos os tubos de ensaio eram de rosca para que nao houvesse
a perda da amostra por evaporacao.

Para cada tempo de reacdo determinou-se a concentra¢do de B—CD e y—CD pelos
métodos colorimétricos descritos no item 3.2.2.1 e 3.2.2.2 para avaliar a melhor cepa (F20 ou
F37) produtora de CGTase. Todos os dados de producao de ciclodextrina (umoles CD/(min x
mL) foram plotados em fun¢@o do tempo de reagdo e o coeficiente angular da reta ajustada (b)
foi utilizado para calcular a atividade pela equacdo 1 (TARDIOLI, 1998), adaptada aos

parametros e condicdes dos experimentos realizados:

A=(bXVRXD)/VSE (1)

Em que: A ¢ a atividade enzimatica em pmoles CD/(min x ml de solu¢do enzimatica), b é o

coeficiente angular da reta ajustada em pmoles CD/(min x ml), D ¢ a dilui¢do da solugdo
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enzimatica, Vg € o volume reacional em ml ¢ Vgg é o volume em ml da solu¢do enzimatica
diluida para as condigdes do teste.
Uma unidade de atividade (U) corresponde a quantidade de CGTase que produz um

micromol de B—CD por minuto nas condicGes de reacao.

3.2.2 Dosagem de ciclodextrinas
3.2.2.1 Dosagem colorimétrica de B—CD

Este método consiste em se misturar 0,5 mL de amostra contendo a —CD, com 2,5
mL de solucdo de fenolftaleina 0,06 mM, preparada pela mistura de 2,0 mL de uma solugao
alcoolica estoque de fenolftaleina 3,0 mM, 20 mL de tampao carbonato 0,6 M, pH 10,5 e 78
mL de agua destilada. A absorbancia ¢ lida imediatamente a 550 nm, utilizando dgua destilada
para calibragdo do equipamento ¢ uma solu¢do contendo 0,5 mL de 4dgua destilada e 2,5 mL

da solug¢do de fenolftaleina 0,06 mM como branco.

A concentracdo de B—CD, para amostras que ndo sofrem interferéncia pela y—CD e
pela dextrina, ¢ determinada através equagdo 2 (TARDIOLI, 1998) adaptada aos parametros e
condig¢des dos experimentos realizados. A constante 6000 que aparece na equacao 2 resulta da
multiplicagdo do valor obtido pela dilui¢do da amostra nas condi¢cdes de dosagem (de 0,5 a 3
mL, i.e. fator de diluigdo igual a 6) e pela transformacdo da concentragdo expressa em M para

mM (i.e. 1000).

Cp.co= 6000 a (1 - ABS/ABS,) [ 1+ ABS,/ (Kp.cpa ABS)|  (2)

Em que: a é a concentracdo total de fenolftaleina nas condi¢des de dosagem (a solucdo de
fenolftaleina 0,06 mM sofre uma diluigdo de 1,2 vezes, sendo, portanto sua concentragao final
igual a 5 x 10 M), ABS ¢ a absorbancia da amostra, lida a 550 nm, ABSo é a absorbancia do
branco, lida a 550 nm; Cg.cp ¢ a concentragdo de B—CD, expressa em mM; Kg.cp € a

constante de equilibrio da formag¢ao do complexo 3-CD/PHE.

O valor da constante de equilibrio do complexo B—CD/PHE foi determinado
preparando-se uma curva padrao de absorbancia em funcdao da concentragdo de B—CD, na

faixa de 0 a 1 mM. A solucao estoque de f—CD 1 mM foi preparada dissolvendo 0,1135 g de
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B-CD em 20 mL de tampao tris-HCI, pH 8, 0,05 M, 10 mL de solugdo de cloreto de calcio 50
mM, e 70 mL de agua destilada.

As diversas concentragdes de -CD, para a faixa de 0 a 1 mM, foram obtidas diluindo-
se a solucédo estoque 1 mM em tampéo tris-HCI, pH 8, 0,01 M/solucédo de cloreto de calcio 5
mM. A Figura 3.2 mostra o resultado do ajuste ndo linear obtido através do software Origin
Pro7 com o valor da constante de equilibrio K = 19737,03 + 220,64 M™ e R? 0,9976.
TARDIOLLI, 1998 e 2004 obteve valores da constante de equilibrio na ordem de K = 17363,02
+ 125,22 M™ e K = 18014,82 + 125,22 M respectivamente.

Figura 3.2- Curva padrao de B-Ciclodextrina

Curva Padrao de p-ciclodextrina
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3.2.2.2 Dosagem colorimétrica de y—CD

A dosagem de y—CD consiste em se misturar 0,5 mL da amostra contendo a y—CD com
2,5 mL de uma solugdo de verde de bromocresol 0,5 mM, contendo o tampao citrato 0,2 M,
pH 3 e em seguida efetuando-se a leitura da absorbancia em 620 nm. A solugdo de verde de
bromocresol 0,5 mM ¢ preparada no momento da dosagem, misturando-se 10 mL de uma
solucdo estoque de verde de bromocresol 5 mM ( 0,36 g de verde de bromocresol dissolvido

em 20 mL de etanol 95%, para um volume total de 100 mL, completado com agua destilada),
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10 mL de &cido citrico 2 M, 5 mL de solucdo de hidréxido de s6dio 2 M e completando-se o

volume para 100mL com dgua destilada (TARDIOLI, 1998).

A curva de calibracdo foi construida utilizando-se amostras de concentracdes
conhecidas de y—CD, na faixa de 0 a 2 mM preparadas com o tampao tris-HCI pH 8, 0,01M e
a solugdo de cloreto de calcio 5 mM, a partir de uma solugao estoque de y-CD 2 mM. A
solucao estoque de y—CD 2 mM foi preparada dissolvendo 0,26 g de y—CD e completando-se
o volume total para 100 mL com solugdo tris-HCI, pH 8, 0,01 M e cloreto de calcio 5 mM. A
Figura 3.3 mostra o ajuste linear da plotagem dos valores de concentracao de y—CD versus

absorbancia.

Figura 3.3 — Curva padréo de y—ciclodextrina.
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A curva foi utilizada na metodologia de dosagem de y-CD nos primeiros cultivos e as
atividades volumeétricas foram obtidas atraves da equacéo 3 feito o ajuste linear em software
Oringin Pro7. As dosagens foram realizadas com a finalidade de saber se a as cepas F20 e F37
eram produtoras majoritariamente de § ou y-CD e também avaliar qual das cepas se mostraria

como melhor na producdo da enzima.

Asx=0,1409 C,cp+0,0014 (3)
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Onde A é a absorbancia da amostra lida a 620 nm, o valor de 0,1409 e 0,0014 é o coeficiente

angular e linear da reta respectivamente e C,.cp € a concentracéo de y-CD, expressa em mM.

3.2.2.3 Caracterizacio cromatografica de a-CD, B-CD e y-CD

CDs foram caracterizadas por cromatografia liquida em cromatografo Waters,
equipado com detector de indice de refragdo (IR) ajustado em 45°C e auto-injetor ajustado em
4°C. As amostras de CDs (padrdes € meio reacional) eram filtradas em membrana de 0,2 um e
um volume de 20 pL eram injetados em uma coluna Shodex Sugar KS-802 (styrene
divinylbenzene copolymer Sulfo (Na"), 7 pm, 8 ID x 300 mm) a 80°C. As CDs (a-,B-, € y-
CD) eram separadas com agua como fase movel a uma vazao de 1 mL/min.

Os tempos de retengdo de cada CD, bem como suas curvas padroes, foram
determinados com padrdes de a-, B-, e y-CD (Sigma-Aldrich), maltose e glicose (Synth).

As analises de CDs a partir do meio reacional de produgdo sofriam interferéncia por
dextrinas residuais. Assim, as amostras (1 mL do meio de producao de CDs ao final de 92 h)
eram previamente tratadas com amiloglicosidase (0,5 mL) de Aspergillus oryzae (Sigma-
Aldrich) a 60°C, por 1 h, a fim de se hidrolisar as dextrinas residuais a glicose e maltose,
principalmente. Ao final de 1 h, as amostras eram fervidas a 100°C para inativar a enzima e,

portanto, interromper a reagao de hidrolise.

3.2.3 Medida de densidade otica do crescimento celular (DO)

Foi realizado acompanhamento da densidade otica do meio de cultivo durante os
ensaios de producdo de CGTase para andlise do crescimento celular. A leitura da densidade

otica (DO) foi realizada em espectrofotometro no comprimento de onda de 600 nm.

3.2.4 Medidas de massa seca (MS)

As medidas de massa seca foram realizadas a partir de amostras do meio de cultivo
(10 mL), as quais eram filtradas a vicuo em membrana de 0,2 um, previamente secas a 60°C,
por 24 h. Os pellets eram lavados com 20 mL de 4agua destilada e secos (pellets e membrana)

a 60°C por 24 h. Os resultados de massa seca eram determinados pela Equagao (3),
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MS = 2
Y

Em que: MS € a massa seca de células expressa em g/L, m é a massa seca (em
gramas) retida na membrana de 0,2 um, e V é o volume do meio de cultivo usado no ensaio,

expresso em litros.

3.3 Procedimento experimental

Neste trabalho foram avaliadas duas cepas de Paenibacillus sp. (F20 e F37) isoladas
pelo Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes (UFRJ, Rio de Janeiro). Os pesquisadores
do Instituto de Microbiologia/UFRJ fizeram uma prospeccdo de estirpes formadoras de
esporos a partir de solo (Cerrado e Véarzea) capazes de produzir CDs. As cepas que
apresentaram maiores halos em placa de petri (F20 e F37) foram identificadas como

pertencentes ao género Paenibacillus.

As cepas foram analisadas primeiramente quanto ao crescimento celular e

posteriormente analisadas quanto a produgdo da enzima CGTase.
3.3.1 Reativacio e pré-indculo das cepas.

Ao longo do trabalho, dois meios de cultura basicos foram utilizados, o meio TSB &gar
e o meio Horikoshi (NAKAMURA; HORIKOSHI, 1976). A composi¢cdo dos meios é
mostrada respectivamente nas Tabelas 3.1 e 3.2. O meio TSB agar foi usado nas etapas de
reativacdo quando retirado da solucdo crioprotetora e 0 meio Horikoshi foi empregado nas
demais etapas do processo: pré-inéculo (meio sélido), inéculo e producdo, sendo que para

cada uma dessas etapas havia pequenas variagdes nas concentracdes.

As cepas armazenadas em ultrafreezer passavam inicialmente por um processo de
reativacdo em meio solido TSB &gar (Tabela 3.1). Apds plagueamento as cepas eram
mantidas a 30°C por 48 horas em incubadoras e posteriormente uma coldnia isolada era
transferida para a etapa de pre-indculo, plaqueadas em meio Horikoshi solido a pH 8,0 por
24 horas.



Tabela 3.1 — Composi¢do do meio TSB é4gar usado para a reativacao do Paenibacillus.

Reagentes Concentragao (g/1)
Digerido pancreatico 3,4
Digerido papainico de soja 0,6
NaCl 1,0
K;HPO4 0,5
Agar 3,0
Dextrose 0,5
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Ap0Os as etapas de reativacdo e pré-indculo em meio sélido, as cepas seguiam para a

etapas de in6culo e producdo de CGTase em meio Horikoshi liquido. A etapa de indculo foi

realizada em meio Horikoshi liquido sem amido, a pH 8,0 (Tabela 3.2). Este era mantido em

camara incubadora rotativa, a 120 rpm e 37°C por 15 horas.

Tabela 3.2 — Meio Horikoshi das etapas de pré-indculo, inéculo e producéo.

Composicgéo do Concentracéo (g/l)

Meio Horikoshi | Pré-inéculo In6culo Producdo
Amido 10,0 - 5,0
Peptona 5,0 5,0 2,5

Extrato de levedura 5,0 5,0 2,5

K,HPO, 1,0 1,0 0,5

MgS0O,.7H,0 0,2 0,2 0,1
Agar 10,5 - -

3.3.2 Indculo e producdo de CGTase

As etapas de indculo e producdo foram realizadas em frascos de 500 ml e 250 ml

respectivamente, contendo 50 ml de meio para ambos os frascos, e 0S mesmos eram

incubados em cémara rotativa a 120 rpm e 37°C. Em alguns ensaios o tempo da etapa de

producdo ndo foi constante, uma vez que nas etapas iniciais do trabalho este fator era um dos

principais pontos que visdvamos analisar com intengdo de otimizar o tempo de cultivo.



49

As etapas que antecederam o inéculo foram realizadas de duas formas neste trabalho.
A primeira envolvia, apds a retirada do microrganismo do ultrafreezer, sua reativagdo em
meio TSB agar (reativacdo) e depois estriamento de uma das coldnias formadas em meio
Horikoshi solido em tubo de ensaio inclinado (pré-indculo), cada tubo contendo 5 ml de meio.
Para a transferéncia do pré-indculo para o indculo utilizava-se parte do meio de indculo
(Horikoshi liquido sem amido) para desprender as células do slant. Posteriormente, o
conteudo era vertido no frasco de 250 ml completando-se 50 ml de meio de indculo e levado
para a camara incubadora rotativa. A segunda envolvia a retirada do microrganismo do
ultrafreezer armazenado em solugdo crioprotetora e sua passagem direta para 0 meio
Horikoshi liquido, com volume final de 50 ml de meio de in6culo em frasco de 250 ml, sem
passar pelas etapas de reativacdo e pré-inoculo, o que diminuiria o tempo total do cultivo em
48 horas.

Realizado o in6culo, a inoculacdo do meio de producdo foi realizada da mesma forma
em todos os cultivos. Os meios de producdo continham geralmente 45,0 mL de meio em
frascos de 250 ml, e a eles eram adicionados 5,0 mL de in6culo. Logo em seguida, o frasco
inoculado era levado para camara rotativa 120 rpm e 37°C para producdo da enzima.

3.3.3 Caracterizacio fisico-quimica da enzima bruta

Para a caracterizagdo da enzima bruta foram utilizadas as amostras de 16h dos cultivos
conduzidos a 37°C, pois estes foram apontados como os melhores pardmetros para a produgao
da enzima. As atividades de CGTase foram determinadas com relacdo a produgdo de B-CD,

monitorados pelo método CD:fenolftaleina.

3.3.3.1 pH 6timo

O pH otimo de ciclizagdo da CGTase bruta foi avaliado a 50°C, utilizando como
substrato solucdes de dextrina 1% (m/v), preparadas nos seguintes tampdes: tampao citrato
0,1M, pH 5,0; tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 6,0 e pH 7,0; tampao tris-HCI1 0,1M, pH 8,0
e pH 9,0 e tampao Glicina/NaOH 0,1M, pH 10,0.
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3.3.3.2 Temperatura 6tima

A temperatura Otima de ciclizagdo foi determinada na faixa de 30 a 70°C, com
intervalos de 10°C, pelas medidas de atividade com solu¢do de dextrina 1% (m/v), preparada

em tampao citrato 0,1 M, pH 6,0 (pH 6timo previamente determinado).

3.3.3.3 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da CGTase bruta foi avaliada pela incubacdo de 5 ml de
solugdo enzimatica a 50°C e pH 6,0 (condigdes Otimas previamente estabelecidas). Em

intervalos de 1 hora, mediam-se as atividades de ciclizacao residuais.

3.3.4 Ensaios de producio de ciclodextrinas

A produgao de CDs foi realizada incubando 10 ml de extrato enzimatico bruto em um
reator de 500 ml do tipo batelada acoplado em um banho termostatico a 50°C, usando como
substrato 100 ml solucao de dextrina 50g/L preparada em tampao tris-HCL 0,1M, pH 8,0. Foi
utilizado nos ensaios de produc¢do de CDs o caldo de cultivo de 16h, o qual apresentou a
melhor atividade de CGTase.

Amostras do meio reacional foram quantificadas quanto a concentragdo de f— e y—CD,

por métodos colorimétrico e cromatografico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na avaliacdo da
capacidade de producdo da enzima CGTase a partir de duas cepas de Paenibacillus (F20 e
F37), isoladas de solo de cerrado e varzea, gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Lucy Seldin

do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes (UFRJ, Rio de Janeiro).

Os ensaios de produgdo de CGTase foram iniciados em uma iniciagdo cientifica (IC)
anterior a este trabalho. Os resultados até entdo obtidos pelo trabalho de IC serviram de base
para os experimentos seguintes. A partir de uma revisao da literatura foi encontrado que o
melhor pH para crescimento de outras cepas de Paenibacillus e producdo de CGTase eram
pHs alcalinos, variando em torno de 10. Esses valores alcalinos de pH eram também
utilizados para outros microrganismos produtores de CGTase. Entretanto, neste trabalho,

resolveu-se testar uma faixa maior de pH para as cepas F20 e F37 de Paenibacillus sp.

Para ter um conhecimento prévio que fizesse com que os estudos de producdo de
CGTase a partir dessas cepas fosse compensatorio foi realizado no trabalho de 1C um cultivo
de producdo da enzima em pHs 8,0 e 9,0 para determinacdo da atividade enzimatica nos
tempos 52 e 120 horas de cultivo. O periodo de 120 horas foi baseado em informacdes da
literatura sobre o tempo do cultivo para producdo de CGTase por outros microrganismos.
Neste cultivo, a producdo de CGTase pela cepa F20 foi muito baixa quando comparada com a
cepa F37, ou seja, observou-se que os cultivos realizados com a cepa F37, nas mesmas

condicBes da F20, apresentaram niveis maiores de atividade enzimatica.

Embora este ensaio tenha sido bem preliminar, os resultados obtidos nos deram a
indicacdo para trabalharmos com a cepa F37 e, além disso, nos forneceram também a
indicacdo de que 120 horas poderia ser um tempo excessivo de cultivo, j& que maxima
atividade para ambas as cepas tinha sido obtida no tempo de 52 horas. Esse tempo poderia ser
até menor visto que ndo foram tiradas amostras em tempos regulares menores para observar o

ponto de méxima atividade.

A partir destes resultados foi dada sequéncia aos experimentos de producdo de
CGTase por Paenibacillus sp. F37 Nos ensaios que se seguiram foi utilizado tempo de cultivo
de 72 horas, que foi posteriormente reduzido em virtude dos resultados do tempo de maxima

atividade obtidos. Um dos objetivos era tentar encontrar qual o tempo de maxima producéo,
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mas sempre com o interesse de diminuir ainda mais o tempo de cultivo, 0 que se mostrou

possivel somente no final do trabalho.

A seguir serdo reportados os ensaios e os principais resultados de producao da enzima

CGTase por Paenibacillus sp. obtidos até 0 momento neste trabalho.

4.1 Ensaios de crescimento da cepa F37 em placa com diferentes valores de pH

Uma maneira rapida de observar qual o melhor pH para crescimento de um
microrganismo ¢ fazer o plaqueamento em meio s6lido em diferentes valores de pH e
observar ap6s determinado tempo de incubacdo qual placa apresenta maior numero de
colonias. Assim, selecionada a cepa F37, foi realizado ensaio de crescimento em meio solido
a diferentes valores de pH. O objetivo foi verificar se para a cepa selecionada seria
confirmado que o maior crescimento e talvez a producdo da enzima se daria mesmo em pH
10. Para isso foram preparadas placas com meio Horikoshi solido na faixa de pH de 6 a 10.
As placas foram preparadas a partir da semeadura estriada do microrganismo e incubacao em
estufa a 37°C por 48h. As fotos das placas mostrando o crescimento do microrganismo nos
varios pHs ap6s 48 horas sdo apresentadas na Figura 4.1.

Observando o crescimento do microrganismo em meio Horikoshi sélido nas placas,
constatou-se visualmente que o maior crescimento se deu em pH 8,0. Assim, passou-se a
adotar esse pH em todas as etapas do cultivo. Esse valor de pH discordava dos resultados
reportados na literatura para a producdo de CGTase tanto para outras cepas de Paenibacillus
como para outros microrganismos. Por isso, num momento posterior do trabalho, foi testada a

producdo da enzima em pH 10.

Nesse momento, como os resultados indicaram maiores crescimentos em pH 8,0 e 9,0,
sendo observado na placa de pH 8,0 maior nimero de colbnias, adotou-se este pH como
padrdo de crescimento do microrganismo em placa e até mesmo nos cultivos liquidos, de

indculo e de producao.
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(e)
Figura 4.1: Crescimento em placa de Paenibacillus sp. F37. (a) pH 6,0; (b) pH 7,0; (c) pH
8,0; (d) pH 9,0 e (e) pH 10.

Fonte: Acervo pessoal

4.2 Curva de crescimento da estirpe Paenibacillus sp. F37

Assim como é reportado na literatura, a producdo de CGTase foi realizada através de
cultivos em 4 etapas. Uma etapa de reativacdo em meio TSB solido (48 horas), uma etapa de
pré-indculo em meio Horikoshi sélido (24 horas), uma etapa de indculo em meio liquido (48
horas) e uma etapa de producdo em meio liquido (acima de 72 horas). Assim, realizou-se um

ensaio completo com todas as etapas, até o indculo, e acompanhamento do crescimento por
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densidade ética na etapa de indculo para verificar se esta etapa em meio liquido poderia ter o
tempo reduzido, pois com uma duracdo de 48 horas poder-se-ia estar passando o
microrganismo para 0 meio de produc¢do ndo na fase de crescimento exponencial e sim na fase

de morte celular.

As condicOes adotadas em cada etapa deste cultivo foram as seguintes: (1) reativacao
em placa usando meio TSB solido a 37°C por 48 horas em camara incubadora; (2) pré-
indculo em placas, a partir do estriamento de uma coldnia isolada da placa de reativagéo, em
meio Horikoshi solido contendo amido, pH 8,0, 37°C, por 24 horas; (3) indculos para
acompanhamento da DO de crescimento do microrganismo e construcdo da curva de
crescimento em meio Horikoshi liquido, sem amido, um a pH 8,0 e outro a pH 9,0, ambos
ajustados inicialmente sem o acompanhamento do pH ao longo do tempo de incubagéo, em
camara incubadora rotativa, a 37°C e 120 rpm. A auséncia de amido nesta etapa foi para que o
microrganismo se empenhasse apenas no crescimento e ndo na producdo da enzima. A
amostragem era realizada a cada trés horas para a medida da absorbancia (DO). A Figura 4.2

mostra a curva de crescimento do Paenibacillus sp. F37 em pH 8,0 e 9,0.

Figura 4.2 — Curva de crescimento celular do Paenibacillus sp. F37 em meio Horikoshi
liquido a 37°C, pH 8,0 € 9,0, em termos de D.O. a 600 nm.
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Foi feita uma tentativa de medir a massa seca, poréem os valores ficaram imprecisos

(resultados ndo mostrados). A concentracdo celular era muito baixa e dava muita impreciséo
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na pesagem das membranas, produzindo uma curva inconstante e pouco confiavel. Sendo

assim, trabalhou-se apenas com a D.O. obtida com leitura em espectrofotdmetro a 600 nm.

Observa-se na Figura 4.2 que o crescimento do inoculo em pH 8,0 apresenta valores
de DO ligeiramente maiores que a pH 9,0, no qual o microrganismo apresentou um fase lag
ligeiramente maior (em torno de 6 horas). O crescimento na fase de indculo a pH 8,0 é mais
acentuado nas primeiras horas, assim, possuindo um crescimento mais rapido, atingindo o
final da fase exponencial em torno de 12 horas. Portanto, selecionou-se o pH 8,0 como padréo
de crescimento. Para este pH, observou-se maior D.O. entre 12 e 15 horas de cultivo, ficando
estabelecido o tempo de 15 horas de passagem do in6culo para 0 meio de producao e ndo mais

as 48 horas utilizadas anteriormente.

Posteriormente, realizaram-se 0s ensaios de producéo da enzima inoculando o meio de
producdo no momento em que 0 microrganismo atinge a metade de sua fase logaritmica,
objetivando inocular o meio de producdo com uma maior concentracdo de células

metabolicamente ativas.

4.3 Cultivo a partir de Paenibacillus sp. F37 conservado em placas e criotubos

Apos a verificagdo de que se poderia reduzir o tempo do indculo, analisou-se também
a possibilidade de se reduzir as etapas anteriores ao indculo, uma vez que o tempo total de
cultivo ainda permanecia demasiadamente longo, quando se considerava as 48 horas de
reativacdo e as 24 horas de pré-indculo. Para que o processo de producdo de CGTase fosse

competitivo era necessario tentar diminuir ainda mais o tempo total de cultivo.

Como j& era rotina no laboratdrio armazenar microrganismos em criotubos a —80°C,
resolveu-se preparar criotubos contendo Paenibacillus sp. F37 e dispensar as etapas de
reativacdo (48 horas) e pré-indculo (24 horas) em meio sélido. Assim, o microrganismo era
diretamente transferido do criotubo para o inéculo, reduzindo em 72 horas a duragdo total dos

ensaios de producéo.

Dessa forma, para comparar as duas metodologias, foram realizados dois cultivos de
producdo de CGTase, um usando o processo de reativacdo (48 horas), pré-indculo (24 horas)
e inoculo (15 horas), que foi chamado de placa e outro partindo-se direto dos criotubos para a

etapa de indculo, que foi chamado de criotubo. Em todos os casos foram realizados cultivos
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em duplicata. Para o ensaio de placa as condigBes utilizadas foram as ja descritas
anteriormente: meio de reativagdo TSB sdlido, pH 8,0, mantido por 48 horas; pré-in6culo em
meio Horikoshi solido, pH 8,0, mantido por 24 horas; inéculo em meio Horikoshi liquido por
15 horas e meio de producdo por 72 horas. Para o ensaio criotubo foi utilizado o
microrganismo que estava armazenado em solucdo crioprotetora (300ul) direto no inéculo
que continha meio liquido Horikoshi, pH 8,0, que apos 15 horas foi transferido para o meio de
producédo de CGTase por 72 horas. Em todos os experimentos foram retiradas amostras a cada

12 horas de ensaio. Os resultados dos cultivos séo mostrados na Figura 4.3.

Figura 4.3 — Gréafico comparativo dos ensaios de producdo de CGTase a partir de cultivo de
Paenibacillus sp. F37 (37°C, pH 8,0). A atividade volumétrica foi monitorada por medida de
atividade ciclizacdo (umoles p—CD/min) a 50°C, pH 8,0, usando-se dextrina (1%, m/v) como

substrato.
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Observa-se pela Figura 4.3 que as maiores atividades volumétricas de CGTase
ocorreram, para os dois ensaios, por volta de 12 horas de cultivo. Porém, observou-se também
gue os maiores valores foram obtidos para o ensaio em que a etapa de inoculo foi
simplificada, transferindo-se diretamente o microrganismo do criotubo para o indculo e,

posteriormente, para 0 meio de producéo.
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Os resultados de atividade volumétrica de CGTase obtida para ambos os métodos de
cultivos de Paenibacillus sp. F37 permitem uma comparagdo direta devido a similaridade dos
tempos maximos de producdo. O cultivo de criotubo apresentou atividade volumétrica e
produtividade de CGTase superiores ao cultivo de placa, 87,6 U/L e 7,3 U/L.h'l,
respectivamente. Assim, escolhendo-se o cultivo a partir de criotubo como metodologia
padrdo, o tempo de cultivo total foi reduzido. Uma comparagdo do tempo das duas

metodologias € mostrada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Comparagdo do tempo de produgdo de CGTase por cultivo de Paenibacillus sp.
F37 a37°C, pH 8,0.

Etapas de cultivo Placa Criotubo
Reativacao (horas) 48 0
Pré-inoculo (slants), horas 24 0
Indculo (horas) 15 15
Produgao (horas) até 48 até 48
Tempo final (dias) ~6 ~3

Tendo como base os resultados destes cultivos passou-se a utilizar o ensaio com o
tempo otimizado para a producdo da enzima. Com isso, foi possivel diminuir o tempo total de

cultivo em 72 horas (duracdo das duas etapas anteriores ao inoculo).

Alguns trabalhos reportados na literatura apresentam amido tanto no pré-inoculo
guanto no indculo para crescimento do microrganismo. CUCOLO et al. (2006) avaliaram
diversos tipos de fonte de carbono no meio de producdo da enzima, partindo de um pré-
inoculo contendo 1% de amido solavel. PRADO et al. (2002) utilizaram amido sollvel
(10g/l) na etapa de isolamento do microrganismo e também nas etapas de crescimento
microbiano e produgdo da enzima. Nos estudos realizados por CUCOLO et al., (2006),
visando a otimizagédo da producdo de CGTase por Bacillus sp. usando diferentes substratos,
mostram que utilizando amido soltvel nas condigGes de cultivo de 35°C, agitacdo de 150 rpm
e 48 horas foi obtida uma atividade enzimatica de 1.400 U/L. A melhor producdo da enzima
foi obtida utilizando amido doce como substrato, em torno de 1.800 U/L. Essa producdo é

cerca de 4 vezes maior comparado com o valor de atividade obtida nesse trabalho através do
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cultivo de criotubo, que foi de v347 U/L. Vale ressaltar que é dificil uma comparacao precisa,
devido as diferencas nas condicbes de cultivo (pH, temperatura, fonte do amido, etc.) e

medidas das atividades de ciclizacdo da CGTase, além, é claro, do microrganismo produtor.

4.4 Cultivo submerso em diferentes valores de pH

Definido o tempo de duracdo de cada uma das etapas do cultivo de Paenibacillus sp.
F37, voltou-se aos estudos do pH dos cultivos. Como jé citado, o pH 8,0 foi escolhido por ter
sido neste pH que o Paenibacillus sp. F37 apresentou maior crescimento em meio Horikoshi
solido com amido. Assim, 0s meios, tanto de indculo quanto de produgdo tinham sido
preparados neste pH. Entretanto, estes valores ndo estavam de acordo com a literatura, uma
vez que, para a maioria dos microrganismos produtores de CGTase, 0 melhor pH de producéo
da enzima é alcalino, variando de 10 a 12. Dessa forma foram realizados ensaios de producao

em diferentes pHs para verificar qual o melhor pH de produgéo em cultivo submerso.

Assim, na sequéncia, foram realizados ensaios de producdo de CGTase com as etapas
de in6culo e de producdo ja otimizadas e etapa de producdo iniciada em diferentes pHs. Na
etapa de indculo foi utilizado meio Horikoshi liquido, sem amido, a pH 8,0, mantido a 37°C
em camara incubadora rotativa a 120 rpm por 16 horas. Para a etapa de producdo, variou-se o
pH do meio de producdo Horkoshi de 6,0 a 11,0. Os meios de producdo foram mantidos em
erlenmeyers sob agitagdo em camara incubadora rotativa termostatizada em 37°C. Todos o0s
ensaios foram realizados em duplicatas. O pH foi ajustado com adicdo de solugbes de HCI e
NaOH em quantidade suficiente para alcancar o pH desejado. Nestes cultivos ndo foram
retiradas amostras durante o experimento, simplesmente analisou-se as atividades enzimaticas
apos 24 horas de cultivo nos diferentes valores de pH testados. Os resultados das atividades

enzimaticas dos ensaios ao final da etapa de producdo sdao mostrados na Figura 4.4.
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Figura 4.4: Atividade enzimética de CGTase em cultivos de Paenibacillus sp. F37 a 37°C e
diferentes valores inicias de pH.
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Analisando os resultados da Figura 4.4 observa-se que as maiores atividades
enzimaticas foram obtidas em pHs 10 e 11, atingindo inclusive valores de atividades maiores
que os obtidos anteriormente para meio de producéo iniciado em pH 8,0 (todos os resultados
anteriores). Portanto, os resultados obtidos com este ensaio estdo de acordo com os dados

apresentado na literatura que indicam maior producdo de CGTase em pHs alcalinos.

Como nao foi utilizado nenhum tampéao para a manutencdo do pH do meio ao longo
dos cultivos, foram medidos o pH no inicio e no final do ensaio de producdo. Esperava-se,
portanto uma variagdo do pH ao longo do experimento. A Tabela 4.2 apresenta os valores dos
pHs inicial e final da etapa de producgédo. Pode-se observar que todos os cultivos apresentaram

queda de pH que foi maior para os maiores valores de pH inicial.

Tabela 4.2: Valores de pH, inicial e final, em cultivos de Paenibacillus sp. F37 a 37°C.

pH Inicial pH Final
6,0 5,8
7,0 5,2
8,0 59
9,0 5,2
10,0 5,3
11,0 6,6
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Estes resultados indicam que a producdo de CGTase por Paenibacillus sp. F37
também é mais pronunciada em pH alcalino. Porém, é importante destacar que o pH néo foi
controlado (como a maioria dos relatos da literatura) e mesmo os cultivos que iniciaram em
pH alcalino, depois de determinado tempo, atingiram valores na faixa de pH levemente &cido.
Portanto, os maiores valores de atividades podem ser explicados pelo fato do pH ter iniciado
em alcalino e ter permanecido mais tempo nessa condicdo, favorecendo assim a producédo da

enzima.

4.5 Cultivo de Paenibacillus sp. F37 para as cepas F20 e F37 em meio tamponado

A partir dos resultados dos cultivos descritos no item 4.4 para a cepa F37 de
Paenibacillus sp. em que se observou maiores valores de atividades para os cultivos iniciados
na faixa de pH alcalino, realizou-se cultivos em trés diferentes valores, 8,0, 9,0 ¢ 10,0 na
etapa de produgdo da enzima. Além disso, como para a cepa F20 n3o havia sido realizado
nenhum cultivo submerso, optou-se também por realizar os mesmos ensaios utilizando esta
cepa, para comparagdo ¢ confirmagdo dos resultados anteriormente obtidos no trabalho de
iniciagdo cientifica, em que a cepa F20 foi descartada dos estudos por apresentar baixa

atividade enzimatica de CGTase.

Assim, na sequéncia foram realizados ensaios de producdo de CGTase com as cepas
F20 e F37 também com as etapas de in6culo e de producéo ja otimizadas e etapa de producédo
com meio tamponado em pH 8,0, 9,0 e 10,0. As condicBes do indculo foram as mesmas dos
ensaios anteriores, meio Horikoshi liquido sem amido, pH 8,0, 37°C, em camara incubadora
rotativa a 120 rpm por 16 horas. Apds 16 horas, 5 mL do in6culo foram transferidos para 0s
meios de producdo de cada uma das cepas ajustados nos valores de pH selecionados. N&o
foram retiradas amostras ao longo do cultivo, sendo avaliada somente a atividade enzimatica
apos 16 horas, pois se observou de resultados anteriores que as maximas atividades sdo
atingidas em menos de 24 horas de cultivo. Para cada um dos valores de pH foi utilizado

tampdo especifico, tris-HCL 0,1 M para pH 8,0 e 9,0 e carbonato 0,1 M para pH 10,0.

A Figura 4.5 mostra os resultados das atividades enzimaticas obtidas para os cultivos

realizados em duplicata nos trés pHs diferentes de meio de produgao.
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Figura 4.5 — Producdo de CGTase por fermentacdo submersa de Paenibacillus sp. cepas F20 e
F37 a37°C, 120 rpm e pH 8,0 (tampao tris-HCL 0,1 M), pH 9,0 (tampao tris-HC1 0,1 M) e pH
10,0 (tampao carbonato 0,1 M).
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Observa-se na Figura 4.5 que a cepa F37 mostrou-se uma melhor produtora de
CGTase, com atividades volumétricas superiores as da cepa F20 em todos os valores de pH
testados. Para a cepa F20, os resultados obtidos confirmam os ja observados anteriormente, a

baixa atividade para esta cepa quando comparada a cepa F37.

Assim pode-se observar que a produgdo de CGTase em pH inicial 9,0 conduziu a
maior atividade volumétrica (821 U/L). Ressalta-se aqui que a concentragdo utilizada do
tampao (0,1 M) ndo foi suficiente para tamponar o meio de produgdo durante todo o tempo de
cultivo, mas evitou que o pH reduzisse bruscamente, como nos cultivos anteriores onde o pH

inicial 9,0 foi ajustado e a maxima producio de CGTase foi de 347 U/L.

Os altos valores dos erros padrdes, mostrados na Figura 4.5, devem-se, provavelmente,
ao fato dos cultivos serem realizados a partir de diferentes inoculos, os quais foram
preparados a partir de diferentes criotubos, contendo, possivelmente, quantidades diferentes
de células. Esse problema poderia ser contornado preparando-se um tunico inéculo, o qual

seria usado para compor diferentes meios de producao.

O pH 6timo de producdo de CGTase depende do seu microrganismo produtor ser ou
nao alcalofilico. Os resultados deste estudo sugerem que essa linhagem de Paenibacillus sp.

trata-se realmente de uma bactéria alcalofilica, com crescimento 6timo em pH 9,0. PRADO et
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al., (2002), estudaram a influéncia do pH na producdo de CGTase por uma linhagem do
género Bacillus sp. subgrupo alcalophilus E16 e obtiveram méxima atividade em pH 5.5.
LARSEN et al., (1998), obtiveram méaxima atividade de CGTase em pH 7,5 em cultivo de
uma bactéria do género Paenibacillus sp. Portanto, a comparagdo com resultados reportados
na literatura ¢ dificultada frente a grande variedade de microrganismos produtores de CGTase,

cada qual com suas particularidades.

4.6 Cultivo de Paenibacillus sp. F37 a partir de indculo com e sem amido em diferentes

tempos de crescimento celular

Nesta etapa do trabalho avaliou-se a producdo de CGTase a partir de indculos
preparados a 37°C, pH 8,0 na presenga ou auséncia de amido (indutor da produgdo da
enzima), bem como com diferentes tempos de inoculacdo. Os cultivos foram realizados a
37°C, pH 9,0 e 16 h, a partir de indculos preparados na auséncia e presencga de amido (1 g/L) e
transferidos para o meio de produgdo ap6és 10 e 15 h de crescimento, tempos esses necessarios

para alcangar metade e final da fase logaritmica do crescimento, respectivamente.

A Figura 4.6 mostra que a presenca de amido na formulagdo do indculo ndo
influenciou a produgdo de CGTase, atingindo niveis similares de atividade volumétrica.
Entretanto, o tempo de inoculag@o foi uma varidvel muito importante na produgdo da enzima.
Observa-se na Figura 4.6 e Tabela 4.3 que o cultivo com in6culo de 10 h atingiu uma
producdo volumétrica de CGTase aproximadamente quatro vezes superior a produzida com
indculo de 15 h. Esse resultado mostra que ¢ de extrema importancia transferir o indculo para
o meio de cultivo em plena fase de crescimento logaritmico, garantindo-se assim um nimero

elevado de células viaveis.
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Figura 4.6 — Influéncia da presenca de amido soluvel na formulagdo do indculo de
Paenibacillus sp. F37 e tempo de inoculagdo (37°C, pH 8,0) na producdo de CGTase a 37°C,
pH 9,0, 16 h de cultivo.
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Tabela 4.3 — Atividade volumétrica de CGTase e concentracdo celular do indculo e meio de

producao de Paenibacillus sp. F37 a 37°C, pH 9,0, 16 h. Concentracdo celular ¢ expressa em

termos de D. O. em 600 nm.

Tipo de |Atividade D.0O do D.O do meio

Inéculo u/L inéculo de cultivo
10h

c/amido | 526,85 0,190 0,478
10h

s/amido | 510,45 0,155 0,482
15h

¢/amido | 129,15 0,174 0,146
15h

s/amido | 145,55 0,185 0,079
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Observa-se que as D.O. dos inoculos apresentaram valores similares (de 0,16 a 0,19),
independentemente da presen¢a de amido ou tempo de inoculagdo. Entretanto, a concentragao
celular (expressa em D.0.) do meio de cultivo usando indculo de 10 horas ¢ em média quatro
vezes maior que aquela usando indculo de 15 horas. Dessa forma, concluir-se que para
aumentar a produgdo de CGTase, o indculo deve ser preparado sem amido € com um tempo

de crescimento de 10 h.

4.7 Cultivo de Paenibacillus sp. F37 em pH 9,0 e 11,0 em meio tamponado

Comparando os resultados obtidos nos itens 4.4 (pH livre ao longo do ensaio de
produgdo) e 4.5 (pH parcialmente tamponado ao longo do ensaio de produ¢do), vé-se que no
pH livre os maiores valores de atividade foram obtidos para os ensaios com o pH iniciado em
11,0, e no meio tamponado, os maiores valores de atividades foram atingidos com o pH do
meio ajustado inicialmente em 9,0. Dessa forma, foram realizados ensaios de producdo de
CGTase com a cepa F37 com pH livre, ou seja ajustado inicialmente em 9,0 ¢ 11,0, e com pH
tamponado em 9,0 e 11,0 ao longo de todo cultivo. O objetivo foi comparar os resultados das
duas condi¢des e finalmente definir qual delas ¢ a melhor para a produ¢cdo de CGTase por

Paenibacillus sp. F37.

A excegdio do ajuste do pH dos meios, todas as demais condi¢des e procedimentos,
tanto do indculo quanto do meio de produgdo, foram mantidos constantes em relagdo aos
ensaios anteriores. Os ensaios de producdo tiveram um tempo de duragao de 24 horas com
retiradas de amostras a cada 8 horas, diferente dos ensaios descritos nos itens 4.4 e 4.5 em que
s6 foi medida a atividade ao final do cultivo. A Figura 4.7 mostra os resultados obtidos para

os pHs 9,0 e 11,0 tanto deixados livres como para o tamponado.
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Figura 4.7 — Resultados de atividade enzimatica dos ensaios de producdo de CGTase por

cultivo de Paenibacillus sp. F37 a 37°C e nos pHs 9,0 e 11,0 livre e tamponado.
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Da figura 4.7 observa-se que o pH de melhor producao de CGTase (maior atividade
em menor tempo) foi o pH 9,0 tamponado, com valor de atividade volumétrica na ordem de
803 U/L, proximo dos valores dos ensaios anteriores. Para este ensaio também se pode
observar que o meio em pH 11,0 ajustado inicialmente, também resultou em 6timos valores
de atividade. Uma hipoétese seria o fato de que ao longo do cultivo este pH caiu e ficou mais
proximo do pH 6timo (pH 9,0) de produgdo da enzima para este microrganismo. A queda no
pH ocorre devido a presenga de &cidos organicos produzidos ao longo do cultivo, deixando o
pH mais acido. Para este ensaio ainda foi medido o pH final de cada tempo de cultivo e os

valores sdo apresentados na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 — Valores de pH dos tempos de cultivo de Paenibacillus sp. F37 a 37°C com ajuste
inicial de pH e tamponamento do meio de produgdo usando tampao tris-HCI 0,1M pH 9,0,

tampao Glicina/NaOH 0,1 M pH 11,0.

Tempo de Oh 8h 16h 24h
cultivo

pH 9,0 tamp. 9,0 8,07 6,68 6,21

pH 9,0 livre 9,0 5,68 5,03 5,04

pH 11,0 tamp. 11,0 9,60 9,46 9,43

pH 11,0 livre. 11,0 7,20 5,35 5,31

Através dos valores apresentados na Tabela 4.4 pode-se observar que o tamponamento
do meio ndo foi eficiente para o cultivo, apresentando consideravel queda do pH ja nos
tempos iniciais de producao da enzima, fortalecendo a hipotese de que o pH 9,0 é 6timo para
o crescimento do microrganismo, mas ruim para a produ¢do da enzima. Analisando a Tabela
4.6 ¢ a Figura 4.7 verifica-se que a enzima CGTase atingiu sua maxima produgdo em torno de

pH 6,0, com 16h de cultivo, tamponado em pH 9,0 com uma solucao de tris-HC1 0,1 M.

Para os tempos de cultivo no qual os valores de pH foram muito distintos a 6,0, a
producdo da enzima foi baixa. Destaca-se que o cultivo onde se tentou tamponar o meio de
producdo em 11,0 se manteve mais alcalino, resultando em uma baixa atividade volumétrica.
Supde-se que embora o pH 9,0 seja bom para o crescimento do microrganismo, pode levar a
inativacao da enzima produzida. Esta hipotese podera ser confirmada com a caracterizagdo da

enzima quanto ao pH otimo de ciclizagado e estabilidade térmica e alcalina.

Estudos reportados na literatura mostram que valores altos de atividades sdao obtidos
principalmente por linhagens do género Bacillus como descrito por SARVERGAVE et al.,
2007, que através de uma linhagem do género Bacillus firmus obteve uma atividade na ordem
de 7000 U/L. Outros valores de atividades para diferentes linhagens de microrganismos

produtores de CGTase sdao mostrados na Tabela 4.5.



Tabela 4.5 — Valores de atividade enzimaticas (expressas em pmoles -CD/min) para a
producéo de CGTase a partir de diferentes linhagens.

Linhagem Condigdes de Atividade Referéncia
ensaio (U/ml)
Paenibacillus pabuli US132 Amido, pH 6,5 0,9 JEMLI et al
60°C 2007
Bacillus sp. subgrupo alcalophilus E16 Amido, pH 5,5 0,6 CUCOLO et
55°C al 2006
Bacillus sp. H25 Amido, pH 5,6 55 PRADO et al
55°C 2002
Bacillus sp. TS1-1 Amido, pH 6,0 73,4 MAHAT et al
60°C 2004
Bacillus circulans Amido, pH 8,0 245,0 BLANCO
55°C 2009
Bacillus lehensis S8 Amido de 17,5 YAP et al
Sagu, pH 6,0 2010
60°C
Bacillus circulans DF 9R Amido, 5,5 5,8 ROSSO et al
40°C 2005
Bacillus G1 Amido de 62,6 IBRAHIM et
tapioca, pH 9,0 al 2010
Paenibacillus sp. F37 50°C 0,8 Presente
Dextrina, pH estudo
8,0, 50°C

Fonte: acervo pessoal

4.8 Caracterizacio fisico-quimica da enzima
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CGTase bruta produzida por Paenibacillus sp. F37 foi caracterizada quanto ao pH e

temperatura 6tima de ciclizag@o (produgdo de B-CD), bem como quanto a sua estabilidade nas

condigdes otimas determinadas e nas condi¢des de cultivo (37°C, pH 9,0). Este ensaio teve

por objetivo principal verificar se a enzima produzida se mantem estavel nas condigdes de

cultivo. Nas medidas de atividade utilizou-se o extrato enzimatico clarificado do meio de

producdo com 16 horas e dextrina 1% (m/v) como substrato. Para a avaliacdo do pH 6timo, a

temperatura foi fixada em 50°C, e para a avaliacdo da temperatura 6tima, o pH foi fixado no

valor 6timo encontrado no ensaio de influéncia do pH na atividade enzimatica.
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4.8.1 pH dtimo

O ensaio de atividade de ciclizagdo a 50°C em funcdo do pH mostrou que a CGTase
produzida por Paenibacillus sp. F37 exibe méaxima atividade em pH 6,0, conforme mostra a

Figura 4.8.

Figura 4.8 — Atividade volumétrica de CGTase produzida por Paenibacillus sp. F37 a 50°C e
diferentes valores de pH. Os tampdes utilizados foram os seguintes: citrato 0,1 M, pH 5,0;

fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0 e 7,0; tris-HCI pH 8,0 e 9,0 e glicina/NaOH 0,1M, pH 10,0.
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Esse resultado estd de acordo com o pH 6timo de algumas CGTases reportadas na
literatura, produzidas a partir de outros microrganismos. Por exemplo, ALVES-PRADO,
2000, verificaram que o pH 6timo de CGTase produzida por Bacillus sp. alcalofilico era de
5,5. SIAN et al., 2005 obteve através de uma linhagem do género Bacillus sp G1 um pico de
pH 6timo em 6,0. TONKOVA, (1998), em uma revisao de microrganismos produtores de
CGTase, apresentou dados de caracterizagdo da enzima, e para a linhagem do género Bacillus
macerans ATCC 8514 o pH o6timo era 6,1-6,2. A Tabela 2.1.1 lista uma série de CGTase
isoladas de microrganismos do género Bacillus que apresentam pHs 6timos similares ao

obtido nesse trabalho.

Segundo GAWANDE et al., 2003, a composi¢ao do meio de fermentagdo afeta
significativamente as propriedades cataliticas da enzima produzida. Um parametro a ser
avaliado futuramente no cultivo de Paenibacillus sp. F37 seria a fonte do amido (batata,

milho, mandioca, etc.) utilizado como indutor da produgao da CGTase.
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4.8.2 Temperatura 6tima

O ensaio de atividade de ciclizagdo em pH 6,0 em fun¢do da temperatura mostrou que
a CGTase de Paenibacillus sp. F37 tem atividade enzimética maxima em 50°C, conforme
mostra a Figura 4.9. Nessas condi¢des a atividade volumétrica da enzima foi em torno de
1200 U/L, valor esse no minimo duas vezes superior aos obtidos nas outras temperaturas

avaliadas.

Figura 4.9 — Atividade volumétrica de CGTase produzida por Paenibacillus sp. F37 a pH 6,0
e diferentes temperaturas. A enzima foi produzida em 37°C, pH 9,0, 120 rpm e 16 horas de

cultivo.
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A temperatura 6tima da CGTase obtida neste trabalho esta de acordo com a reportada
para outras CGTases. Por exemplo, CUCOLO et al., (2006), reporta 55°C como a temperatura
otima para uma CGTase produzida por Bacillus alcalophilus E16. Nessa temperatura, a
atividade era 90% superior as medidas nas outras temperaturas estudadas. MATIOLI et al.,
1998, caracterizaram a CGTase produzida por Bacillus alcalofilico, linhagem 37, reportando
atividade 6tima em 50°C. ABELYAN et al., 1991 e 1992, reportaram também atividade 6tima
em 50°C para CGTase produzida por B. stearothermophilus BKPMV-4905.

TONKOVA, (1998), em sua revisdo sobre microrganismos produtores de CGTase,
apresentou dados de caracterizagdo de CGTases produzidas por diferentes linhagens
bacterianas. Para a linhagem de Bacillus macerans ATCC 8514 a temperatura 6tima foi de
60°C, e para outra linhagem do género Bacillus sp ATCC 21783 alcalophilus a temperatura
otima foi de 45°C. O autor concluiu que as CGTases tem maxima atividade entre pH 4,5 ¢ 7,0

e em temperaturas entre 40°C a 85°C. Portanto, os valores de pH e temperatura de méaxima
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atividade encontrados nesse trabalho, 50°C e pH 6,0, encontram-se dentro das faixas citadas

pelo autor.
4.8.3 Estabilidade térmica da enzima bruta

A estabilidade da CGTase de Paenibacillus sp. F37 foi avaliada nas condigdes de
maxima atividade de cicliza¢ao (50°C, pH 6,0) e nas condi¢des de cultivo do microrganismo
(37°C, pH 9,0). Os resultados sao mostrados nas Figuras 4.10 e 4.11. As meias-vidas
aproximadas da enzima foram de 2,0 h (50°C, pH 6,0) ¢ 3,0 h (37°C, pH 9,0).

Figura 4.10 - Estabilidade de CGTase de Paenibacillus sp. F37 a 50°C, pH 6,0. A atividade

inicial de ciclizac¢do (formagdo de B-CD) foi considerada 100%.
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A Figura 4.10 mostra um perfil suave de inativacao da enzima, com retencao em torno
de 70% da atividade inicial apds uma hora de incubagdo, 50% apds 2 horas e em torno de
45% apods 4 horas de incubagdo a 50°C, pH 6,0. CUCOLO et al., (2006), reportam que a
CGTase produzida por Bacillus alcalophilus E16 retinha ap6s 1 hora de incubagdo atividade
de 100% a 50°C, 75% a 55°C e era completamente inativada a 80°C. TONKOVA, 1998, em
sua revisao sobre caracterizagdo de microrganismos produtores de CGTase relatou que para a
linhagem do género Bacillus ATCC 8514 a enzima produzida retinha 100% de atividade até
60°C e que a CGTase de Bacillus sp INMIA A7/1 era estavel na temperatura de 55°C. E bem
provavel que a estabilidade da CGTase produzida nesse trabalho aumente consideravelmente
em temperaturas menores (40-45°C) e na presenca de ions calcio, como reportado por

SABIONE e PARK, 1992, para a CGTase de Bacillus lentus.
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Figura 4.11 - Estabilidade de CGTase de Paenibacillus sp. F37 a 37°C, pH 9,0. A atividade

inicial de ciclizag¢do (formacao de -CD) foi considerada 100%.
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A estabilidade da CGTase de Paenibacillus sp. F37 nas condi¢des de cultivo (37°C e
pH 9,0, conforme Figura 4.11) foi muito baixa, com 5 horas de incubagdo a enzima perde
mais de 80% da atividade inicial. Esse resultado mostra claramente que as condigdes 6timas
de crescimento do microrganismo podem diferir significativamente das condi¢des Otimas para
a estabilidade da enzima. H4, portanto, que se ter uma relagdo de compromisso entre
crescimento € manuten¢do da atividade no meio de producdo, pois grande parte da enzima

produzida pode ter sofrido inativagdo durante as 16 horas de cultivo.

4.8.4 Cultivo de Paenibacillus sp. F37 em pH tamponado

Até entdo o que se sabia era que Paenibacillus sp. F37 crescia bem em pH 9,0, mas
quando o pH da produgdo se mantinha em valores alcalinos, em torno de 9,5 (Figura 4.7 e
Tabela 4.4) a atividade volumétrica era baixa. Ao contrario, quando a producdo iniciava em
pH 9,0 e ao longo do cultivo o pH atingia 6,2 a atividade volumétrica era alta. Essa condi¢ao
poderia entdo estar conciliando valores bons de pH tanto para crescimento como para

estabilidade da enzima produzida.

Decidiu-se entdo realizar novos cultivos do microrganismo com a manutengdao do pH
ao longo de todo o tempo de cultivo. Para isso, aumentou-se a concentragao molar do tampao
do meio de producdo de 0,1 M para 0,5 M, garantindo-se assim o tamponamento do meio no

pH desejado durante as 16 horas de cultivo. A Figura 4.12 e Tabela 4.6 mostram os resultados
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de produ¢do de CGTase em valores de pH variando de 6,0 a 11,0. Observa-se que a maior

atividade volumétrica foi obtida em pH tamponado em 6,0. Entretanto, essa atividade foi

aproximadamente 4 vezes inferior a obtida anteriormente em cultivo iniciando em pH 9,0 e

variando em torno de 6,0 (pH 6timo da enzima) ao longo do cultivo.

Figura 4.12 — Cultivo de Paenibacillus sp. F37 a 37°C 120 rpm, pH 6,0 (tampao citrato
0,5M), pH 7,0 e 8,0 (tampao tris-HC1 0,5M), pH 8,0 ¢ 9,0 (tampao carbonato de s6dio 0,5M),
pH 10,0 ( 1% de Na,COs) e pH 11,0 (Glicina/NaOH 0,5M), 16h de cultivo.
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Tabela 4.6 — Valores de pH (inicial e final) e atividade (volumétrica e especifica) de CGTase

e do meio de produgdo de Paenibacillus sp. F37 a 37°C, em diferentes pHs, 16 h.

pH inicial pH final Atividade, U/L
6,0 6,1 186,55
7,0 7,0 95,32
8,0 8,0 120,95
9,0 9,1 86,10
10,0 9,7 101,50
11,0 9.8 73,80
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4.8.5 Cultivo de Paenibacillus sp. F37 em pH variavel e controlado

Até essa etapa do trabalho, as mais altas atividades volumétricas obtidas foram 821
U/L, para cultivo a 37°C, 120 rpm, 16 h, meio ajustado para pH 9,0 e 803 U/L, para cultivo a
37°C, 120 rpm, 16 h, meio preparado em tris-HCL 0,1 M, pH 9,0.

A fim de se verificar a reprodutibilidade das atividades volumétrica, realizaram-se
novos cultivos com os meios preparados em tampao tris-HCL pH 9,0 nas concentragdes de
0,1 M e 0,5 M, e os cultivos conduzidos por 24 h a 37°C, 120 rpm, com amostragem a cada 8
h. Nesses ensaios avaliou-se também a viabilidade das células armazenadas em solugdao
crioprotetora de glicerol 30% (v/v) a -80°C, inoculando os meios de produgdo com criotubos

armazenados por diferentes tempos em ultrafreezer.

As Figuras 4.13 e 4.14 mostram os resultados das atividades volumétricas obtidas a
partir de cultivos realizados em duplicata, utilizando criotubos novos (com poucas semanas de

armazenamento) e velhos (com meses de armazenamento).

Figura 4.13 — Producdo de CGTase por cultivo de Paenibacillus sp. F37 a 37°C, 120 rpm,
tampao tris-HCI (0,1 M e 0,5 M) pH 9,0, 24 h, inoculagdao do meio com criotubos novos.
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Figura 4.14 — Producdo de CGTase por cultivo de Paenibacillus sp. F37 a 37°C, 120 rpm,
tampao tris-HC1 (0,1 M e 0,5 M) pH 9,0, 24 h, inoculagdo do meio com criotubos velhos.
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Observa-se nas Figuras 4.13 e 4.14 que mais altas atividades volumétricas foram
obtidas nos cultivos cujos meios de produ¢do foram preparados em tampao tris-HCI1 0,1 M,
pH 9,0. Nessa condigdo, a atividade volumétrica atingiu 770 U/L, muito similar as obtidas
anteriormente. Além disso, observa-se que nos cultivos inoculados com criotubos com longo
tempo de armazenamento em ultrafreezer tiveram baixa produg¢do de CGTase (atividade
volumétrica em torno de 5 vezes menor, comparada no tempo de maior producdo). Esse
resultado pode explicar algumas grandes variagdes observadas em alguns cultivos (duplicatas)

preparados a partir de diferentes criotubos.

Conclui-se, com esse experimento, que a metodologia de cultivo na etapa de producao
da enzima CGTase pode ser padronizada como: 37°C, 120 rpm, 16 h, meio preparado em
tampao tris-HCI1 0,1 M. Além disso, a manutengdo das células armazenadas em ultrafreezer

deve ser periddica, aproximadamente 6 meses, evitando longos tempos de armazenagem.

A partir de uma comparagdo das atividades volumétricas listadas na Tabela 4.6,
parecia-nos que Paenibacillus sp. F37 ndo se mostrava como um bom produtor de CGTase.
Entretanto, essa comparagdo deveria ser mais criteriosa, usando como base as produtividades

volumétricas.

Dessa forma, comparamos as produtividades volumétricas obtidas nesse trabalho com
aquelas obtidas em um estudo recente de SILVA, 2014, que produziu CGTase a partir de

Bacillus firmus usando condi¢des semelhantes de cultivo. SILVA obteve inicialmente uma
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atividade volumétrica de 0,77 U/mL, representando 8 U/L.h’", valor esse em torno de 6 vezes
inferior ao obtido nesse trabalho (em média, 49,9 U/L.h'l), conforme mostra a Tabela 4.7. Sob
condig¢des otimizadas, Bacillus firmus imobilizado em carvao de osso bovino, cultivo em leito
fluidizado e suplementagdo de ar no meio de cultivo, SILVA, 2014, obteve atividade
volumétrica maxima de 2700 U/L em 48 h de cultivo, representando uma produtividade de

56,3 U/L.h"', valor esse muito semelhante ao obtido nesse trabalho.

Tabela 4.7 — Atividades volumétricas (U/L) e produtividades (U/L.h™") de CGTase produzida
por Paenibacillus sp. F37 a 37°C, pH 9,0", 16 h, 120 rpm.

Cultivos Atividade Produtivi_c}ade
(U/L) (U/L.h™)
1 821 513
2 803 50,2
3 770 48,1

*No cultivo 1 o pH do meio foi ajustado inicialmente para 9,0; nos cultivos 2 ¢ 3
o meio de produgao foi preparado em tampao tris-HC1 0,1 M, pH 9,0.

E ainda, BONILHA et al., 2006, obtiveram com o cultivo de Bacillus licheniformis
uma atividade volumétrica de CGTase de 162 U/L, representando uma produtividade de 13,5
U/Lh!'. ALVES er al., 2002, obtiveram com o cultivo de Bacillus firmus atividade
volumétrica de 550 U/L em 120 h de cultivo, representando uma produtividade de 4,6 U/L.h™",

Por meio dessas comparagdes, conclui-se que Paenibacillus sp. F37 apresenta uma
boa produtividade volumétrica de CGTase, mostrando-se um microrganismo promissor na

producao dessa importante enzima industrial.

4.8.6 Quantificacao de a-CD, 3-CD e y-CD

Ao longo das ultimas décadas muitos métodos cromatograficos tém sido utilizados na
caracterizacdo de CDs, desde o mais simples como a cromatografia de camada delgada para
identificagdo qualitativa e determinacdo semiquantitativa das CDs até o mais preciso, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (FROMMING & SZEJTLI, 1994). Por
exemplo, SATO et al. (1985) desenvolveram uma metodologia para quantificacdo de CDs

através de CLAE, utilizando uma coluna Shodex RSpak DC-613 (Styrene divinylbenzene
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copolymer sulfo (Na"), 6 mm ID x 150 mm) e acetonitrila e 4gua (65:35) como fase movel.
Essa metodologia serviu de base para a implementacdo no Laboratério de Tecnologia

Enzimatica do DEQ UFSCar de uma metodologia para quantificacdo de CDs por CLAE.

A agdo da enzima CGTase sobre o amido catalisa a producao de uma mistura de CDs,
sendo uma produzida majoritariamente. De acordo com a CD produzida em maior quantidade,
a enzima ¢ classificada como a-, B-, ou y-CGTase. Trabalhos reportados na literatura
mostram que CGTase produzida por Paenibacillus ¢ preferencialmente produtora de (-CD,
sendo assim classificada como uma B-CGTase. A fim de classificar-se a CGTase produzida
por Paenibacillus sp. F37, ensaios de producdo de CDs foram realizados em reator batelada,
termostatizado a 50°C, usando solucdo de dextrina 50 g/L, pH 8,0 como substrato. A
formacao de - e y-CD foi monitora ao longo da reagdo por dosagens colorimétricas, e as CDs
totais produzidas ao final da reagdo foram quantificadas por cromatografia liquida. A Figura

4.15 mostra os perfis de produgdo de - e y-CD.

Figura 4.15 — Produgdo de CDs a 50°C, usando como substrato solu¢do de dextrina 50 g/L,
preparada em tampao tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, 92 h de reag¢do, 10 mL de extrato enzimdtico ( ~
800 U/L), razdo enzima/substrato ~ 1,6 U/g.
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A Figura 4.15 mostra que ao longo da reacdo de 92 h a enzima produziu
preferencialmente B-CD, atingindo ao final da reacdo 7,9 mM de B-CD, o que corresponde a
8,9 g/L (produtividade de 96,7 mg de B-CD/L.h). A Figura 4.15 também mostra que a

producao de y-CD foi muito baixa, atingindo ao final de reagdo somente 1,8 mM (~ 2,3 g/L).
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A a-CD nao ¢ precisamente quantificada colorimétricamente, pois sofre influéncia de outras
CDs. Assim, essa CD foi quantificada somente ao final da reacdo por cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE).

As Figuras 4.16 e 4.17 ilustram os cromatogramas de padroes (-, -, y-CD, maltose e

glicose) e do meio reacional de producdo de CDs com 92 h.

Figura 4.16 — Cromatogramas de padroes de CDs (a-, B-, e y-CD, 2g/L), maltose e glicose
(2g/L) obtidos por CLAE. Coluna Sugar KS-802 (7 um, 8 ID x 300 mm), 80°C, fase movel
dgua 1 mL/min, detector IR, 45°C
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A Figura 4.16 mostra uma boa separacao das CDs, bem como dos produtos da
hidrolise (glicose e maltose) de dextrinas residuais. Vale ressaltar que o tratamento das
amostras com amiloglicosidase (AMG, 1 h, 60°C) auxiliou na quantificacdo de CDs, pois essa
ndo era possivel inicialmente devido a grande interferéncia das dextrinas residuais. E
importante dizer que o tratamento com AMG ndo causou perda de CDs por hidrolise, devido a
especificidade da enzima. AMG atua nas extremidades ndo redutoras da molécula,

hidrolisando-a quase totalmente a p-glicose (SCIPIONI, 2011).
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Figura 4.17 - Cromatogramas (duplicata) da amostra final (92 h) de produgdo de CDs apos
tratamento com AMG (1h, 60°C) obtido por CLAE, usando coluna Sugar KS-802 (7 um, 8 ID
x 300 mm), 80°C, fase movel dgua 1 mL/min, detector IR, 45°C.
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A Figura 4.17 mostra que os picos 3, 4 e 5 apresentaram tempo de retencdo
semelhante aos dos padroes de maltose, B-CD e glicose. Os picos 1 e 2 referem-se a
interferentes. As ciclodextrinas o- e y-CD, com tempos de retengdo de 6,8 ¢ 10 min, ndo
foram detectadas, mostrando que ndo foram produzidas ou pelo menos se apresentavam em
baixissima concentragdo. Esse resultado ¢ muito importante, tendo em vista que € de grande
interesse do ponto de vista industrial uma CGTase que produza preferencialmente uma CD de

interesse, pois isso reduz os custos de purificagdo do produto final.

A concentragdao média de B-CD, determinada por CLAE, mostrou-se igual a 9,8 g/LL
(produtividade de 106,5 mg de B-CD/L.h), desviando-se em menos de 10% do valor obtido

pela quantificagdo colorimétrica desta CD.

A partir desses resultados, pode-se classificar a enzima produzida por Paenibacillus
sp. F37 como uma B-CGTase. A partir dos resultados de dosagem colorimétrica, a propor¢ao

o-:B-:y-CD foi de 0:1:0,26. Isso indica que no minimo 74% das CDs produzidas
correspondiam a 3-CD.

MORIWAKI et al., 2009, classificaram a CGTase de Bacillus sphaericus cepa 41
como uma B-CGTase, pois essa produziu CDs na propor¢do de 0,40:1:0,45 (a-:B-:y-CD),
indicando que do total de CDs produzidas, 54% correspondia a B-CD. SABIONI e PARK,

1992, estudando linhagens do género Bacillus macerans e Bacillus alcalofilico no. 38-2
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classificaram as enzimas como a-CGTase (razdo a:f:y = 2,7:1:1) e P-CGTase (razdo
a:B:y = 1:11:1,5), respectivamente. Poucas y-CGTases foram estudadas e caracterizadas,
tornando o mercado de y-CD muito pequeno, devido ao baixo volume de produgao e ao

alto prego desta CD (KITAYSKA et al., 2011).
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5. CONCLUSAO

Ciclodextrinas tem grande importancia no mercado mundial devido as largas
aplicagdes industriais nos setores alimenticio, farmacéutico, de cosméticos, quimica fina, etc.
O Brasil ¢ um grande produtor de amido (milho e mandioca), podendo-se inserir num
mercado altamente competitivo. Infelizmente, ainda ndo ha plantas instaladas no pais para
producdo industrial desses oligossacarideos ciclicos. A pesquisa nacional nessa area, no que
se refere a descoberta de novos microrganismos produtores da enzima CGTase, minimizagao
de custos de produgdao de uma CD de interesse, etc., poderia mudar esse atual cenario. Neste
contexto, esse trabalho teve por objetivo avaliar o potencial produtor de CGTase a partir de
uma linhagem de Paenibacillus sp. isolada de solo brasileiro. Duas cepas (F37 ¢ F20) foram
avaliadas e, por meio de ensaios preliminares, constatou-se que a cepa F37 poderia ser uma

potencial produtora de CGTase.

Selecionada a cepa produtora da enzima, passou-se a investigar as condicdes de
cultivo em meio liquido, desde a reativacdo do microrganismo até a formulagdo do meio de
produgdo. Constatou-se vantajosa a elimina¢do das etapas de reativagdo e pré-inoculo,
reduzindo-se assim o tempo total de cultivo em 72 horas. O pH ¢ o tempo de indculo e
producdo foram as principais varidveis avaliadas nesse trabalho. Ao final desse estudo,
padronizaram-se as seguintes etapas do cultivo: (1) in6culo sem amido, 37°C, pH 8,0 e 10 h;
(2) cultivo na presenca de amido soluvel 1% (m/v), preparado em tampao tris-HCI1 0,1 M, pH
9,0, 37°C, 120 rpm, 16 h. Essas condi¢des permitiram obter-se uma atividade volumétrica no
meio de produgdo da 800 U/L, correspondendo a uma produtividade de aproximadamente 50

U/L.h", valor esse expressivo diante de resultados reportados na literatura.

A caracterizagdo da enzima bruta permitiu verificar que a CGTase de Paenibacillus
sp. F37 apresenta méxima atividade de ciclizacdo (formagao de B-CD) em 50°C, pH 6,0. E
ainda, que a enzima apresenta baixa estabilidade nas condi¢des de producdo (37°C, pH 9,0),
em torno de 3 h de meia-vida, sendo praticamente inativada em 5 horas. Assim, a estratégia de
tamponar parcialmente o meio de produgdao, com o pH iniciando em 9,0 e variando para 6,2

ao final do cultivo, conduziu a maior atividade volumétrica.

A producdo de ciclodextrinas em reator batelada (50°C, pH 8,0) utilizando CGTase
bruta de Paenibacillus sp. F37 como biocatalisador e dextrina 50 g/L como substrato atingiu

uma produtividade da ordem de 100 mg de B-CD/L.h. Entretanto, essa produtividade pode ter
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um grande aumento otimizando o meio de produgdo. Por exemplo, conduzir a reagdo em pH

6,0 e a uma temperatura mais baixa (40-45°C) seria a primeira mudanga a ser realizada.

A quantificagdo colorimétrica de f— e y—CD, com o auxilio da CLAE, permitiu a
classificagdo da enzima produzida por Paenibacillus sp. F37 como uma P—CGTase,
produzindo CDs na propor¢ao a-:B-:y-CD de 0:1:0,26 (~74% das CDs produzida corresponde
a p—CD).

Frente a esses resultados e, considerando-se ainda que outras varidveis a serem
avaliadas para maximizar a produg¢ao de CGTase, conclui-se que Paenibacillus sp. F37 ¢ um

microrganismo promissor para a producao desta importante enzima industrial.
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6. PERSPECTIVAS PARA PESQUISAS FUTURAS

Para dar continuidade ao estudo de otimizagdo do meio de cultivo, visando maximizar

a produgao de CGTase, sugere-se:

A SERNER NN

Avaliar a presencga de ions (cdlcio, particularmente) no meio de cultivo;

Estudar diferentes fontes de carbono (amidos de diferentes fontes) como indutor da
enzima,

Analisar a influéncia do pH 6timo da enzima na produgao de CGTase ao longo de
cultivo;

Estudar diferentes taxas de aeragdao no meio de cultivo;

Purificar a enzima CGTase, por exemplo, por cromatografia de bioafinidade;
Imobilizar a enzima purificada visando a sua estabilizacao;

Estudar a producdo de B-CD catalisada por B-CGTase de Paenibacillus sp. F37
(influéncia do pH, temperatura e presenga de solventes organicos);

Avaliar a produ¢do de CGTase de Paenibacillus sp. F37 em biorreatores aerados
(airlift, por exemplo) com células imobilizadas;

Considerando que a enzima produza majoritariamente B—CD, avaliar sua purificacao

por cristalizacdo, visando sua aplicagdo industrial.
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