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RESUMO: microorganismos em sua grande variedade desempenham fungbes como componentes
fundamentais de cadeias alimentares, ciclos biogeoquimicos, assim ajudam as plantas no seu crescimento,
adaptacao e desenvolvimento. As bactérias isoladas identificadas como Klebsiella oxytoca, foram
submetidas a ensaios visando quantificar a producao de &cido indolacético (AIA) em meio de cultura NFb-
malato suplementado com triptofano. No Brasil, ha um forte incentivo para a produgdo de CDs a baixo
custo, devido a grande disponibilidade e facilidade de obtencdo do substrato amido, sendo que o seu
emprego na producdo das CDs agregara valor a esta matéria-prima. Os extratos dos sobrenadantes das
culturas, incubados por diversos periodos de tempo, foram submetidos a andlise espectrofotométrica para
quantificacdo do AlA. As cepas de Klebsiella oxytoca produziram AIA e B-CD em maior porcentagem
quando imobilizadas com matrizes produzidas no processo sol-gel.

PALAVRAS-CHAVE: Klebsiella oxytoca, processo sol-gel, AlA, B-ciclodextrinas.

1 INTRODUGAO

O processo sol-gel oferece uma versatilidade na formacdo dos compostos,
principalmente por possibilitar a sintese de sistemas multicomponentes em que a
estequiometria, tamanho de particulas, poros, microestrutura e homogeneidade podem
ser muito bem controladas. Dentre os compostos de constituicao simples, utilizados para
a preparagao de novos materiais via processo sol-gel, destacam-se os alcéxidos, sendo
mais particularmente conhecidos os dos elementos silicio, aluminio, zirconio e titanio,
largamente empregados (AIROLD, FARIAS, 2004; DUTOIT et al., 1997).

Nos ultimos anos, éxidos binarios do tipo SiOo/MxQy, TiOo/MxQy preparados pelo
processo sol-gel também tém sido utilizados com o propésito de obter materiais com
caracteristicas diversas. Gel ou xerogel preparados por esse método sao considerados
novos materiais com utilizacdo em diversos fins, por apresentarem alta area superficial e
oferecerem a possibilidade de reagir com &acidos de Br¢nsted, resultando num &cido
imobilizado altamente disperso (GONCALVES et al., 1999).
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A imobilizacdo de enzimas e células microbianas é um setor com ampla aplicacdo
industrial devido a maior facilidade de armazenamento e vida util do biocatalisador. As
reacdes realizadas com enzimas e microrganismos suportados apresentam vantagens
sobre as condi¢des tradicionais (ndo suportadas), pois sdo mais facilmente processadas,
permitem processos continuos e diminuem o nimero de operagdes unitarias necessarias
nas industrias (QUINTANA et al., 1999).

Atualmente métodos usuais de imobilizacdo sdo baseados em quatro técnicas
alternativas: encapsulamento em matriz polimétrica, adsorcdo em superficie, ligacao
covalente em suportes sélidos insoluveis em agua e ligagdo quimica cruzada com
reagentes bifuncionais. Devido ao alto grau de variabilidade individual inerente aos
sistemas biol6gicos ndo existe um método genérico e ideal para todo o universo dos
microrganismos e reacoes de interesse (BIECKERSTAFF, 1997).

Os microrganismos apresentam uma grande diversidade genética e desempenham
fungbes como componentes fundamentais de cadeias alimentares e ciclos
biogeoquimicos assim ajudam as plantas no seu crescimento, adaptacdao e
desenvolvimento. Muitos destes microrganismos sdo encontrados no espaco densamente
enraizado do solo (rizosfera) e se aproveitam das excrecdes radiculares da planta que Ihe
serve como fonte de nutrientes, e estes, em adversidade e atividade microbiana do solo
constituem fatores importantes na sustentabilidade dos ecossistemas. Apesar de sua
grande importancia na manutencdo da biosfera, estima-se que menos de 2% dos
microrganismos existentes no planeta tenham sido caracterizados e descritos, e isto ndo é
feito apenas em bases morfolégicas, mas também com métodos genéticos, bioquimicos e
fisiol6gicos (PRIMAVESI, 1982; NOBREGA, et al., 2004; GONCALVES, 2002).

Sabe-se que o género Klebsiella e outros grupos de bactérias RPCP produzem e
liberam um largo espectro de substancias reguladoras de crescimento de plantas, como
auxinas, diversas giberelinas e citocininas. Entre as auxinas, o acido indolacético (AlA) é
0 mais comum, as quais sdo conhecidas por estimular uma resposta rapida levando ao
aumento do enlongamento celular e outra de longa duracédo estimulando a divisdo e
diferenciacao celular nas plantas (EL-KHAWAS et al.,, 1999; BEYELER et al., 1997;
TEIXEIRA et al., 2007).

As ciclodextrinas (CDs) sdo maltooligossacarideos ciclicos constituidos por um
namero variavel de unidades de glicose, unidos por ligacdo a-1,4. As mais comuns sao
constituidas por 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente o-CD, B-CD e y-CD. As
vantagens em potencial do uso e da disponibilidade das CDs vém tendo papel decisivo no
crescente interesse pelas mesmas. Elas sdo usadas em alimentos, farmacos, cosméticos,
industria téxtil, industria de papel, tecnologia quimica, quimica analitica, entre outros
processos (MATIOLI, 2000).

As CDs sao produzidas, usualmente, a partir do amido pela reacao de ciclizacao
das cadeias lineares de glucopiranose pela enzima ciclodextrina flicosiltransferase
(CGTase). No Brasil, ha um forte incentivo para a produgéo de CDs a baixo custo, devido
a grande disponibilidade e facilidade de obtengdo do substrato amido, sendo que o seu
emprego na producao das CDs agregara valor a esta matéria-prima (MATIOLI, 2000).

Os sistemas com células imobilizadas tém sido amplamente revisado e aplicados
em diversos processos biotecnoloégicos. Sua aplicacdo oferece vantagens, tais como a
habilidade em separar a massa celular no final do processo para posterior reutilizacéo,
facilitando as operagbes descontinuas. Também melhoram as caracteristicas dos
processos continuos, quando da necessidade de operacado por um periodo prolongado,
aumentando a produtividade do reator (ABDEL-NABY et al., 2000).

2 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Crescimento da Klebsiella oxytoca

VIEPCC
CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Maringa — Parana - Brasil



A inoculacdo da Klebsiella oxytoca em estudo sera realizada pela transferéncia de
um inoculo com alca de platina para o meio liquido NFb malato livre de nitrogénio mineral
e mantido em agitador rotatério (120 rpm) a 28° C por 168 horas. As células bacterianas
serdo centrifugadas (5000 rpm) e lavadas duas vezes com 25 mL de solugdo tampao
(NaHPO4.7 H20 / KH2PO4, 0,1 mol L™ pH 7) estéril.

2.1.2 Preaparacao do meio NFb malato

Para a preparacao de 1000 mL do meio NFb malato serd utilizado: 5,0g de acido
malico; 0,5g de KoHPOy; 0,2g de MgS04.7H.0; 0,1g de NaCL; 0,02g de CaCl,.2H>0; 2mL
de solugdo micronutriente; 2mL de azul de bromotimol 0,2%; 4mL de solu¢cdo FeEDTA;
1mL de solucédo de vitaminas e 4,5g de KOH. Ajustar o pH para 6,5-6,8 com NaOH e
completar o volume para 1000mL com agua destilada.

Para a producdo da solugdo de micronutrientes 1000mL utilizar: 0,04g de
CuS04.5H,0; 1,209 de ZnS0O4.7H,0; 1,409 de H3BOg3; 1,09 de NapM004.2H,0; 1,759 de
MnSQO4.H>O. Completar o volume para 1000mL de agua destilada.

Preparacao de solugao de vitaminas (1000mL) utilizar: 10mg de biotina (B1); 20mg
de piridoxol-HCI. Dissolver em banho-maria e completar o volume para 1000mL com H.O
destilada.

2.1.4 Imobilizacao dos microrganismos nas matrizes inorganicas

A imobilizagdo das bactérias serdo realizadas em enlenmeyer (250 mL) contendo
agua destilada estéril (50 mL), células integras do microrganismo previamente lavadas
(ca. 1,29, peso umido) e as matrizes inorganicas (0,6g) esterilizada. A suspensao
resultante sera agitada a 120 rpm, mantendo-se a temperatura em 28°C. Ap6s 12 horas o
sélido sera filtrado.

Uma parte do material imobilizado serd estocada em recipientes estéreis sob
refrigeracdo para testar sua estabilidade e verificar a manutengdo da sua atividade
biocatalitica apés periodos de estocagem (MARSAIOLI et al, 2001).

2.1.5 Preparo das amostras para microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Ap6s a adsorgdo das bactérias nas matrizes inorganicas, os materiais serao
colocados em presenca de uma solugdo tampao (NaHPO4.7 H.O / KHoPO4, 0,1 mol L™ pH
7) contendo 2,5% de glutaraldeido por 24 horas. Apds este periodo as solucdes
sobrenadantes serdo descartadas e os materiais lavados trés vezes com solucdes
etandlicas de 30%, 50%, 70%, 90% e 100% consecutivamente. O mesmo procedimento
sera realizado com as células bacterianas nao imobilizadas.

O material permanecera em etanol absoluto até a realizacdo do ponto critico,
utilizando CO;, liquido a alta pressao.

2.1.6 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras para micrografia serdo colocadas sobre a superficie de uma fita dupla
face aderida ao porta-amostra de aluminio. Para as micrografias das matrizes
inorganicas, das células bacterianas livres e imobilizadas sera depositada uma camada
fina de ouro, através de um metalizador Shimadzu.

As micrografias serdo obtidas em um microscopio eletrénico de varredura
“Shimadzu”. A tensao de aceleracao utilizada para as amostras biologicas sera de 15 KeV
e para a matriz inorganica de 20 KeV.
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2.1.7 Quantificacao do acido indolacético em Klebsiella oxytoca
imobilizada nas matrizes inorganicas

Amostras isoladas e imobilizadas de Klebsiella oxytoca serdo cultivadas em meio
liguido NFb malato livre de nitrogénio mineral, ao qual foi adicionado o triptofano
(100pg.mL™"), os isolados serdo cultivados a 28°C com agitagdo por um periodo de tempo
variando de 24 a 168 horas. Ap6s cada um destes periodos os meios de cultura serdo
centrifugados, a seguir a 1 mL dos sobrenadantes serao adicionados 2 mL do reativo de
Salkowski e depois de 25 minutos sera realizado a leitura em um espectrofotometro
Varian a 530 nm. O AIA sera utilizado como padrdao na concentragdo de 10 -
100100pg.mL™".

Os sobrenadantes das culturas em diferentes tempos de incubacdo serao
alcalinizados a pH 6,8 e extraido com acetato de etila. A fragdo aquosa resultante sera
acidificada a pH 2,8 e extraida com acetato de etila. As fragdes organicas acida e basica
serdo analisadas separadamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia (EL-KAWA,
1999).

2.1.8 Determinacao de B-CD

A concentracdo de B-CD é medida pela descoloragcdo de uma solugcdo de
fenolfataleina a 550 nm, a qual ocorre depois da complexagédo com B-CD.

De acordo com a Teoria da Complexacdo (HAMON & MORAES, 1990), que leva
em consideracdo a constante de equilibrio (Kg.cp), a concentracdo da solucdo de
fenolftaleina (a = 0,00005 M), a absorbancia das amostras (ABS) e de uma solucao isenta
de B-CD (ABS,), a equacgéao para calcular a concentracao de B-CD é a que segue:

Cg.co = 6000 x a (1 — ABS / ABS,) x [1 + ABS, / (Kg.co X @ X ABS)]

A curva padrao deve ser preparada com uma solugdo de B-CD 1 mM e a leitura,
em espectrofotdmetro a 550 nm, utilizando como branco agua destilada. A dosagem é
feita com 0,5 mL da amostra e 2,5 mL da solucéo trabalho de fenolftaleina. A solucéao
trabalho € preparada pela adicdo de 2,0 mL de uma solucéo estoque de fenolftaleina 3
mM, 20 mL de uma solucdo de tampao carbonato 0,6 M e pH 10,5 e completando-se o
volume para 100 mL com agua destilada em baldo volumétrico.

A curva padrao deve ser construida com no minimo 20 pontos e a constante de
equilibrio (Kg.cp) deve ser estimada, utilizando os dados de absorbancia em fungéo da
concentragao, pelo programa Statistica®.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras isoladas e imobilizadas de Klebsiella oxytoca foram cultivadas em meio
liquido NFb malato livre de nitrogénio mineral, ao qual foi adicionado o triptofano (100
ng.mL™"), os isolados foram cultivadas a 28 °C com agitagdo por um periodo de tempo
variando de 24 as 168 h. Apds cada um destes periodos os meios de cultura foram
centrifugados, a seguir a 1 mL dos sobrenadantes foram adicionados 2 mL do reativo de
Salkowski e depois de 25 min realizou-se a leitura em um espectrofotometro a 530nm. O
AlA foi utilizado como padrédo (10 -100 ug.mL™).

Tabela 1. Variacdo da concentracdo de AIA em fungao do tempo.
[AIA] ug.mL"  [AIA] pg.mL" por

Horas por Células Células
livres Imobilizadas
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24 50,2 7,1

48 51,5 32,7
72 43,8 40,8
168 55,6 92,1

Os resultados observados na Tabela 1 demonstram que as células livres
apresentam uma taxa de conversao de triptofano em AIA ~ 50 % no periodo de 24 a
168 h, enquanto que as células imobilizadas apresentam um aumento crescente na
taxa de conversao atingindo ~ 92 % no mesmo periodo.

A diferenca apresentada na conversao deve-se ao fato de que as células
imobilizadas ndo estao se multiplicando, convertendo assim quase todo triptofano em AlA,
enquanto que as células livres utilizam parte deste aminoacido para seu crescimento.

Figura 1. Micrografia da bactéria Klebsiella oxytoca imobilizada na matriz SiO,/MnO

A figura 2 mostram que as micrografias observadas que tiveram uma boa adsorcao
da bactéria foram as matrizes SiO,/TiO2 e SiO/MnO,. Uma adsorgdo satisfatéria na
matriz VoOs/TiO2 e uma adsorcao parcial nas matrizes V.0s/SiO- e celulose/TiO..

Na imobilizacdo com SiO,/TiO, observou-se um aumento de 20% na producao de
B-CD quando se passou de 1.2 para 3.0 g de biomassa. Ja quando imobilizadas com
SiO./MnO, teve uma producdo de 25% maior de B-CD quando se utiliza 1.8g de
biomassa.
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Figura 2: Célula livre (A), SiO»/TiO, (B), V,0s/TiO, (C), V»05/SiO. (D), celulose/TiO, (E).
4 CONCLUSAO

1. A Klebsiella oxytoca apresentou uma capacidade de fixagdo de nitrogénio muito
similar a aos apresentados em outros trabalhados desenvolvidos com espécies
deste género.
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