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ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos
ciclicos constituidos de um ndmero varidvel de

RESUMO. As ciclodextrinas (CDs) sio oligossacarideos ciclicos formados por residuos de
glucopiranose unidos por ligagio a-1,4. As mais comuns sio o-, - ¢ y-CD contendo 6, 7 ¢
8 residuos de glucopiranose, respectivamente. Elas sio produzidas a partir do amido pela
agio da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). Freqiientemente, B-CD §é
produzida em maior quantidade. Um estudo da otimizag¢io da produgio da CGTase de
Bacillus firmus cepa n® 37 (B-CGTase) foi realizado. A produgio da enzima ocorreu durante a
fase de crescimento exponencial do microrganismo e a mixima atividade foi observada com
trés dias de cultivo a 37°C. O melhor rendimento na produgio da enzima foi obtido quando
da utilizacio de pré-inéculo com absorbincia entre 0,5 e 1,0 (660 nm). O uso do substrato
maltodextrina para producio da enzima proporcionou uma atividade enzimitica ao redor de
31% menor que o substrato amido soltivel. Portanto, o substrato maltodextrina nio é
adequado para melhorar a produgio da enzima estudada.

Palavras-chave: ciclodextrina glicosiltransferase, CGTase, ciclodextrinas.

ABSTRACT. Study of parameters that influence the production of the enzyme
CGTase from Bacillus firmus, strain no. 37. The cyclodextrins (CDs) are cyclic
oligosaccharides formed by residues of glucopyranose linked by a-1,4. The most common
are the a-, B- and y-CD that present 6, 7 and 8 units of glucopyranose, respectively. They
are produced from starch by the action of the enzyme cyclodextrin glycosyltransferase
(CGTase). Frequently, B-CD is produced in larger amount. A study of optimization of the
production of the CGTase from Bacillus firmus, strain no. 37 (B-CGTase) was performed.
The production of the enzyme occurred during the phase of exponential growth of the
microorganism and the maximum activity was observed within three days of cultivation at
37°C. The best production of the enzyme was obtained with inoculum of optical density
between 0.5 and 1.0 (660 nm). The use of the maltodextrin for production of the enzyme
provided an enzymatic activity at 31% lower than the substrate, soluble starch. Therefore,
the substrate maltodextrin is not appropriate to improve the production of the studied
enzyme.

Key words: cyclodextrin glycosyltransferase, CGTase, cyclodextrins.

s6lido, estas moléculas sio capazes

no seu interior. Em meio liquido ou eventualmente

unidades de glucose unidas por ligagdes a-1,4. As
CDs sio obtidas pela degradagio do amido com a
enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). As
CDs mais comuns apresentam seis, sete ou o0ito
unidades de glucose e sio denominadas a-CD, B-CD
ou y-CD, respectivamente. (Duchéne et al., 1984; Lee
e Kim, 1991). O anel formado pelas CDs é mais
hidrofilico externamente e relativamente hidrofébico

compostos de inclusio com numerosas substincias
orginicas e inorginicas, tais como: firmacos (icido
acetil salicilico, piroxicam, albendazol, etc.), corantes
(vermelho do congo, fenolftaleina, etc.), fons
metilicos, adogantes, aromas, 6leos, vitaminas, dentre
outros (Szejtli, 1988).

Na pritica, a inclusio pode aumentar a
estabilidade da molécula héspede. Esta estabilidade
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pode ser diante do calor, redugio da volatilidade,
maior resisténcia térmica, resisténcia a hidrdlise.
Uma maior estabilidade pode igualmente se
manifestar diante da oxidagio. Para substincias
relativamente insoltiveis em 4gua, a inclusio pode
melhorar sua solubilidade ou a sua cinética de
dissolugio (Duchéne e Vaution, 1986). Estas
propriedades fazem das CDs uma grande atragio
para um variado ntimero de aplicagdes industriais.
Elas sio usadas em alimentos, firmacos, cosméticos,
pesticidas, tecnologia quimica, quimica analitica, etc.
(Duchéne et al., 1984; Duchéne e Vaution, 1986;
Pszczola, 1988; Bekers et al., 1991; Matioli, 2000).

A produgio de CDs consiste em duas fases.
Primeiro, a enzima CGTase é produzida por um
microrganismo  (Bacillus ~ macerans,  Bacillus  sp
alcalofilico, etc.). O meio de cultivo contendo a
enzima ¢ filtrado para retirada das células microbianas.
Posteriormente, o meio € concentrado e a enzima
purificada. O amido parcialmente pré-hidrolizado ¢é
tratado com esta enzima produzindo uma mistura de
o-, B- e y-CDs, juntamente com uma sériec de
dextrinas lineares. Dependendo de qual CD € o
principal produto da reagio, a enzima é chamada de a-,
B- ou y-CGTase. Os produtos ciclicos e aciclicos,
provenientes da degradagio enzimitica do amido
devem ser separados. Diferentes processos sio
utilizados para este propdsito. A separagio da mistura
pode ser realizada pela adi¢io de um apropriado
solvente orginico, resultando na precipitacio dos
complexos cristalinos, enquanto as dextrinas aciclicas
permanecem livres no meio. Depois de uma filtracio,
os compostos cristalinos sio decompostos pela
remogio do solvente orginico incluso por destilagio
(Fromming e Szejtli, 1994).

A produgio de CGTase é, normalmente, realizada
em condigdes aerébias e, geralmente, em reator
batelada com agitagio. O tempo de cultura depende
da velocidade de crescimento do microrganismo. No
geral, o cultivo demora de dois a trés dias, a
tempertura de 30°C a 37°C para os mesofilos, e
superior a 50°C para os termofilos. A faixa de pH varia
de 6 a 10. A quantidade de CGTase presente no
filtrado do meio de cultivo varia de 5 mg/L a 430 mg/L
(Bender (1981) in Delbourg, 1991).

Atualmente sio conhecidos trés tipos de reagdes
catalisadas pela CGTase: ciclizagdo, acoplamento e
desproporcionamento. As CDs sio produzidas a
partir do processo conhecido como ciclizagio ou
transglicosila¢io intramolecular e neste processo o
substrato deve conter acima de seis unidades de
glucose, e ainda estar na sua forma helicoidal
(Bender, 1986). Se o substrato tiver peso molecular
inferior a seis unidades de glucose e superior 2
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maltose, a CGTase € capaz de sintetizar oligbmeros
de maior peso molecular até superior a seis unidades
de  glucose,  através  das  reagdes  de
desproporcionamento e, entio, produzir CDs
(Mikeli e Korpela, 1988). A reacio de acoplamento,
também  conhecida  como  transglicosilagio
intermolecular, consiste na abertura do anel da CD
com transferéncia dos  maltooligossacarideos
produzidos para moléculas receptoras. Esta reagio
ocorre na presenca de CDs e certos co-substratos,
existindo uma certa competi¢io entre esta reagio ¢
aquela de ciclizac¢io (Bender, 1985; Klein et al., 1992;
Nakamura ef al., 1994).

O estudo das CDs, sua producio e utilizagio
estio em forte ascensio mundial, uma vez que as
aplicagbes sio muitas e justificam seu grande
interesse. O avango tecnoldgico na produgio das
CDs tem alcancado redugdes significativas nos seus
custos. Todavia, virias das aplicagdes potenciais sé
poderio concretizar em larga escala, caso se consiga
reduzir ainda mais o seu custo de produgio (Bender,
1986; Matioli, 2000).

Apesar da utilizagio usual de CGTase que produz
normalmente uma mistura de CDs, a selegio de cepas
que produzam CGTases especificas com alta
seletividade para a, B ou y-CD, facilitaria muito o
processamento ¢ reduziria os custos de produgio. Este
¢ um dos caminhos para os quais a pesquisa da
CGTase ¢ selecio de cepas tém sugerido (Horikoshi,
1988).

Considerando o mercado potencial das CDs
enzimaticamente formadas, este trabalho teve por
objetivo aumentar a producio de CGTase produzida
pela cepa ndmero 37 de Bacillus firmus isolada de solo
brasileiro (Matioli et al., 1998). Estudou-se a fase de
crescimento microbiano em que a enzima ¢
produzida, o tempo de fermentacio ¢ a quantidade
de in6culo adequados para maximizar a produgio da
CGTase. Também foi analisada a influéncia dos
substratos amido solavel e maltodextrina na
produgio da enzima.

Material e métodos

Enzima. CGTase foi obtida de microrganismo
alcalofilico isolado de solo brasileiro (Bacillus firmus,
cepa n* 37). O microrganismo foi cultivado em 250
mL de meio liquido, pH 10, com a seguinte
composi¢io (% p/v): amido soltvel ou maltodextrina
(D.E. 10) 1,0; polipeptona 0,5; extrato de levedura 0,5;
K,PO, 0,1; MgSO,.7H,0 0,02; Na,CO; 1,0. O cultivo
foi realizado a 37°C durante seis dias, com agitagio de
150 rpm (Matioli, 1997; Matioli et al., 1998).
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Determinacao de proteinas. O teor de proteina do
meio de cultivo antes da centrifugacio, e do
sobrenadante, apds a centrifugagio (8800xg/10
minutos) do meio de cultivo e eliminagio das células
microbianas, foi determinado pelo método
colorimétrico de Bradford, o qual utiliza o corante
azul de comassie (Bradford, 1976).

Atividade da CGTase. Uma unidade de atividade
(U) corresponde a4 quantidade de CGTase que
produz um micromol de B-CD por minuto nas
condig¢des de reagio. Os ensaios de atividade foram
conduzidos em solu¢io de maltodextrina 1 % (p/v)
em tampio Tris-HCI 50 mM e CaCl, 5 mM, pH 8,0
e 50°C. Para as determina¢des de B-CD formadas
utilizou-se uma diluicio do meio de cultivo ou
sobrenadante de 1:5. Os tubos de dosagem contendo
0,5 mL de solugio de maltodextrina 1 % (p/v) foram
colocados em banho aquecido 3 temperatura de
50°C. 0,5 mL do meio de cultivo ou sobrenadante
convenientemente diluidos foi adicionado ao
substrato de cada tubo. Apds o tempo desejado de
reagio, os tubos foram levados a um banho de 100°C
por 5 min para Inativagio da enzima e entio
resfriado. Para cada tubo dosado foi preparado um
branco, o qual foi submetido a um banho de 100°C
por 5 minutos para a inativagio da enzima antes da
adic¢io do substrato maltodextrina, e entio resfriado
(Matioli et al., 1998). A B-CD produzida na reagio
foi determinada pelo método da extingio da cor da
fenolftalena a 550nm, que ocorre apds a
complexacio com a B-CD (Hamon e Moraes, 1990).

Estudo da curva de crescimento celular e producao da
enzima CGTase. Cultivou-se em placa por 48 h/37°C
a cepa n* 37 de Bacillus firmus contendo meio sélido
com a seguinte composi¢io (% p/v): amido soltvel
2,0; polipeptona 0,5; extrato de levedura 0,5; K,PO,
0,1, MgSO,.7H,O 0,02; Na,CO; 1,0, vermelho do
congo 0,01 e agar 1,5. Preparou-se um pré-inéculo
com absorbancia 1,0 e cultivou-se por mais 48 h/37°C
sob agitacdo. Apés este perfodo transferiu-se 50 mL
do pré-inéculo para 1 L de meio liquido (definido
anteriormente), o qual foi mantido sob agitacio por 6
dias/37°C. Aliquotas de 8 mL foram coletadas a cada 8
horas e mantidas sob refrigeragio para posterior
anilise. Terminado o cultivo, fez-se A determinacio da
atividade da  enzimitica de cada aliquota.
Posteriormente, centrifugou-se as aliquotas e, a partir
do sedimento lavado trés vezes com 4dgua destilada,
fez-se a leitura das células em espectrofotdmetro a 660
nm (Yim, 1996).
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Pesquisa da quantidade de inéculo adequado para
maximizar a producio da enzima. Realizado o
cultivo da cepa n® 37 de Bacillus firmus em meio
s6lido, foram  preparados  pré-inéculos de
absorbancia 0,5; 1,0, 15 e 1,75 em
espectrofotdbmetro a 660 nm. Apés 48 h/37°C de
cultivo, 50 mL dos pré-inéculos foram vertidos para
1 L de meio liquido e mantido sob agitacio durante
6 dias a 37°C. A cada intervalo de 24 horas, foram
coletadas aliquotas das quais foram feitas as
determinaces do teor de proteina do meio de
cultivo antes da centrifugagio, e do sobrenadante,
ap6s a eliminagdo das células microbianas, e também
da atividade enzimitica.

Influéncia dos substratos amido solavel e
maltodextrina D.E. 10 (dextrose equivalente) na
produgéo da enzima. Apés o crescimento da cepa n®
37 de Bacillus firmus em placa, preparou-se um
in6culo com absorbancia 1,0 e realizou-se o cultivo
por 48 h/37°C sob agitacio. Posteriormente, duas
aliquotas de 25 mL do pré-inéculo foram
adicionadas em dois meios liquidos de 500 mL cada,
um contendo amido soltivel como substrato e outro
contendo maltodextrina D.E. 10. Estes meios
permaneceram sob agitacio por 6 dias/37°C.
Terminado o cultivo, determinou-se a atividade
enzimitica e o teor de proteina do meio de cultivo.
Posteriormente, centrifugou-se 3 aliquotas de 5 mL
de cada meio para avaliagio do crescimento celular.

Resultados e discussao

Com a fermentagio a 37°C por 6 dias, verificou-
se que a enzima foi produzida na fase exponencial
do crescimento microbiano, atingindo a atividade
méxima apds 72 horas de fermentagio (0,186 pmol
de B-CD/min x mL), como pode ser observado nas
Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Absorbincia das células da cepa n® 37 de Bacillus firmus
cultivada durante seis dias a 37°C. Aliquotas coletadas a cada 8
horas



314

A Figura 3 apresenta os resultados da quantidade
de inéculo adequado para maximizar a producio da
CGTase de Bacillus firmus, cepa n® 37. Verificou-se
que o maior teor de proteina tanto no meio de
cultivo antes da centrifuga¢io, quanto no
sobrenadante apds centrifugag¢io, foi obtido quando
da andlise do pré-in6culo de absorbincia 0,5 e
também 1,0 (Figuras 3a e 3b, respectivamente). A
maior atividade enzimdtica foi observada para o
in6culo de absorbincia 1,0 até o tempo de 72 horas.
Apbs este periodo, a maior atividade enzimitica foi
obtida para o indculo de absorbancia 0,5 (Figura 3c).
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Figura 2. Atividade da enzima CGTase produzida pela cepa n® 37
de Bacillus firmus, durante seis dias a 37°C. Aliquotas coletadas a
cada 8 horas

No estudo feito para analisar a influéncia dos
substratos amido solivel ¢ maltodextrina D.E. 10 na
producio da enzima CGTase de Bacillus firmus cepa n®
37, verificou-se que nio ocorreu diferenga significativa
no crescimento celular (Figura 4a). Contudo, o teor de
proteina do meio de cultivo contendo o substrato
amido soltvel (0,2380 mg/mlL) foi maior do que o do
substrato maltodextrina D.E. 10 (0,2090 mg/mL),
como pode ser observado no Figura 4b. O mesmo
ocorreu com a atividade enzimdtica: para o substrato
amido soltvel, a atividade no meio de cultivo foi
0,2134 pmol de B-CD/min x mlL, enquanto para a
maltodextrina D.E. 10 a atividade no meio de cultivo
foi de 0,1460 pmol de B-CD/min x mL (Figura 4c).

Com os resultados obtidos, observou-se que a
producio da CGTase de Bacillus firmus, cepa n* 37,
ocorreu durante a fase de crescimento exponencial do
microrganismo e que a mixima atividade foi observada
com trés dias de cultivo a 37°C. Yim et al., (1997)
estudou a CGTase de uma linhagem de Bacillus firmus
n®* 324 e verificou que a enzima também foi produzida
na fase exponencial de crescimento, atingindo a
atividade maxima ap6s 24 horas de fermentagio. Nos
estudos realizados por Sabione e Park (1992),
verificou-se que a producio da CGTase de Bacillus
lentus n> 42 ocorreu na fase estaciondria do crescimento
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microbiano, apds 96 horas de fermentacio. Mikeli et
al. (1988) estudaram a produgio de CGTase durante o
crescimento do Bacillus circulans var. alkalophilus. A
liberagio da CGTase no meio de cultivo foi ativa desde
o inicio do crescimento microbiano, alcangando 65%
da sua produgio na transigio entre as fases log e
estaciondria da curva de crescimento. A produgio da
CGTase aumentou 20% na fase estaciondria e o
restante da CGTase foi liberada lentamente durante a
fase de morte microbiana, provavelmente devido 2
liberagio da CGTase intracelular.

0.4 T T T T T

Z 03

£

£

[=2

£

g

g 02

2

o @ Abs 0,5
3 O Abs 1,0
5 01 ThAbs 1,5
E A\ Abs 1,75

0 24 48 72 96 120 144
Tempo (horas)

a) Teor de proteina do meio de cultivo antes da centrifugagio para
eliminacio das células microbianas

0.15 T T T

0.12

0.09 | 3 —* 7y

——
e

@ Abs 0,5
& Abs 1,0
Y Abs 15
0.03 A Abs 1,75

Teor de Proteina (mg/mL)

0 24 48 72 96 120 144
Tempo (horas)

b) Teor de proteina do sobrenadante apés centrifugagio do meio
de cultivo e eliminacio das células microbianas

0.2 T T T T y
)
£
x
c 016
£
e .
& 012f
5]
Qo
E o
S 0.08 |- @ Abs 0,5
k] O Abs 1,0
£ Y1 Abs 1,5
g 004 A\ Abs 1,75
[+
8
2
2 o I . . . ]
0 24 48 72 96 120 144

Tempo (horas)
c) Atividade da enzima CGTase em fungio do tempo

Figura 3. Pesquisa da quantidade de inéculo adequado para
maximizar a produgio da enzima CGTase produzida pela cepa n
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37 de Bacillus firmus. Absorbancias analisadas: 0,5; 1,0; 1,5; 1,75.
Aliquotas coletadas a cada 24 horas

Observou-se que o melhor rendimento na
produgio da enzima foi obtido quando da utilizagio
de um pré-inéculo com absorbincia 1,0 até o tempo
de 72 horas, e para tempos maiores, o ideal é o
emprego de um pré-inéculo de absorbancia 0,5.
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c) Atividade da enzima CGTase em fungio do substrato

Figura 4. Influéncia dos substratos amido soltavel e maltodextrina
D.E. 10 na produgio da enzima CGTase de Bacillus firmus, cepa n®
37, ap6s seis dias de cultivo a 37°C em meio liquido contendo
substrato amido ou maltodextrina D.E. 10

Com relagio ao estudo feito com os substratos
amido soltvel e maltodextrina D.E. 10 para
melhorar a produgio da CGTase de Bacillus firmus,
verificou-se que a atividade enzimdtica obtida
quando do uso do substrato maltodextrina D.E. 10
no meio de cultivo foi 31,58% menor do que
quando do uso do substrato amido soldvel.
Portanto, o uso de maltodextrina D.E. 10 em
substituicio a0 amido solivel no meio de
fermentacio para melhorar a produgio da enzima
nio é adequada. Um estudo do efeito de diversas
fontes de carbono sobre a produgio da CGTase de
Bacillus  firmus foi realizado por Sabione e Park
(1992). Este estudo demonstrou que amilopectina,
maltodextrina ¢ amido soltvel foram os carboidratos
mais efetivos, nesta ordem. Portanto, os resultados
obtidos por estes autores sio diferentes dos obtidos
neste trabalho, uma vez que a produgio de CGTase
foi ao redor de 10% maior quando do uso de
maltodextrina (68 U/mL) do que quando do uso de
amido solavel (61 U/mL). Segundo estes autores,
uma unidade de atividade (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessdria para reduzir em
10% por minuto a cor azul do complexo iodo-
amido.
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