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EFEITO DA APLICACAO DE PULSO DE AMIDO NO CULTIVO DE
Bacillus firmus CEPA 37 PARA A PRODUCAO DA ENZIMA
CICLOMALTODEXTRINA-GLUCANO-TRANSFERASE (CGTASE)

Jéssica Bravin Carmello’, Gisella Maria Zanin?, José Eduardo Olivo®

RESUMO: Ciclomaltodextrina-glucano-transferase (CGTase) é uma enzima com peso molecular da ordem
de 74,5 kD e que apresenta uma seqléncia de aminodcidos que revela uma similaridade estrutural com a
enzima alfa-amilase, sendo por isso considerada uma enzima da familia das amilases. Essa enzima catalisa
a conversdo do amido, formando as ciclodextrinas por meio de reagdes de ciclizagdo. Exibe, ainda,
atividade em reagdes de acoplamento, desproporcionamento e de hidrélise do amido. Com o objetivo de
aumentar a producdo da CGTase, realizou-se um cultivo de Bacillus firmus CEPA 37. Nos ensaios
realizados em reator batelada foram testados trés meios contendo diferentes concentracoes de extrato de
levedura e amido. Inicialmente, o microrganismo foi semeado em placas de Petri € mantido a 37°C em
estufa incubadora por 72 horas. Em seguida, a massa celular presente nas placas foi transferida
assepticamente para o pré-indculo, que foi mantido a 150 rpm e 37°C por 48 horas. Entdo, uma aliquota do
pré-inéculo foi adicionada aos meios de cultivo, que permaneceram em agitador rotativo a 150 rpm e 37°C
por 72 horas. Apés 24 horas de cultivo, foi aplicado um pulso de solugdo de amido com concentragdo de 40
g/L nos trés meios. Amostras dos meios foram retiradas a cada 12 horas. As andlises utilizadas para
avaliacdo do processo fermentativo foram: espectrofotometria para a determinagéo da concentragéo celular,
método de Bradford para determinar o teor de proteinas sollUveis, método DNS para analise de agucares
redutores totais e 0 método descrito por HAMON & MORAES (1990) para anélise de atividade enzimatica.
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1 INTRODUCAO

A enzima ciclomaltodextrina-glucano-transferase (CGTase) € uma enzima
monomérica, com um peso molecular da ordem de 74,5 kD e que apresenta uma
seqliéncia de aminoéacidos que revela uma similaridade estrutural com a enzima alfa-
amilase, sendo por isso considerada uma enzima da familia das amilases. Essa enzima
catalisa a conversdao do amido, formando as ciclodextrinas por meio de reagdes
reversiveis de transglicosilacdo intramolecular (ciclizacdo). Exibe, ainda, atividade em
reacdes de acoplamento e desproporcionamento e em reacdes de hidrolise do amido. As
ciclodextrinas tém sido amplamente aplicadas industrialmente devido a capacidade de
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formarem complexos com algumas substancias que passam a apresentar propriedades
mais interessantes em relacdo a molécula de origem (Matioli, 2000).

Em estudos feitos anteriormente, alguns mecanismos foram aplicados com o intuito
de aumentar a producao da enzima CGTase. Em seu trabalho, MARQUES (2004) testou
diversas concentragdes e fornecedores dos componentes basicos do meio de cultivo do
bacilo para a producdo de CGTase, a saber: amido solluvel, extrato de levedura,
polipeptona, carbonato de so6dio. Além disso, MARQUES (2004) estudou o efeito de
fontes de ions, como cobalto e zinco, em meio de cultivo de Bacillus firmus CEPA 37 para
a producao de CGTase. A maior atividade enzimatica obtida por MARQUES (2004) foi de
0,84 U/mL com meio contendo 2,5% p/v de amido de milho.

Com o objetivo de aumentar a producdo da enzima CGTase, trés ensaios de
cultivo descontinuo de Bacillus firmus CEPA 37 foram realizados em sistema agitado
(shaker), sendo que, com 24 horas de cultivo, um pulso de amido foi aplicado nos trés
meios.

2 MATERIAL E METODOS

A primeira etapa dos ensaios consistiu em semear o microrganismo, Bacillus firmus
CEPA 37, em placas de Petri contendo meio semi-sélido, cuja composicdo esta
apresentada na Tabela 1. As placas foram mantidas em estufa incubadora a 37°C por 72
horas, a fim de iniciar a multiplicacdo das células no estado vegetativo. Apés 72 horas, a
massa celular presente nas placas foi transferida assepticamente para o pré-inéculo, cuja
composicao é semelhante ao meio semi-sélido, exceto agar (Tabela 1). Ao pré-in6culo foi
adicionada a enzima alfa-amilase. Assim, parte do amido de milho foi reduzida a agucar
fermentescivel, disponivel ao microrganismo para seu consumo imediato. O pré-indculo
foi colocado em agitador rotativo, onde permaneceu por 48 horas a 37°C e sob agitacao
de 150 rpm.

Tabela 1: Composi¢cao do meio semi-sélido e do pré-inéculo.
Componentes (% p/v) Semi-Sdlido  Pré-indculo

MgSO,4.7H.0O 0,02 0,02
KoHPO4 0,1 0,1
Polipeptona 0,5 0,5
Extrato de Levedura 0,5 0,5
Amido de Milho 1,0 1,0
NagCO3 1,0 1,0
Agar 1,0 -

Em seguida, uma aliquota do pré-inéculo foi transferida para os trés meios de
cultivo, cujas identificacées e descricdo das composicdes estdo expressas nas Tabelas 2
e 3, respectivamente.

Tabela 2: Identificacdo dos Meios de Cultivo

Ensaio Identificacdo do Meio
5-pi2 Meio Pl#2
5-ac2 Meio AC#2
5-ic3 Meio IC#3
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Tabela 3: Composi¢cao dos meios de cultivo
Componentes (% p/v)  Meio Pl#2  Meio AC#2 Meio IC#3

MgS0O,4.7H.0 0,02 0,02 0,02
KoHPO4 0,1 0,1 0,1
Polipeptona 0,5 0,5 0,5
Extrato de Levedura 0,5 2,0 4,0
Amido de Milho 1,0 2,0 4,0
N32C03 1,0 2,0 4,0

Os meios foram mantidos a 37°C e 150 rpm em agitador rotativo por 72 horas.
Apbs 24 horas de cultivo, um pulso de uma solucado de amido estéril com concentragao de
40 g/L foi aplicado nos meios. Amostras de 20 mL foram retiradas a cada 12 horas. Apo6s
a centrifugacado das amostras, as fragées liquidas foram armazenadas sob refrigeracéo
para analises posteriores. O precipitado foi ressuspenso para analise de concentracao
celular, com leitura direta em espectrofotdmetro a 610nm, conforme descrita por Olivo
(1985). Para analise de acgUcares redutores totais, as amostras foram submetidas a um
processo prévio de hidrélise acida (Falcone & Marques, 1965), com posterior
neutralizacdo e reacdo com DNS (acido 2,5-dinitrosalicilico), procedendo-se a leitura
espectrofotométrica a 600 nm. Para a medida do teor de proteinas soluveis, utilizou-se o
método colorimétrico de Bradford (1976). A atividade enzimatica foi determinada pelo
método das velocidades iniciais envolvendo a complexacdo da beta-ciclodextrina
produzida pela enzima CGTase com a fenolftaleina (Hamon & Moraes, 1990).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os resultados, observa-se que o pH dos meios de cultivo
permaneceram acima de 8,0 ao longo das 72 horas (figura 1). Isso ocorreu, pois a
porcentagem de carbonato de sodio, utilizado como tampao do meio, foi adicionado
proporcionalmente a concentragcao de amido de milho inicial. Dessa forma, o controle de
pH mostrou-se eficaz. No entanto, a quantidade de acucares redutores totais foi
razoavelmente alta apds 72 horas nos meios AC#2 e IC#3. Nota-se pelos perfis plotados
na figura 2 que, apenas no meio Pl#2 o consumo de acucar foi quase total. Esse
comportamento pode estar relacionado com o pH. Nos meios cujo pH se manteve acima
de 9,0 ao longo do cultivo, 0 consumo de agucar foi inibido de alguma forma; ja no meio
em que o pH se manteve na faixa de 8,0-8,5, a quantidade de acucares foi reduzindo
gradativamente, chegando ao consumo quase que total. A resposta ao pulso aplicado
com 24 horas pode ser notada nos meios AC#2 e IC#3 devido ao ligeiro aumento da
concentracao de agucares redutores em 38 horas; no meio PI#2 ndo se observa o mesmo
perfil, possivelmente porque o agucar injetado pelo pulso tenha sido imediatamente
consumido.

Quanto a concentracao celular, observa-se que o Meio PI#2, que continha a menor
porcentagem de extrato de levedura e de amido de milho, apresentou a maior
concentracao de células, chegando a quase 3,0 g/L com 48 horas de cultivo (figura 3).
Isso pode ser explicado pelo consumo mais efetivo de acgucar no meio Pl#2. O
comportamento das curvas de crescimento microbiano, bem como das curvas de
acucares redutores totais, leva a crer que se o periodo de cultivo fosse prolongado, talvez
o crescimento de células atingisse valores parecidos com os obtidos no meio Pl#2. A
resposta ao pulso de amido também foi mais evidente no meio Pl#2, resultando em um
delta de consumo de aproximadamente 1,5 g/L de 24 para 38 horas (0,1g/L.h).
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Figura 1: Variacdo de pH vs. tempo

Figura 2: Variagdo de ART vs. tempo

A atividade enzimatica mostrou valores mais significativos para o meio PI#2, como
pode ser observado na figura 4. O valor maximo obtido foi de 0,122 U/mL com 38 horas
de cultivo, ou seja, apds o pulso de amido. Até 72 horas, os valores de atividade
enzimatica para o Meio PI#2 se mantiveram entre 0,100 e 0,125 U/mL. O mesmo
comportamento pode ser observado para os outros dois meios. Embora com valor muito
baixo, apds o pulso, a atividade enzimatica nos meios AC#2 e IC#3 se manteve constante
ou crescente até o final do cultivo.
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Figura 3: Variacdo de concentracao celular vs. tempo Figura 4: Variacao de atividade enzimatica vs. tempo

Na figura 5, observa-se que o meio Pl#2 mantém perfil de concentracdo de
proteinas solUveis crescente apds o pulso de amido com 24 horas. O mesmo nao ocorre
com os outros dois meios; 0 meio AC#2 mostra perfil decrescente apds o pulso € 0 meio
IC#3 apresenta diminuicdo da concentracao de proteinas até 38 horas quando esta volta
a aumentar, chegando a se aproximar do valor inicial de 0,22 g/L.
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A figura 6 mostra a variacdo da atividade especifica ao longo do cultivo, sendo a
atividade especifica a razdo entre a atividade enzimatica e a concentragdo de proteinas
soluveis no meio. A maxima atividade especifica foi de 1,05 U/mL no meio Pl#2.
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Figura 5: Variacao de proteinas sollveis vs. tempo  Figura 6: Variagdo de atividade especifica vs. tempo
4 CONCLUSAO

Do estudo realizado pode-se concluir que o pulso de amido aplicado com 24 horas
de cultivo resultou em efeito positivo para concentracao celular e atividade enzimatica no
meio cujo pH foi mantido na faixa de 8,0-8,5. Conclui-se também que, o controle de pH
acima de 9,0 afetou negativamente o consumo de aglcar e, conseqlientemente, o
crescimento celular e a atividade enzimatica.
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