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RESUMO: Ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos, compostos de seis, sete ou oito unidades de
glucopiranoses respectivamente, unidas por ligagbes glicosidicas do tipo alfa-1,4, denominadas
respectivamente de a, B e y-CD e séo provenientes de amidos modificados. Possuem capacidade de formar
complexos de inclusdo com grande variedade de moléculas héspedes em solucdo. Este trabalho teve como
objetivo estudar a producdo da CGTase para formacdo de B e y-CD, realizou-se cultivo de Bacillus firmus
CEPA 37, em reator batelada com pulsos a 48h e 96h. O microrganismo foi semeado em placas de Petri e
mantido a 37°C em estufa incubadora por 72 horas, apds, a massa celular presente foi transferida
assepticamente para o pré-indculo, mantido a 150 rpm e 37°C por 48 horas,entdo uma aliquota deste foi
adicionada ao meio de cultivo, permanecendo no biorreator a 300 rpm e 37°C por 340 horas. Apds 48 e 96
horas de cultivo, aplicou-se pulso de solugdo de amido com concentracdo de 1% no meio. As Amostras
foram analisadas através de espectrofotometria para avaliacdo do processo fermentativo.

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus firmus;CEPA 37;Beta-Ciclomaltodextrina;Gama-Ciclomaltodextrina;Pulso.

1. INTRODUCAO

Ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos, compostos de seis, sete ou oito
unidades de glucopiranoses respectivamente, unidas por ligacfes glicosidicas do
tipo alfa-1, 4, denominadas respectivamente de a, B e y-CD e sdo provenientes de amidos
modificados. A degradacdo do amido em ciclodextrinas se da por meio de reacdes
reversiveis de transglicosilagdo intramolecular (ciclizacdo) que tem como catalisador a
CGTase. Na ciclizagdo, a enzima converte amido e a-1,4glicanos em ciclodextrinas, as
guais sdo amplamente utilizadas em alimentos, farmacos e outros produtos quimicos
(TONKOVA, 1998). A reacéao de transglicosilacdo da CGTase é operada pelo mecanismo
“PingPong”, fato verificado por NAKAMURA et al.(1994a). GAWANDE et al. (1998)
obtiveram atividade maxima de CGTase igual a 7,05 Ul.mL™, usando Bacillus firmus em
meio com amido de milho, extrato de levedura e pH inicial de 9,8. Com o objetivo de
aumentar a produgdo da CGTase para formacdo de yCD, realizou-se no presente
trabalho, cultivo de Bacillus firmus CEPA 37, em biorreator em processo de batelada com
pulsos a 48h e 96h. O microrganismo foi semeado em placas de Petri e mantido a 37°C
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em estufa incubadora por 72 horas, apds, a massa celular presente foi transferida
assepticamente para o pré-inoculo, foi mantido a 150 rpm e 37°C por 48 horas, uma
aliquota deste foi adicionada ao meio de cultivo, permanecendo no fermentador a 300
rpm e 37°C por 340 horas. Apos 48 e 96 horas de cultivo, aplicou-se pulso de solucdo de
amido com concentracdo de 1% no meio. As Amostras foram analisadas através de
espectrofotometria para avaliacdo do processo fermentativo.

2. MATERIAL E METODOS

Primeiramente o microrganismo, Bacillus firmus CEPA 37, foi semeado em placas
de Petri contendo meio semi-sélido, cuja composicao esta apresentada na Tabela 1. As
placas foram mantidas em estufa incubadora a 37°C por 72 horas, para o
desenvolvimento das células no estado vegetativo. Apos 72 horas, a massa celular
presente nas placas foi transferida assepticamente para o pré-inéculo, cuja composicéo é
semelhante ao meio semi-solido, exceto agar (Tabela 1). Adicionou-se a enzima alfa-
amilase ao pré-inéculo e também ao meio de cultivo, fazendo com que parte do amido de
milho reduzisse a acucar fermentescivel, disponivel ao microrganismo para seu consumo
imediato. O pré-inéculo foi colocado em agitador rotativo, onde permaneceu por 48 horas
a 37°C e sob agitacdo de 150 rpm. Na sequéncia uma aliquota do pré-inéculo foi
transferida para o fermentador ja com o meio de cultivo preparado e devidamente
esterilizado.

Tabela 1: Composicao do meio semi-sélido, pré-inéculo e meio de cultivo.

Componentes Semi-sélido Pré-Inéculo Meio de Cultivo
(Yoplv)

Amido 1,0 1,0 2,0

Peptona 0,5 0,5 1,0

Extrato de Levedura 0,5 0,5 2,0

MgSO, 0,02 0,02 0,02

KoHPO, 0,1 0,1 0,1

Na,COs3 1,0 1,0 1,0

Agar 1,5

O meio foi mantido a 37°C e 300 rpm com controle de pH acima de 8,5 em
biorreator BioFlo I, por 340 horas. Ap6s 48 e 96 horas de cultivo, um pulso de solucao de
amido estéril com concentracédo de 2,0 % foi aplicado ao meio. Amostras de 20 mL foram
retiradas a cada 8 horas, sendo centrifugadas. As fracdes liquidas foram analisadas e o
precipitado ressuspenso para analise de concentracdo celular, com leitura direta em
espectrofotdbmetro a 610nm, conforme descrita por Olivo (1985). Para anélise de aclUcares
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 sollveis, 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) e também pela complexacdo da gama-ciclodextrina com o
corante de verde de bromocresol conforme metodologia descrita por Kato & Horikoshi
(1984) e modificada por Hamon e Moraes (1990).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando os resultados, observa-se que o pH do meio de cultivo permaneceu
acima de 8,5 ao longo das 340 horas (figura 1), sendo assim o meio de cultura
apresentou boa capacidade de tamponamento e o metabolismo do microrganismo nao
gerou grandes quantidades de &cidos organicos. Quanto a concentracdo celular, observa-
se um ligeiro aumento apds os pulsos aplicados, fato que ja era esperado devido a
disponibilidade de acucares para o consumo, atingindo seu maximo de 8,24 g/L com 59
horas de cultivo, visivel na figura 2.
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Figura 1: Variacéo de pH vs. Tempo Figura 2: Variacdo de concentracdo celular vs.
tempo

A curva expressa na Figura 3 mostra o comportamento da concentragdo de
acucares redutores (AR), que representa o acucar diretamente disponivel para consumo e
em resposta aos pulsos aplicados com 48 e 96 horas pode ser notado um ligeiro aumento
da concentracdo de acucares redutores e agUcares redutores totais (figura 4).

As figuras 5 e 6 mostram as variacdes da atividade enzimatica e da atividade
especifica ao longo do cultivo, sendo a atividade especifica a razdo entre a atividade
enzimatica e a concentracao de proteinas soliveis no meio. A maxima atividade especifica
foi de 1,4 U/mL para leitura de gama-ciclomaltodextrina e 0,063 U/mL para a leitura de
beta-ciclomaltodextrina.
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4. CONCLUSAO

Os experimentos foram realizados em carater exploratério, buscando encontrar
melhores processos de fermentacdo para alcancar melhores concentracbes de gama-
ciclomaltodextrina e beta-ciclomaltodextrina. Contudo, conclui-se que houve maior
producdo de gama-CD. Além disso, pode-se observar que, o consumo de substrato ao
longo do tempo para o meio de cultura estudado, apresentou um consumo compativel
com o crescimento celular e um efeito positivo na sintese da enzima GCTase. Assim
necessita-se de mais estudos a fim de otimizar o processo de produgao da enzima
CGTase.
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