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RESUMO

Quinhentos e sessenta linhagens de microrganismos foram isoladas de
amostras de solo brasileiro em meio alcalofilico. QOito linhagens apresentaram alta
atividade enzimatica de CGTase. Dentre estas , uma linhagem identificada como
Bacillus  firmus n° 324 apresentou alta produtividade de ciclodextrina
glicosiltransferase (E.C. 2.4.1.19).

A produgdo 6tima da enzima CGTase de Bacillus firmus n° 324 foi obtida
em meio de cultura composto de 1 % de amido solivel, 5 % de é4gua de
maceracdo de mitho (AMM), 0,1 de % K;HPO,, 0,02 % de MgSO4 e 1% de
CaCO;, a 40 °C apds 16 horas de fermentagdo. A CGTase foi purificada até
homogeneidade através de ultrafiltragio em membrana de 30.000 daltons,
cromatografia em colunas de DEAE-Sephadex e DEAE-Sepharose CL-6B. A
CGTase de Bacillus firmus n° 324 apresenta atividade otima de formagdo de
ciclodextring a 65 °C na faixa de pH 7,5-8,5. A enzima mostrou-se estavel na
faixa de pH 6,0-9,5 e a 55 °C. Na presenga de CaCl, 1 mM a enzima permaneceu

estavel apOs 30 minutos de tratamento a 70 °C.

A atividade enzimatica ndo foi afetada por MgSQ, e KCl porém foi
fortemente inibida por HegCl, e ZnSO, na concentragdo 1 mM de sal em relagdo
ao volume final da mistura de reagfio. Os reagentes EDTA,
p-hidréximercuribenzoato, f-mercaptoetanol e N-bromosuccinimida nio inibiram
a atividade de CGTase na concentragio de 5 mM em relagdo ao volume final da

mistura de reagdo.
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O peso molecular da enzima foi estimado em 75.000 daltons através SDS-
PAGE electroforese.

A CGTase produziu a, B e y-ciclodextrinas a partir de amido na proporgdo
de 1:11:5 respectivamente. O rendimento de o, B ¢ y- ciclodextrina a partir de 5
%, de amido sokivel foi 50 %. O rendimento de B e y-ciclodextrina a partir de 5 %

de amido solivel foi de 32 ¢ 15 %, respectivamente.

Maltosil (0-1,6) o, B ¢ y-ciclodextrina foram sintetizadas a partir de
maltose € o, B e y-ciclodextrinas, respectivamente, utilizando-se pululanase de
Klebsiella sp (E.C. 3.2.1.41). Verificou-se que a pululanase de Klebsiella sp.
produziu 50,4 % de maltosil (a-1,6) a-ciclodextrina, 35 % de maltosil {o-1,0) B-
ciclodextrina e 55.4 % de maltosil (a-1,6) y-ciclodextrina, apos 24 horas de

reagio.

O pH e temperatura Otima para a formagdo de maltosil (o-1,6) B-
ciclodextrina foram 5 € 50 °C, respectivamente. Observou-se que a concentrago
total de substrato de 70 % e a proporgdo molar de 18,8 : 1 de maltose : B-
ciclodextrina foram as condigdes mais adequadas para a formagio de maltosi (o~

1,6) B-ciclodextrina.



ABSTRACT

Five hundred and sixty strains of microorganisms were isolated from soil of
Brazil using alkalophilic culture medium. Eight strains of bacteria produced high
activity of cyclodextrin glycosyltransferase (E.C. 2.4.1.19). One of these was
classified as Bacillus firmus n° 324, and it demonstrated the highest CGTase.

activity.

Highest yield of the enzyme of Bacillus firmus n° 324 was obtained by
using the following medium 1 % soluble starch, 5 % corn steep liquor(w/v), 0,1

% K,HPO,, 0,02 % MgS0,. TH0 and 1 % Na,CO; at 40° C for 16 hours

incubation.

The enzyme was purified to electrophoretical homogenity by ultrafiltration
membrane, DEAFE-Sephadex and DEAE-Sepharose CL-6B. The CGTase of
Bacillus firmus n° 324 showed optimum activity for formation of cyclodextrins at
65 °C and range at pH 7,5-8,5. The enzyme was stable in the range of pH 6,0-9,5
and at temperature 55 °C, and at 70 °C in the presence of CaCl, (1 mM) after 30

min treatment.

The enzyme activity was not affected by MgSO4 and KCl but it was
strongly inhibited by HgCl, and ZnS0;4 in the final reaction concentration in 1
mM. A concentration of 5 mM of the EDTA, p-hydroxymercuribenzoate, B-
mercaptoethanol and N-bromosuccinimide in the final reaction volume not

inhibited the CGTase activity.



The molecular weight of the purified enzyme was estimated to be 75.000
daltons by sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis.

This enzyme produced o, B and y-cyclodextrin in the ratio 1:11:5
respectively. The yield of a- B and y-cyclodextrin using 5 % starch solution(w/v)
was 50 %. The vield of p and y-cyclodextrin were 32 and 15 % respectively.

Maltosyl (0-1,6) o B and y-cyclodextrin was synthesized from maltose
and o, B and y-cyclodextrin, respectively, using Klebsiella sp. pullulanase.(EC
3.2.1.41). It was found that Klebsiella sp. pullulanase produced 50,4 % maltosyl
(0-1,6) o~cyclodextrin, 35,0 % maltosyl (-1,6) B-cyclodextrin and 554 %
maltosyl (o-1,6) y-cyclodextrin per ml of reaction mixture during 24 hours

reaction.

The optimum pH and temperature for formation of maltosyl (a-1,6) B-
cyclodextrin were 5 and 50 °C respectively. It was observed that the total
substrate concentration of 70 %(w/v) and maltose: B-cyclodextrin molar ratio of
18,81 are the most suitable conditions for the formation of maltosyl (e-1,6) B-

cyclodextrin,
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1- INTRODUCAOQO

As ciclodextrinas, que constituem um grupo de oligossacarideos ciclicos,
ndo redutores, formadas por unidades de glicose unidas entre si por ligacio
glicosidica do tipo a-1,4, sdo obtidas a partir de amido através da enzima
ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase).

As ciclodextrinas sdo formadas por 6, 7 ¢ 8 umdades de glicose
denominadas de o, B, e y- ciclodextrinas, respectivamente.

Estes compostos tém sido de grande interesse devido ao fato de
produzirem inclusdes moleculares alterando as caracteristicas fisico-quimicas das
moléculas encapsuladas. Esta habilidade oferece intmeras aplicagdes nas
indistrias farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos.

Esta caracteristica notdvel das ciclodextrinas de encapsular diversos
compostos formando complexos de inclusdio foi descrita por HORIKOSHI
(1979).

As ciclodextrinas sdo utilizadas para estabilizar emulsSes, espumas,
materiais que sio sensiveis & luz, ao oxigénio ¢ calor, bem como para encapsular
aromas, controlar a volatilidade de compostos voldteis, modificar a cor, o sabor e
também aumentar a solubilidade de firmacos em agua.

A adicio de B-ciclodextrinas reduz senmsivelmente o sabor amargo
conferido pelas naringinas e limoninas em sucos citricos (KONNO et alii, 1981).
As B-ciclodextrinas eliminam o sabor amargo de hidrolisado proteico de caseina
(SZEJTLIL,1982).

As primeiras pesquisas relatadas para formagdo de ciclodextrina a partir do
amido foram feitas utilizando CGTase de Bacillus macerans (TINDEN &
HUDSON, 1939).



Atualmente, as ciclodextrinas sdo obtidas a partir do amido de nutho oun de
batata, utilizando-se a CGTase obtida de vénias espécies de Bacillus, em especial
B. circulans E192 (BOVETTO et alu, 1992), B stearothermophilus
(KITAHATA & OKADA 1974), B. megaterium (KITAHATA & OKADA 1982)
e Bacillus sp alcalofilico (NAKAMURA & HORIKOSHI 1976a).

A principal dificuldade na utilizagfo industrial das ciclodextrinas, em
especial a P-ciclodextrina ¢ devido a sua baixa solubihdade em agua. A
solubilidade da B-ciclodextrina é de 1,85g/100m! de 4gua a 25°C comparada a o
e v -ciclodextrina que apresentam 14,5g/100ml e 23,2g/100mi a 25°C,
respectivamente. Este problema tem sido contornado através da reaglo de
condensagdo das ciclodextrinas com maltose ou malto-oligossacarideos
originando as ciclodextrinas ramificadas.

A sintese de ciclodextrinas ramificadas, em especial a maltosil (o 1-6) B-
ciclodextrina resulta em aumento da solubilidade em agua de 151,6g/100ml a
25°C. Comparando a solubilidade de ciclodextrina ramificadas (KOIZUMI, et
alii, 1987), verificaram que a maltosil e glicosil ciclodextrinas sfo
respectivamente, 70 a 50 vezes mais soliveis que a B-ciclodextrina ndo
ramificada. Varios métodos de sintese da B-ciclodextrina ramificada, em altas
concentragdes de substrato e enzima, através da reagio de condensago reversa
das enzimas isoamilase (ABE et alii. 1986) e pululanase (SAKANO et alii. 1985)
tém sido descritos. A escolha da B-ciclodextrina para ser ramificada deve-se ao
seu custo de produgiio ser inferior 4 a ¢ v ~ciclodextrinas.

As ciclodextrinas ramificadas de maior solubilidade apresentam uso
potencial nas inddstrias farmac8uticas, cosméticos ¢ de alimentos. A fixagio de
aromas em perfumes, aumento da solubilidade de farmacos atividade hemolitica
e outras substancias hidrofébicas tem sido mencionados (HARADA et ali, 1985

¢ OKADA et alii, 1988).



A possibilidade das ciclodextrinas ramificadas de formar complexos de
melusdo com drogas insohiveis em 4gua, tais como: digoxina, digitoxina, estriol,
nitrazepam ¢ vitaminas D, E e K, permite a aplicagfo destas drogas na forma
mjetavel. O complexo droga-glicosil B-ciclodextrina (ramificada) apresentou
solubilidade marcadamente maior que o correspondente complexo droga - B-
ciclodextrina (nfo ramificada). Os complexos de inclusdo formados com as
ciclodextrinas ramificadas também mostraram baixa atividade hemolitica em
eritrocitos humanos; sendo observado menor atividade hemolitica para maltosil
ciclodextrina em relago a glicosi! ciclodextrina (KOIZUMI ¢t alii, 1987),

O objetivo desse trabalho é isolar uma linhagem microbiana alcalifilica
produtora da CGTase, estudar suas caracteristicas bioquimicas e as condigfes
Stimas de producgio dessa enzima e das ciclodextrinas a partir do amido solivel.
Também se pesquisarda a formagdo de ciclodextrinas ramificadas pela
condensacdo de maltose e ciclodextrinas através de ag@io de pululanase de

Klebsiella sp.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-Ciclodextrinas e sua produgéo

As ciclodextrinas (CDs), também denominadas dextrinas Schardinger,
cicloamiloses ou cicloglucanas, sdo uma série de oligossacarideos produzidos
pela agio de amilases de linhagens de Bacillus sp. em amido e compostos afins.
Embora as ciclodextrinas tenham sido descobertas por VILLERS em 1891, a
primeira descri¢io detalhada de sua preparagio e isolamento foi feita por

SCHARDINGER (1904).

FREUDENBERG citado por FRENCH (1942) afirma gue as dextrinas de
Schardinger obtidas pela hidrélise enzimatica do amido pelo Bacillus macerans
sio compostas somente de residuos de glicose. A determinacfio do peso
molecular desses compostos cristalinos de alto peso molecular foi feita pela
difracsio em raio X combinada com a mediggo da densidade do cristal. Através
deste método, descobriu-se que a a-dexirina de Schardinger contém seis
residuos de glicose por molécula ¢ a P-dextrina sete residuos de glicose por
molécula, sendo proposto que a o-dexirina de Schardinger seja denominada

ciclohexamilose e a P-dextrina cicloheptamilose .

Segundo McCLENAHAN et alii (1942) a acfo da enzima purificada de
Bacillus macerans, em substratos de amido proceden com um rapido
decréscimo da viscosidade e uma redugio gradual na rotagéo otica, A dextrina
de Schardinger foi preparada a partir do amido de batata através da amilase de

B. macerans com rendimento maximo de 55%.



FRENCH et alii (1948) sugeriram que a agdo da amilase de Bacillus
macerans seria de trocar a ligagdo glicosidica do amido por uma ligagéo
correspondente na molécula ciclica da dextrina de Schardinger. Em situagses
em que o AF ¢ pequeno espera-se que a reacdo seja reversivel. Esta reagdo
reversivel foi testada com substratos cristalinos, tendo-se verificado que a
amilase de B. macerans, possui tanto uma agio sintetizadora quanto
degradativa. Resultados apontam uma agéo de sintese similar 3 da amilase de B.
macerans para ciclohexamilose que utiliza glicose, o-metilglicosideo, sacarose,
celobiose ou 4cido maltobidnico como co-substratos e também  para

cicloheptamilose com maltose ou glicose como co-substratos.

Uma caracteristica distinta das dextrinas de Schardinger, que facilita sua
separagio do amido hidrolisado pela CGTase, é sua habilidade em formar
complexos cristalinos insolaveis com muitos liquidos principalmente
hidrocarbonetos e hidrocarbonetos halogenados. A solubilidade das dextrinas
puras em agua ¢ propanol aquoso, bem como de acetatos de dextrinas em alguns
solventes selecionados foram mensurados. A o~ciclodextrina esta presente em
somente 2 a 5% da mistura de carboidrato e forma cristais hexagonais negro-
azulados quando a solug8o contém cerca de 0,1N de iodo em 0,1M de indeto de
potassio e deixa-se evaporar em lamina microscopica. No foi observada a
formagdo de complexos de iodo com a - ou y- ciclodextrinas. Quando as
dextrinas sfo cristalizadas em 60% de alcool propilico, cristais de cada
complexo podem ser prontamente identificados. A solubilidade das o, P e ¥
dextrinas em agua foram determinadas através da medicdo de sua rotagdo:
14,5g/100m!; 1,85g/100ml e 23,2g/100ml, respectivamente (FRENCH et alii,
1949).



A analise de y-ciclodextrina, por processo cristalografico, indicou que a
gama dextrina é composta de oito residuos de glicose simetricamente arranjados
em um anel e ligados mutuamente por ligagdes a-1,4-glicosidicas (FRENCH et

alii, 1950).

NORBERG & FRENCH (1950) atribuem a formagfo das dextrinas de
Schardinger, a partir do amido e de dextrinas glicosidicas lineares, a uma ag8o
do tipo “troca glicosidica”. A amilase de B. macerans ¢ aparentemente capaz de
produzir a troca de energia de uma ligago glicosidica de uma ©-1,4 cadeia
linear para uma nova ligagdio a-1,4 glicosidica nuraa dextrina ciclica. Esta acdo
& reversivel. A amilase de B.macerans mostrou ser capaz de efetuar a
redistribuicdo entre oligossacarideos lineares concomitantemente com reacOes

envolvendo as dextrinas ciclicas de Schardinger.

FRENCH et alii (1954) demonstraram que a amilase de-B. macerans
ligada 3 molécula de cicloamilose ¢ simultancamente aberta e ligada a uma
molécula de co-substrato de tal forma que haja a formagfio de um fragmento de
amilose linear terminal na extremidade redutora, através de um grupo
caracteristico do co-substrato usado, com subsequentes reagles de
redistribuicio que levam 2 formago de uma série homdloga de compostos.
Estas séries incluem o co-substrato ¢ compostos contendo unidades adicionais
de D-glicose ligadas entre si e ao co-substrato por ligagbes a-1,4-D-

glicosidicas.

FRENCH et alii.(1965) estudaram a enzima de B. macerans que converte
amido em dextrinas de Schardinger, produzindo ac mesmo tempo pequenas

quantidades de dextrinas de alto peso molecular. Estas dextrinas foram



separadas por cromatografia em coluna de celulose em alta temperatura ¢
designadas 8, €, £, , ¢ O-dextrinas. A didlise, ultracentrifugagfo, rotagio 6tica e
analise de fragmenta¢io indicam que a 8-dextrina € um homologo maior que as
o-,B-y-dextrinas, As fragOes maiores sZo misturas de moléculas puras ciclicas
unidas através de ligacdes a-1,4 com moléculas ciclicas ramificadas e dextrinas

com cadeia aberta ramificada.

MATZUZAWA et alii (1975) estudaram a formagdo da B-ciclodextrina
de Schardinger a partir do amido por Bacillus sp. alcalofilico (ATCC 21783).
Fatores que influenciam a produgdo das ciclodextrinas incluem o tipo,
concentragiio, disperso do amido, o tempo de hidrélise e a quantidade de
enzima utilizada. Um método para a preparagio da B-ciclodextrina de
Schardinger em escala industrial, sem o uso de precipitantes, foi pesquisado,
tendo sido observado um rendimento final de B-ciclodextrina de 3,5 kg a partir

de 15 kg de amido de batata.

SHIRAISHI et alii (1989a) estudaram a influéncia da adi¢do de etanol na
formaclio de ciclodextrinas utilizando CGTase de Bacillus macerans. A
producfio de ciclodextrinas, apos longo periodo de reagdo, foi independente da
concentraco inicial de amido (5-50g/1) em ambos os sistemas . A produgdo de
a-ciclodextrina foi aumentada cerca de 1,8-1,9 vezes na presenga de etanol,
enquanto a produgdo de B-ciclodextrina diminuiu se comparada & produgdo de
a~ciclodextrina. O aumento da concentragio de etanol tem influéncia no inicio
da formagfo das ciclodextrinas, diminuem, principalmente as a-ciclodextrinas.
E sabido que a produgdio de ciclodextrinas € fortemente afetada pela adigfo de

solventes orgnicos, compostos como surfactantes, alcoois, éter e acetonas. Isso



esta diretamente relacionado com as mudangas na produgfo e na proporgdo de

oi-, B- e y-ciclodextrinas.

TOMITA et al (1990) estudaram alguns fatores que afetam a formacio
de y-ciclodextrina a partir de amido de batata , usando CGTase de Bacillus sp.
AL-6. Verificaram que a utilizag@io de etanol e tampdes sfio fatores importantes
na estabilidade da y-ciclodextrina. A produciic méaxima de 35% de y-CD foi
obtida utilizando 100 mM de tamp#o fosfato pH 8,0 com concentragio de
etanol de 30 %. Acredita-se que o aumento da produgéio de y-CD foi devido a
repressio da degradagfio desse produto devido a presenga do etanol. Um fato

descoberto foi que a y-ciclodextrina age como inibidor da sua formagdo.

LEE & KIM (1991) isolaram uma linhagem de Bacillus sp. BE10], a
partir de amostras do solo, e verificaram que produzia principalmente $-CD a
partir de amido solivel. A proporgo de a, B e y-ciclodextrinas (CDs) foi de
1:7:2. A enzima apresentou atividade 6tima em pH 6,0-6,5 e a temperatura de
45°C. Foi observado aumento na producfio de ciclodexirinas apds a adigiio de
solventes orginicos como acetona, propanol e etanol na mistura de reagéo. Foi
obtido aumento de 100% no rendimento apés adi¢io de 10 % de etanol. Os
autores sugeriram que esse aumento € devido & maior atividade de hidolise da
CGTase na presenga de etanol. Além disso, a adigdo de etanol pode evitar a

contaminagfio microbiana durante a produgdo de CDs.

SABIONI & PARK (1992) isolaram, a partir de amostras do solo, um
microrganismo alcalofilico identificado como Bacillus lentus, que produzia alta
atividade de CGTase. A temperatwa e o pH otimo para a formagho de

ciclodextrinas foram 45-55°C e 6,5-8,5, respectivamente, A estabilidade térmica



da enzima foi aumentada com a adi¢io de fons célcio. A conversio méxima do
amido para ciclodextrinas foi de 65%. A CGTase foi totalmente inibida na
presenca de ZnSQ,, HgSO,, CuSO; ¢ FeSO, na concentragdio de SmM. A
proporgio de o, B e y-ciclodextrinas formada, apds 24 horas de reagdo, foi de

1:67:1,6, respectivamente.

2.2- Microrganismos produtores de CGTase

TINDEN & HUDSON (1942) isolaram varias culturas de Bacillus
macerans do solo e de batatas. Tais linhagens cresceram em infusfo de 10 a 20
gramas de batata em 100 ml de dgua, mas o meio de infusdo de beterraba,
peptona e 4gua ndo foi favoravel & produgdio da enzima de Bacillus macerans. A
produgfo da enzima foi répida na faixa de 37,5 a 40°C. A enzima permaneceu

estavel e nenhuma inativago significativa ocorreu a 50°C.

KITAHATA et alii {(1974) relataram a obtengio de CGTase uma
linhagem de Bacillus (linhagem N° 5). A enzima foi purificada através de
adsorcio em amido de milho, precipitagdo com sulfatc de amonio,
cromatografia em coluna de DEAE-celulose e filtragio em gel Sephadex G-
100. A preparagfio enzimética foi separada em duas fracdes em eletroforese de
disco e que possuiam habilidade para formar ciclodextrina. Enzimas da
linhagem N° 5 diferiam das enzimas de Bacillus macerans (BMA) quanto a
acdo em amido. As enzimas da linhagem N° 5 produziam principalmente
cicloheptamilose (B-CD) a partir do amido ao contrario das enzimas de BMA

que produzem ciclohexamilose (0-CD).



Segundo KITAHATA & OKADA (1974) a quantidade de a-, B-ey-
ciclodextrinas (CDs) produzidas pela agio das enzimas de Bacillus megaterium
{(n°.5) e Bacillus macerans (BMA) em amido C' foram determinadas através do
calculo da radioatividade. Ambas as fragSes da enzima n° 5 produziram a a-, B-
e y-CDs na proporgéio de 1:2,4:1, ao contrario da enzima de BMA produziu as

ciclodextrinas na proporgdo de 2,7:1:1, respectivamente.

KITAHATA & OKADA (1975) pesquisaram a reagfo de
transglicosilagio da ciclodextrina glicosiltransferase do Bacillus megaterium
(n° 5) e Bacillus macerans (BMA) e verificaram que a enzima da linhagem N° 5
era mais eficiente na reagdo de transglicosilagio que a enzima de BMA para
cada aceptor empregado. A ordem de eficiéncia dos aceptores para a enzima da
linhagem N.° 5 foram maltose (G,), glicose (Gy), maltotriose (G;) e sacarose
(GF), ao contrario do que foi observado para a enzima de BMA: G;, G,, GF ¢
G;. Os produtos de transglicosilagdo, para a glicose formada pela agfio da
enzima de linhagem N° 5 no amido, foram G, Gj, maltotetraose (Gy),
maltohexaose (Gg) ¢ maltoheptaose (Gy), dispostos em ordem de suas
quantidades. O maior produto da trans glicosilagfio para a sacarose, formada pela
acfio da enzima da linhagem N° 5 no amido, foi a maltosilfrutose, tendo sido
sugerido que a ciclodextrina glicosiltransferase poderia transferir residuos de
glicose a um aceptor diretamente a partir do amido, bem como através da

ciclodextrina.

NAKAMURA & HORIKOSHI (1976a) isolaram, a partir de amostras de
solo, uma bactéria, identificada como Buacillus sp., altamente produtora de
CGTase, em meio de cultura alcalina contendo 1% de Na,CO; A maior

producfo da enzima foi obtida utilizando-se como meio de cultura 1% (p/v) de
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amido solavel , 5% (p/v) dgua de maceragio de mitho (AMM), 0,1% (p/v) de
K,HPO,, 0,2% (p/v) de MgS0,.7H,0 ¢ 1% (p/v) de NaCO; . A enzima bruta
mostrou atividade em ampla faixa de pH apresentando dois picos de atividade

méxima entre 5,0- 5,4 ¢ 7,5-8,5 a 45°C.

HORIKOSHI (1979), sabendo das dificuldades na obtengdo e separacdo
de ciclodextrinas (CDs) utilizando solventes orgénicos, caros, perigosos €
prejudiciais a saide, desenvolveu um sistema de produgfo de CDs utilizando
CGTase de Bacillus sp. N° 38-2 alcalofilico que produz uma grande quantidade
de P-ciclodextrina (CD) a partir de amido. Através desta enzima, B-CD
cristalina e uma mistura de dextrinas ciclicas e ndo-ciclicas podem ser

produzidas em escala industrial , sem o uso de solventes orginicos.

NONOMOTO et alii (1984) isolaram a partir de amostras de solo de
Taiwan, uma linhagem de microrganismo alcalofilico, classificado como
Bacillus sp. HA 3-2-2. A linhagem mostrou ser altamente produtora de P-
ciclodextrina. A enzima bruta apresentou major formagdo de ciclodextrinas em
pH 6,0 e no método de iodo apresentou pH 6timo em 4,5 A CGTase de Bacillus
sp. HA 3-2-2 apresentou atividade temperatura 6tima a 55 °C, e estabilidade na

faixa de pH 6,0-11,0 e estabilidade térmica 60 °C.,

NOMOTO (1986) estudaram uma linhagem de bactéria alcalofilica,
Bacillus sp. HA 303-2 , que produz grande quantidade de CGTase. A enzima foi
fracionada em sulfato de amdnia e apresentou apenas uma banda simples
quando aplicada em SDS-PAGE em disco. A enzima purificada apresentou
6timo pH e temperatura para a formaggo de CD na faixa de 6,5-8,0 e 60 °C,

respectivamente, ¢ estabilidade entre pH 6,0-11,0. A enzima ndo foi inibida
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pelos inibidores tipicos como fluoreto (PMSF), p-cloromercuribenzoato

(PCMB) e etilenodiaminotetraacético (EDTA).

TAKANO et alii (1986) estudaram a clonagem do gene de CGTase de
Bacillus macerans em bacteriofago de Escherichia coli A\D69. A sequéncia de
nucleotideos apresentou ter 2142 pares de base , que correspondem a 714
aminodcidos . Essa sequéncia revela que a enzima é composta de duas sub
unidades idénticas com peso molecular estimado em 145.000 daltons por
filtragio em gel. Verificou-se através de eletroforese em gel SDS-poliacrilamida
que a enzima é composta de suas subunidades idénticas de peso molecular de

74.000 daltons.

PONSWASDI & YAGISAWA (1987) isolaram uma linhagem de
microrganismo produtor de CGTase, denominada C31, que foi identificada
como B. circulans de acordo com as caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas.
O contéudo de G+C da linhagem C-31 foi de 34,4% enquanto o contetido de
G+C da linhagem tipo foi 35%. A CGTase da lishagem C31 catalisa a formac8o
de ciclodextrinas na proporgio P : y-Ciclodextrinas na proporcéoc 10:5
respectivamente enquanto que a CGTase de B. macerans produz o : § : v
ciclodextrinas na propor¢do de 2,7:1:1, B.megaterium na propor¢do de 1:2,4:1 ¢

a CGTase da linhagem alcalofilico N° 38-2 na propor¢do de 1:11,5:1,5.

YU (1988) estudou a CGTase da linhagera de Bacillus amyloliquefaciens
AL35 e verificou, que devido a sua estabilidade térmica ¢ em pH alcalino, o
processo de produgdo de ciclodextrinas podia ser desenvolvido a 60°C e pH 9,0.
A CGTase convertia amido gelatinizado predominantemente para o-CD, esta

Gltima correspondia a cerca de 95% do total de ciclodextrinas produzidas.
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PARK et alii {1989) desenvolveram um novo método para selecionar
linhagens de microrganismos alcalofilicos produtores de ciclodextrinas,
especificamente detectado em meio solido em placa de petri contendo
fenolftaleina. Os microrganismos inoculados em placa que produziram
ciclodextrinas, formaram um halo incolor e a atividade de CGTase foi
determinada de acordo com a intensidade da redug8o da cor da fenolfialeina em

condigdes alcalinas.

MORI et alii (1995) estudaram as condigdes de reagfo para produgio de
v- ciclodextrina (CD) utilizando CGTase de Brevibacterium sp 9065, O pH
ftimo e a temperatura Otima para produgio de y-CD foram 7,0 e 50 °C,
respectivamente. A adigio de ions Ca™" aumentou a estabilidade térmica ¢ a
formagdo de ciclodextrinas foi afetada pela concentragdo desses ions. Um outro

fator que levou a um aumento da produgdo de y-CD foi a adicio de etanol.

YAMADA et alii (1976) analisaram o sistema de menaquinona (MK) de
vinte-e-seis culturas de cocos aerdbios gram-positivos. Sporosarcina ureae
apresentou o sistema MK-7 que € consistente com aquele do género Bacillus.
No género Planococcus foi encontrado o tnico sistema composto de MK-
8(MK-7). O género Staphylococcus foi dividido em dois grupos de acordo com
o sistema MK: MK-8 (MK-7) para o St. aureus e MK-7 para o S%. epidermidis e
St. saprophyticus. O sistema de menaquinona do género Micrococcus mostrou
ser o mais complexxo, possuindo 0 MK-8 (MK-7), MK-8 (H2) e MK-9 (H2) no
M. luteus, MK-9 (H2) no M. agilis ¢ MK-7 (H2) no Mvarians. Quinonas
isoprendides sdo importantes no funcionamento do sistema de transporte de
elétrons durante a respiragdo. Virios tipos de quinona sdo encontradas nas

células bacterianas, com a maioria das bactérias aerdbias possuindo

13



menaquinona e/ou ubiquinona isoprendide. Quinonas incomuns sdo também
encontradas em algumas bactérias. A composi¢io da quinona isoprendide €
tipica para a classificagio do género da bactéria. Ndo somente a variedade de
quinonas, mas também o nimero de unidades de isoprenos da cadeia e o grau
de hidrogenacdio das duplas ligagdes na cadeia isoprenica sdo utels na

sistematica bacteriana.

HESS et alii (1979) analisaram as quinonas respiratorias para 73
linhagens de bactérias gram positivas, incluindo bastonetes formadores de
esporos, bactérias lcticas e actinomicetes. Menaquinonas com sete unidades
isoprendides (MK-7) foram os principais tipos de quinona encontrados como
representativos do  género  Bacillus e também em linhagens de
Sporolactobacillus. Contudo uma linhagem de B. thuringiensis produtora de
MK-8 além de MK-7, enquanto que linhagens de Bacillus lentus e Bacillus
pantothenicus parecem produzir MK-9 e MK-8, respectivamente. As quinonas
ndo foram encontradas em clostridios € em bactérias lacticas, exceto em
Pediococcus cerevisiae e Lactobacillus casei, subespécie rhammosus, que

continham menagquinonas.

COLLINS & JONES (1981) elucidaram a composigio de uma mistura
natural de ubiquinonas utilizando método cromatografico semi-qualitativo de
fase reversa (TLC) baseado na separago dos componentes de acordo com suas
propriedades fisicas, representadas por uma fase estaciondria nio volétil e uma
fase mével corrida em placas de silica gel com misturas pélares de acetona-agua
ou dimetilformaldeido-dgua. Os autores observaram a separagio entre Q6, Q7,

Q8, Q9 e Q10 em cromatografia ascendente.
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KOMAGATA & SUZUKI (1987) realizaram andlises dos lipideos e
componentes da parede celular para classificar e identificar bactérias. O acido
micolico, acidos graxos, lipideos polares e quinonas isoprendides foram
utilizados nas analises como suporte na sistemética bacteriana. Os autores
relataram um método de extragio de quinona, separagdo em placa de silica gel e
observaram em luz UV. Para a extragdo, a massa celular (100-300 mg) foi
suspensa em solugio 2:1 (v/v) de cloroférmio-metanol e incubada por uma
noite a 25 °C. Apds a filtragdo a amostra foi evaporada e em seguida dissolvida
em acetona. Bsta solucgo foi aplicada em placa de silica gel e a cromatografia
desenvolvida com solvente benzeno por 40 minutos. As quinonas e ubiquinonas
apresentaram Rf 0,7 ¢ Rf 0,4, respectivamente. Para separacfo os compostos
foram extraidos da placa de silica, eluidos com acetona ¢ aplicados com um
tubo capilar em placa de cromatografia em camada de fase reversa com
solventes especificos. Para a separacio de menaquinona foi utilizada um
sistema de solvente acetona-igua na proporgdo 99:1 (v/v}) e para ubiquinona o
sistema de solvente acetona : acetonitrila 80:20 (v/v). O tempo de
desenvolvimento foi 15 minutos e as quinonas foram visualizadas sob luz uv

(254 nm).

2.3- Separagio e purificaciio das ciclodextrinas

LAMMERS (1969) analisou as ciclodextrinas em coluna de celulose,
obtendo bons resultados, contudo o autor ndo obteve boa reprodutibilidade do
método. Um método mais seguro foi desenvolvido usando gradiente de eluicdo
em carvio. A amostra consistiu de 5 ml de solugfo aquosa de a- ¢ B-

ciclodextrina (3% de a-CD e 3% de B-CD) que era aplicada & coluna. Apos a
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amostra ser adsorvida na coluna, a eluicio foi iniciada com 7% Isobutanol.
Utilizando-se fluxo de 130-170 ml/h a separagio da a- e P-ciclodextrinas foi
completada com 12 h. Quando o carvdo que sofreu flotagdo foi utilizado, a
velocidade do fluxo foi quase constante e muito maior do que quando se usou
carvio que ndo foi submetido 2 flotago.
o

Segundo CARTER & LEE (1971) as a- e B- ciclodextrinas e as dextrinas
de Schardinger ramificadas apresentam um comportamento andmalo em
cromatografia em coluna de Sephadex G-15 onde elas s¥o retardadas além dos
volumes de eluicdo esperados. Isto sugeria que eram adsorvidas durante a
cromatografia de peneira molecular. Outros oligossacarideos nfio-ciclicos néo

exibem efeitos de adsorgio quando fracionados em gel Sephadex,

ZSADON et alii (1978) verificaram o comportamento cromatografico das
a-, B- e ¥- ciclodextrinas em coluna de dextrana. Observaram que as CDs ligam-
se fortemente ao gel.de dextrana e a y-ciclodextrina é eluida em primeiro lugar,
seguido da a~ciclodextrina e por altimo a B-ciclodextrina; esta sequéncia estd
de acordo com diminuicio de solubilidade. A retenglo de a- ¢ B-ciclodextrinas
depende significativamente da temperatura , 20 contrério das y-ciclodextrina. O
efeito da adsorco influencia a separagio cromatografica das o- ¢ B-
ciclodextrinas . O tipo do gel de Dextrana , Sephadex ou Molselect G-15 ¢ a
combinacfo de G-15 com G-25 provou ser muito il para campieta separacio €

produgdio de CDs com alto grau de pureza.

NAKAMURA & HORIKOSHI (1976b) purificaram a CGTase
extracelular de Bacillus sp. alcalofilico (ATCC 21783) por eletroforese em

disco de gel de poliacrilamida e ultracentrifugacdo, e determinaram que a
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enzima apresentava uma banda simples e homogénea de proteina. O peso
molecular por eletroforese em disco de SDS-poliacrilamida ¢ o ponto isoelétrico
da proteina foram 88.000 e pH 5,4, respectivamente. O pH é6timo de atividade
variou entre 4,5-4,7. A enzima converteu 73% de amido, 65% de amilopectina,
45% de glicogénio e 25% de P-limite dextrina de amilopectina em

ciclodextrinas.

KOBAYASHI et alii (1978) purificaram a CGTase de Bacillus macerans,
atilizando técnicas de cromatografia em coluna de adsor¢éo em amido e DEAE-
celulose, e uma posterior cristalizagio em solugéo de sulfato de amdnia.Os
cristais de enzima eram em forma de bastdio e apresentavam uma banda simples
em gel de eletroforese em disco. A enzima purificada foi dissociada em duas
subunidades por eletroforese em disco de SDS-PAGE. As subunidades nfo
apresentaram atividade. A enzima apresentou alta atividade em pH 6,0 e
estabilidade na faixa de 5,5-9,5. A temperatura otima foi de 60°C ¢ a

estabilidade abaixo de 50°C.

KITAHATA et alii (1978) desenvolveram um novo método para analise
de CDs por CLAE, utilizando coluna de Bondapak carbohydrate (4x300mm) e
sistema de solvente acetonitrila-agua (65:35 (v/v)), fluxo de 1m}/min.Utilizando
esse método puderam detectar uma quantidade muito baixa de ciclodextrinas
(5ug) com um erro experimental de 10%. Pode-se ainda utilizar este método
para separagio de varios outros oligossacarideos como amido hidrolizado e

agticares tratados com glicoamilase e sacarases.

KITAHATA & OKADA (1982) purificaram a CGTase de Bacillus

Sfearorhermophflus TC-60 por adsorgfio em amido, coluna de DEAE-Sephadex
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¢ filtracio em gel Biogel P-150. O peso molecular da subunidade da enzima
purificada foi estimado em 68.000 por SDS-PAGE.A enzima apresentou ponto
isoelétrico pH 4,5, maior atividade em pH 6,0 ¢ a 70°C e estabilidade térmica a
50°C em pH 7,0. A CGTase mostrou estabilidade na faixa de pH 7,0-9,2 apbs
duas horas de incubagdo a 40°C. Os resultados dos testes de tricloroetileno e
Tilden-Hudson sugerem que a enzima estudada apresenta produgio de
ciclodextrinas em diferentes proporgdes comparadas com a produgdo de CD

pelas enzimas de Bacillus megaterium ¢ Bacillus macerans IFO 3490,

SATO et alii (1985) utilizaram coluna empacotada Shodex RS pak DC-
613, medindo 6x150mm, eluente acetonitrila:igua (65:35(v/v)) com fluxo de
1,5ml/min., temperatura da coluna 60°C, para separagiic e quantificagdo de
maltodextrinas e ciclodextrinas sem a utilizagdo de glicoamilase. Segundo os
autores, 08 métodos para determinagdo de ciclodextrinas descritos até entdo
eram realizados de modo indireto, como reagles colorimétricas (FUWA, 1954),
método de Tilden-Hudson (TILDEN & HUDSON, 1942) e método utilizando
glicoamilase (KOBAYASHI, 1974).

PONSAWASDI & YAGISAWA (1988) purificaram a CGTase de B.
cireulans C31 através de duas etapas utilizando coluna de amido e biogel. A
enzima foi purificada 90 vezes com 30% de rendimento € o peso molecular foi
estimado em 103.000 daltons.A enzima apresentou atividade Htima em pH 5,5 €

60 °C, estabilidade na faixa de pH 5,5-9,0 ¢ em temperaturas inferiores a 50°C.
FUGITA et al (1990) purificaram a CGTase de Bacillus sp. AL-6
utilizando coluna de adsorgdo de amido e troca idnica de DEAE-Sephadex A-

50. A proteina apresentou ser monomérica, com peso molecular de 74.000
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daltons, determinado por filtragfio em gel ¢ SDS-PAGE. Em sistema de reagéo
contendo amido, a enzima apresentou grande produgio de y-ciclodextrina e B-
ciclodextrina. Na fase inicial da reagio houve maior produgio de y-
ciclodextrina e a quantidade de B-ciclodextrina foi aumentando com o passar do
tempo de reagdio. O pH e¢ a temperatura Otima para a producio de y-
ciclodextrina foram de 7,0-10,0 e 60°C, respectivamente. A adigio de etanol
aumentou a producdo de y-CD. Quando foi utilizado 4,4% de amido soltvel
como substrato com 20% de etanol, a produgdo méxima de y-CD foi cerca de
22% em comparagio a 8% na auséncia de etanol. Utilizando-se 1,8% de amido

de batata e 20 % de etanol obtiveram a produg8o méxima de 25% de y-CD.

BOVETTO et alii (1992) purificaram a CGTase de Bacillus circulans
E192 utilizando fracionamento com sulfato de amdnia, DEAE Trisacril M, Q
Fast Flow e cromatografia de afinidade de B-CD-Sepharose 4B. Duas
isoenzimas foram separadas por HPLC em coluna de Mono Q. Seus pontos
isoelétricos foram estimados em 6,7-6,9 e representam 13 e 87% da atividade
inicial, respectivamente. Os peso molecular, pH e temperatura otima foram
estimados em 78.000 daltons, 5,5 e 60°C, respectivamente. Os valores aparentes
de V,_,, ¢ Km para o amido soliivel, foram 43 pmol de B-ciclodextrina /min/mg
de proteina e 0,57% (v/v), respectivamente. Embora ndo apresentasse boa
estabilidade térmica, essa desvantagem era parcialmente compensada com a
adic8o de fons calcio. A proporgio de o, B e y-ciclodextrinas no inicio da reagdo

foi de 1:7:2 e no equilibrio obtiveram 3:3:1 respectivamente.
MORI et alii (1994) purificaram a CGTase de Brevibacterium sp. 9065
em coluna cromatografica de butil-Toyopearl 650M, y-ciclodextrinas-

Sepharose 4B e Toyopearl HWSS-S. O peso molecular da enzima foi estimado
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em 75.000 daltons por SDS-PAGE. A temperatura e pH 6timos de atividade da
enzima foram 45°C e 6-8, respectivamente. O ponto isoelétrico da enzima foi de
pH 2,8. A enzima apresentou-se estavel na faixa de pH entre 6-8 . Na parte
inicial da reagio houve uma maior produgiio de y-ciclodextrina, com aumento
gradual de B-ciclodextrina com o decorrer do tempo de reagdo. A enzima foi

fortemente inibida por HgCly, CdCl,, CuCly, AgNO; € ZnCl,.

ABILAN et alii (1995) estudaram pela primeira vez a CGTase produzida
por um Bacillus sp. halofilico. A enzima foi purificada utilizando Sephadex G-
100 e o peso molecular foi estimado em 71.000 daltons. A CGTase apresentou
atividade &tima na faixa de pH 5,095 e a 50 °C. O rendimento de
ciclodextrinas, a partir de suspensdo de 10% de amido, foi 27% e na presenga

de 1 % de tolueno e 1% de TCE foi obtido 52% de rendimento.

GOL & NENE (1995) isolaram uma linhagem de B. firmus que produz
CGTase que atuava sobre o amido intacto. O meio de cultura para produgio de
CGTase era composto de 10g/l de amido soluvel, 5S¢/l de peptona, Sg/l de
extrato de levedura, 1g/l de Ky HPO,, 0,2 g/l de Mg8O,.7H,0, 10 /I de NaCOs.
Os autores testaram diferentes fontes de amido e observaram que a maior
produgfio de ciclodextrinas foi obtida utilizando amido de mandioca, seguido de
batata e milho. Os autores sugeriram que resultado estava relacionado com a
estrutura do grio de amido. Cerca de 49% do amido de mandioca foi convertido

para B-ciclodextrina (40%) e y-ciclodextrina.
YAN & LIN (1995) estudaram a CGTase do Bacillus sp. 563

alcalofilico. A enzima foi purificada 64 vezes, com rendimento de 32%, atraves

de fracionamento em sulfato de amdnia, cromatografia em coluna de DEAE-
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Sephadex A-50 e filtragio em gel Sephacril §-3008. O peso molecular foi
estimado em 170.000 daltons por filtragio em gel e 82.000 SDS-PAGE
indicando a presenga de subunidades. A enzima apresentou ponto isoelétrico em
pH 7,2 e atividade 6tima em pH 7,0 € 65 °C. A CGTase mostrou-se estdvel na

faixa de pH 7,0-11,0 e em temperaturas inferiores a 70 °C.

2.4- Aplicacies das ciclodextrinas

SZEJTLI & SEBESTYIN (1979) estudaram o efeito toxicolégico da f3-
ciclodextrina (CD) em ratos e cachorros. Com doses diarias macigas, que
variaram de 200 a 600 mg/Kg, de peso corporal, verificaram que ndo houve
mudangas clinicas e bioquimicas significativas. Os estudos patoldgicos e
histopatolégicos foram realizados apds 6 meses de tratamento, mas também nfo
foram observadas mudancas. A B-CD nfo teve qualquer efeito sobre os
embrides e nio apresentou atividade teratogénica. Testes cromossdmicos foram
realizados nos ratos ap6s 6 meses de administragiio da B-CD e observaram que
ndo ocorria nenhum tipo de aberragfio ou mutagdo devido ao consumo de B-CD.
Os autores concluiram que somente uma quantidade 8-CD pode ser absorvida,

sem sofrer mudancas, no trato intestinal.

KONNO et alii (1981) estudaram maneiras alternativas para a retirada de
compostos amargos de sucos de frutas citricas. Os componentes que conferem
sabor amargo sdo principalmente as naringinas € limoninas. Utilizando -
ciclodextrina (CD) a uma concentragiio de 0,3% (v/v) , o suco foi aquecido a
95°C por 10 minutos e em seguida, resfriado 4 temperatura ambiente. Os

autores verificaram em teste de painel sensorial que até 0,1% (v/v) de p-CD era
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suficiente para eliminar os compostos amargos €, 4 medida que aumentava a

concentraciio de B-CD, diminuia ainda mais a senssago de amargor do suco.

SHAW et alii (1984) estudaram a aplicagio de p-ciclodextrina (CD) para
remogio de compostos amargos de sucos de laranja tais como naringina,
imonina e homilina. Utilizando polimeros de B-CD juntamente com 0 Suco
(1g/50 ml de suco) em processo continuo ou batelada, verificaram a diminuig&o
de até 50% dos compostos amargos. Por outro lade, ndo houve signiﬁcativa
alteracdo nos niveis de acido ascérbico, acidos totais, mas apenas a redugfo dos

niveis de 6leo em até 40%. O polimero era regenerado com etanol e reutilizado.

SHAW et alii (1986) prepararam vérios polimeros a partir de o-, - € ¥-
CDs, utilizando agentes de ligagdo cruzada e compararam a capacidade de
remver compostos amargos com 0§ mondmeros de CDs. Eles verificaram a
remocdo de naringina e limonina em suco de “grapefruit”. Concluiram que os
polimeros de CDs possuem cerca de 10 vezes a capacidade de formar
complexos de inclusdo com esses compostos amargos em relagdo aos

mondmetros.

1.5 Ciclodextrinas ramificadas

Segundo KAINUMA et alii (1978) a isoamilase de Pseudomonas (EC
3.2.1.68) hidrolisa as ligag0es glicosidicas a-1-6 da amilopectina, glicogénio,
de varias dextrinas ramificadas e oligossacarideos. A isoamilase de
Pseudomonas, bem como a pululanase, s30 incapazes de clivar as cadeias curtas

de D-glicosil dos sacarideos ramificados. A isoamilase de Pseudomonas difere
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da pululanase nas seguintes caracteristicas: (1) a isoamilase de Psewdomonas
atua preferencialmente sobre polissacarideos de alto peso molecular. A maioria
dos oligossacarideos ramificados examinados foram hidrolisados numa
velocidade menor, cerca de 10% ou menos, da velocidade de hidrolise da
amilopectina, (2) ramificacdes de maltosil sdo hidrolisadas muito lentamente
pela isoamilase de Pseudomonas em comparagio com as ramificagbes de
maltotriosil, e (3) a isoamilase de Pseudomonas requer um minimo de trés

residuos de glicose na cadeia B ou C.

ABE et alii (1984), demonstraram que derivados da ciclomaltose tém
uma D-glicose ou uma ramificagfio o-1,4-D-glucana ligada & estrutura ciclica
principal através de uma ligagdo 0-1-6. Eles obtiveram uma mistura destas
glicosilciclomaltoses a partir do tratamento com glicoamilase, para hidrolisar
dextrina nio-ciclicas, oligossacarideos, e para encurtar as ramificagdes das
ciclomaltoses ramificadas. O material remanescente foi submetido a
cromatografia em coluna com Sephadex G-15 para remogdo das dextrinas
ciclicas e ciclomaltoheptaose (c¢Gy ) As ciclomaltéhexaose (cG,) foram entdo
separadas das ciclomaltoses ramificadas através da cromatografia com
Toyopear]l HW-40S. A glicosil-B-ciclodextrina { GeGy ) foi hidrolisada com
amilo-1,6 glicosidase e os produtos finais foram D-glicose e ¢Gy na proporgao
molar 1:1,01 analisados por CLAE. A solubilidade da GeG; ¢ maior que 2 c(3y
(18,5 mg/ml & temperatura ambiente) e a solugdo concentrada de GeGy, (150

mg/ml) néio produziu cristais a 0 °C.
KOIZUI & UTAMURA (1986) separaram trés ciclodextrinas ramificadas

através de CLAE, a partir de meios de fermentagio em grande escala, de

ciclodextrinas ndo-ramificadas pela agio da CGTase de Bacillus ohbensis.
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Diferentes métodos de separagio como: espectroscopia em ressonincia
‘magnética nuclear C-13, andlise de fragmentos, analise de metilacdo ¢
espectrometria de massa indicaram que estes compostos eram 6-o-o -D-
glicopiranosilciclomatohexaose, 6-0-o-D-glicopiranosilciclomaltoheptaose e
6,6*-di-o-o-D-glicopiranosilciclomaltoheptaose. O terceiro  composto

apresentava duas D-glicoses ramificadas na molécula.

ABE et alii (1986) relataram que ciclodextrinas ramificadas foram
isoladas a partir de xarope de amido preparado com CGTase. Contudo este
processo era de baixo rendimento, € um novo método para sintese de
ciclodextrinas ramificadas, através da reagio reversa da isoamilase de
Pseudomonas com ciclodextrinas, maltose e¢ maltotriose foi apresentado. A
mistura da reagdo (80 mli) foi incubada a 45°C com G3 (40,3 g), ¢G; (7,3g) ¢
isoamilase (694 U) em tampdo acetato de sédio 50 mM (pH 3,5) por 48 horas e
aquecida por 15 minutos a 100°C para inativar a enzima. As ciclodextrinas
ramificadas foram purificadas através da centrifugagfio, cromatografia liguida e
cromatografia em colunas de Sephadex G-15 e Bio-gel P2. Outras
ciclodextrinas ramificadas foram preparadas por processos semelhantes. A
velocidade da reagio foi maior com a maltotriose do que com 2 maltose
havendo um aumento na cadeia das ciclodextrinas (cGg< ¢G7< ¢Gg). A estrutura
das ciclodextrinas foi determinada através de andlise quimica, enzimatica e

espectrometria de ressonéincia magnética nuclear.

KITAHATA et alii (1987) afirmaram que ciclomalto-oligossacarideos
ramificados sio formados quando a pululanase de Bacillus acidopullulyticus é
incubada com fluoreto de ¢ -maltosil (¢-G,F), como substrato, na presenga de

ciclomalto-oligossacarideos como aceptor. As estruturas destas ciclodextrinas
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ramificadas sio 6-0-a -maltosilciclomaltohexaose (Gy-¢Gg), 6,6-di-0-a-
maltosilciclomaltohexaose [(G,),-¢Ggl, 6-0-a-maltosilcicloheptaose (Gp-¢Gy),
6,6’-di-o-o-maltosilciclomaltoheptaose  [(Gy)¢Gsl, e  6,67,6”-tri-o-0-
maltosilciclomaltoheptaose [(G,);-cG;]. A formagiio 6tima de 12 mM de G-
cG, foi obtida utilizando-se 2,8 wm! de pululanase, 40 mM de a-G;F como
substrato € 90 mM de ciclomaltosithexaose (¢Gg) como aceptor, por 1 hora a
60°C. O rendimento da G,-¢Gg, como principal produto de transferéncia, foi de
vinte vezes ao da condensagio de c¢Gg com alfa-maltose na presenca de

pululanase.

KOIZUMI et alii (1987) estudaram a habilidade de trés glicosil-
ciclodextrinas (CDs): 6-0-a-D-glicosil-a-CD (G-0-CD), 6-o-ct-D-glicosil-§-CD
(G-B-CD) e 6,6-di-o-a-D-glicosil-B-CD (2G-B-CD) para formagiio de
complexos de inclusdio com drogas levemente solaveis ou insolveis em dgua e
no estado sélido, através do método da solubilidade, espectroscopia em
ultravioleta e método colorimétrico diferencial. Estas glicosil-CDs eram
capazes de formar complexos de incluso com compostos que podem formar
complexos com ciclodextrinas ndo-ramificadas. O aumento na solubilidade de
drogas pouco soliveis em agua, pela utilizagdo das glicosil-B-CDs, foi muito
mais significativa do que com a B-CD. A atividade hemolitica da glicosil-CD
foi menor em relagdo a cada ciclodextrina ndo ramificada. O complexo estriol-
glicosil-3-CD pode ser praticamente aplicdvel em preparacGes injetdveis devido

a sua alta solubilidade em 4gua e baixa atividade hemolitica.
ABE & HIZUKURI (1988) identificaram dois e trés derivados da
ciclomaltoheptaose (B-ciclodextrina) entre os produtos de acfio da isoamilase de

Pseudomonas usando  maltose e maltotriose,  respectivamente. Foram
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identificados os produtos 6" *P.di-o-a-maltosil-cG7 e 6-0~a~(62~o—a-maltosii)
maltosil-cG, e 6" 6°-di-o-q-maltotriosil e  6-0-0-(6>-0  -a-
maltotriosil)maltotriosil- G, ¢ 6-O-a~ (6>-O-o-maltotriosil)maltotriosil- .G, . A
temperatura e pH otimos, para a reagio de condensagfio, com a isoamilase,
foram de 60°C pH 4,2. As concentrages 6timas de G; e ¢G;, para a reagdo,
foram de 1,6 M e 65 mM, respectivamente. Concentragdes maiores de
maltotriose causaram um rapido decréscimo no rendimento. A produgdio de
ciclodextrina ramificada ocorreu rapidamente durante as primeiras 24 horas e

depois tornou-se lenta, atingindo aparentemente o equilibrio em 36 horas.

OKADA et alii (1988) sintetizaram maltosil (G,) e maltotriosil (G3)
ciclodextrinas a partir da maltose ou maltotriose e a-p-ou y-CDs com
isoamilase de Pseudomonas ou pululanase de Klebsiella aerogenes As
ciclodextrinas ramificadas foram purificadas através da cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Os autores estudaram a solubilidade das ciclodextrinas
ramificadas em 4gua ¢ em vérias concentragbes de metanol em dgua, rotagdo
Stica e a atividade hemolitica. As ciclodextrinas ramificadas maltosil (Gj) e
maltotriosil (G;) bem como a glicosil (G;)-CDs foram muito mais soliveis do
que as ciclodextrinas ndo ramificadas tanto em agua como em solucdo aquosa
de metanol. As atividades hemoliticas das ciclodextrinas ramificadas
diminuiram com o aumento no comprimento da cadeia: CD>G-CD>Gy-
CD>G,-CD. Os autores estudaram a inclusiio de CDs ramificadas com drogas
levemente soliiveis ou insoliveis em solugdo aquosa e no estado solido. A
habilidade de complexagio da G-, Gy, G3-CD e suas ciclodexirinas nao
ramificadas em série parecem ser quase a mesma, € 2 estabilidade dos
complexos em Agua foram praticamente inalterados pelo comprimento da

cadeia lateral. Contudo, o aumento na solubilidade das drogas pouco solaveis
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em 4gua pelas ciclodextrinas ramificadas, foi muito mais marcante do que pelas

ciclodextrinas ndo ramificadas.

HIZUKURI et alii (1989a) pesquisaram as condigdes Otimas para a
reagdo de condensagio da pululanase de Klebsiella aerogenes utilizando
maltose e ciclomaltooctaose (G-ciclodextrina, ¢Gg) como substratos. A
concentragfio 6tima de maltose para a formagdo de 6-o0-o-maltosil-cGg em 0,3,
0.4 ¢ 0,5M de c¢Gq foram de 2,0, 1,8 ¢ 1,2 M respectivamente, com 21,6 U de
pululanase, para um volume final de 1 mi, em tampio acetato de sodio 10 mM,
pH 6,0 e 35 °C por 24 horas, tendo sido observado um decréscimo da
concentragdo de maltose com o aumento da concentragio de ¢Gy. Os produtos
6-o-g-maltosil-cGg ¢ o novo composto, 6,6-di-o-a-maltosil-cGg, foram
identificados pela andlise enzimatica, NMR PC e espectrometria de massa.
Através da condensagdo de duas maltoses, a 6'-0-o-maltosil-maltose ¢ 6-0--
maltosil-maltose foram produzidas na proporgo de aproximadamente 1:15. A
reagho de condensagio foi investigada em termos do tamanho das
ciclomaltaoses (ciclodextrinas, ¢Gn) e oligossacarideos, tendo sido descoberto
que as ¢Gn eram melhores substratos na seguinte ordem: ¢cGg>cGg>cGy € que a
maltose e maltotriose foram igualmente efetivas com ¢G; e cGg, porém a
maltose foi bem menos efetiva que a maltotriose com a ¢G6. A especificidade

deste substrato na rea¢io de condensagéo difere da isoamilase de Pseudomonas.

HIZUKURI et alii (1989b) estudaram a agdio da isoamilase de
Peseudomonas nas ciclomaltohexaoses ramificadas {a-ciclodextrinas, ¢G6s)
com cadeias laterais de vérios comprimentos, bem como a reagiio de
condensacio reversa entre malto-oligossacarideos (G,-Gy) e cGg As

velocidades de reagiio para liberagfio e ligagio da maltotriose, foram mdaximas
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ern ambas as reagdes de hidrélise e condensagéo e a atividade diminuiu com o
aumento no comprimento da cadeia lateral. A mistura da reagfo consistiu de
275 mM de cGg, 605mM de oligossacarideos e 8,2 U/ml de isoamilase em
tampdo acetato 50mM, pH 4,2 , incubados por 48 horas a 58°C. Neste
experimento, a maltose ¢ maltotriose, foram os substratos menos e mais
efetivos, respectivamente. A maltotetraose foi menos efectiva que a maltotriose
como substrato; e em relagio aos malto-oligossacarideos de maior peso
molecular a enzima apresentou uma atividade inferior a metade da atividade da
maltotetracse. As ¢G6s ramificadas foram caracterizadas por intermédio de
analises enziméticas, "C-NMR e espectrometria de massa. As ciclodextrinas
ramificadas Gi-, G- € Gs-¢Gg em solugbes diluidas foram hidrolisadas pela
isoamilase em quantidades equimoleculares de seus respectivos malto-
oligossacarideos e cGg. Maltosil a maltopentaosil-o-ciclodextrina (G; a G5-¢Gg)
produziram 1-4 mol/mol de glicose com glicoamilase e uma quantidade
equimolecular de G-cGy, respectivamente. A atividade hemolitica da cGg em
eritrécitos humanos, que ¢ intermedidria entre a ¢Gy; e cGg, foi

consideravelmente reduzida quando ligada a cadeias laterais longas.

SHIRAISHI et alii (1989b) sintetizaram maltosil {(@-1-6) a~, B~ ou v-
ciclodextrinas a partir da maltose e o-, B~ ou y-ciclodextrina, respectivamente,
utilizando pululanase de Bacillus acidopullulyticus (EC 3.2.1.41). Mais que
40% de cada substrato da CD foi convertido a sua correspondente maltosil (-
1-6) ciclodextrinas sob as seguintes condigbes: a concentragio combinada de
maltose e CD foi de 70-75 % (p/v), a proporgdo molar de maltose para CD foi
de 9:18 e a quantidade de pululanase foi de 100-200 unidades/g de CD. A
formagcgio de maltosil-CDs foi 6tima na faixa de pH 4,0-4,5 ¢ 60-70 °C. Cada

maltosil CD produzida foi separada dos sacarideos nao ciclicos e da maltose e
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tetracse ramificadas através da precipitagdo com metanol e etanol. As maltosii
CDs foram posteriormente, purificadas por filtragdo em gel em coluna de
Toyopear HW 40 °C e cristalizagfo da solugfo aquosa de maltosil (a-1,6) a-CD
ou soluciio metandlica de maltosil (a-1,6)B-CD. A partir de cada 10 gramas da
ciclodextrina correspondente, a produgfo de maltosil o-, B- ou y-CDs foi 3,0-
3.6g, 2,5-2,8¢ e 2,2-2,5g, respectivamente. A identificacio das maltosil
ciclodextrinas foi feita através da hidrélise com pululanase de Klebsiella

. FE L] . P Y- 13
penumoniae, anélise de metilagdo e andlise com ~C-NMR.

HISAMATSU & YAMADA (1989) imobilizaram a pululanase
termoestavel de Bacillus acidopullulyticus em quitina (PDAC-35), parcialmente
diacetilada com gliceraldeido. A enzima imobilizada mostrou ser capaz de
produzir maltosil B-CD através da acfio reversa de uma mistura de reago
contendo alta concentragiio de maltose {75 g/85 ml) e B-CD (10 g/85 ml). Um
sistema de biorreator contendo a enzima imobilizada poderia produzir
ciclodextrina ramificada mais eficientemente que a enzima nativa. A mistura de
reagio foi ajnlicada em uma coluna de carviio, para remogio de grandes
quantidades de maltose, ¢ as ciclodextrinas adsorvidas na coluna foram eluidas
com solucio de etanol. As B-CD, maltosil-B-0-CD e dimaltosil f-CD foram

geparadas através das colunas ODS ou GPS.

KOIZUMI et alii (1991a) prepararam  uma mistura  de
maltosilciclomaltoheptaose (maltosil-B-ciclodextrina, G, p-CDs) a partir da
maltose e P-CD, através da agfio reversa da pululanase de Klebsiella
preumoniae. Trés isdmeros de posigio da dimaltosil-B-CD na mistura foram
separados através da cromatograﬁa liquida de alta eficiéncia (CLAE), em

coluna de fase reversa e em coluna de carbono grafitizado. Seus pesos
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moleculares foram determinados através da espectrometria de massa e a
estrutura foi estabelecida através das andlises de metilagfio, ressonancia

pon 13 g rys . . .
magnética nuclear ~C e hidrélise com glicoamilase a compostos conhecidos.

KOIZUMI et alii (1991b) pesquisaram também o comportamento
cromatogréfico de varios mono e dissacarideos e ciclomaltaoses em coluna de
carbono grafitizado. Ciclomaltohexaose (a-CD), ciclomaltoheptaose (B-CD),
ciclomaltooctaose (y-CD) e seus derivados glicosil foram analisados através da
utilizacio de 13-15% de solugdio aquosa de acetonitrila como eluente, Os
autores observaram que os tempos de retengfio dos compostos aumentaram com
o aumento da temperatura e que a largura dos picos também diminuiram

melthorando a separagéo.

MURAMATSU et alii (1993) estudaram algumas caracteristicas
cinéticas, bem como a agiio da a-amilase maltogénica de T.viridis (TVA) em
varias ciclodextrinas para aplicagio na produgdo de CDs ramificadas. A TVA
clivou primeiro o anel de maltosil-B-CD, e os monossacarideos ramificados
formados foram imediatamente decompostos para formaglio de hexa e
pentassacarideos, com produgio simultdnea de sacarideos menores nao
ramificados. Em uma agio menor, a enzima liberou uma molécula de glicose a
partir da cadeia lateral de maltosil-B-CD para produzir glicosil-B-CD, que foi
prontamente hidrolisada em sacarideos menores. A enzima apresentou
habilidade para hidrolisar preferencialmente, ciclodextrinas ndo ramificadas na
presenga de quantidades significativas de ciclodextrinas ramificadas. Estas
caracteristicas da enzima sfo consistentes com seu uso potencial na inddastria

para produgio de ciclodextrinas ramificadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1- Isolamento de microrganismos alcalofilicos produtores de CGTase

3.1.1- Isclamento de microrganismos

Para o isolamento dos microrganismos produtores de CGTase
foram analisadas 600 amostras de solo de cultivo de mandioca, milho,
feijdo, batata e de matas virgens de diversos locais do Brasil.

As amostras (0,5g) foram adicionadas em tubos contendo 10 mi
de 4gua destilada esterilizada e 0,1 mi da diluigdo foi inoculada
superficialmente com alga de niquel-cromo em placas contendo o meio de
cultura meio 1 (PARK et alii 1989). As placas foram incubadas a 37°C por
até 4 dias. As coldnias com halo amarelo, supostamente CGTase positivas,
foram inoculadas em tubos inclinados de meio 2 contendo 1,5 % de agar
(NAKAMURA % HORIKOSHI, 1976a) a 37 °C, e posteriormente
armazenadas em geladeira (4 °C). A composicio dos meios de cultura esta

apresentada na tabela 1.
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Tabela 1. Composigio dos meios de cultura para isolamento de microrganismos

alcalofilicos e produco de CGTase

meio 1 meio2 | meio3 meio 4 meio 5 jmeio b
ref, 34 ref. 28 ref. 27 ref. 30 ref. 27 |ref 28
amido solivel 1% 1% 1% 1% 2% 1%
peptona 0,5 % 0,5 % 0,5% 0,5 %
extrato de levedura 0,5 % 0,5 % 0.2 % 0,5 % 0,5%
extrato de carne 0,5 %
*AMM 5%
polipeptona 1%
Na(l 0,2 %
K,HP(O, 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 %
MgSO, 7TH,0 0,02% 1| 0,02% | 0,02% 0,02% | 0,02%
Na,CO; 1% 1% 1% 1% 1%
fenolfialeina 0,03 %
alaranjado de metila | 0,01%
agar L5 %
pH 10,5 10,5 9.0 10,4 10,4 7.5

* AMM-4gua de maceragio de mitho

3.1.2- Selecio de microrganismos produtores de CGTase

Os microrganismos isolados po item 3.1.1. foram cuitivados em
frascos Erlenmeyer de 50 m! contendo 20 m! do meio 2 durante 48 horas, a
37 °C, sob agitagio (150 rpm). Em seguida, o meio fermentado foi
centrifugado (10.000 x g por 10 minutos a 4 °C) em centrifuga Beckman J-
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21B, e o sobrenadante foi utilizado para determinagfio da atividade da
CGTase.

3.2 - Métodos de determinagiio da atividade da CGTase

A atividade enzimatica da CGTase foi determinada pelos métodos
de ciclodextrina-TCE (CD-TCE), descrito por NOMOTO et alii (1984), e
pela medida da atividade dextrinizante da enzima, descrito por FUWA
(1954) modificado por SABIONI & PARK (1992).

A determinagio da proporgdo de ciclodextrinas (o, B e y) foi
realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), baseada

no método de SATO et alii (1985). Os métodos estdo descritos a seguir.

3.2.1- Determinacio da atividade da CGTase pelo método de
Ciclodextrina-Tricloroetileno (CD-TCE)

O método baseia-se na precipitagdo de ciclodextrina pelo
tricloroetileno.A enzima bruta em solugdio foi diluida com tampao Tris-
HC1 50 mM pH 8,0, de modo a obter fatores de diluigho de 2!, 2%, 2, 2,
o, 2° . Um mililitro (1 ml) da solugo de enzima diluida foi adicionado a 5
ml de amido soltivel 2%, preparado com © mesmo tampfo, e a mistura
incubada a 65 °C por 24 horas. Apds a incubagio, adicionou-se 2,5 ml de
wricloroetileno (TCE) 4 mistura, os tubos foram submetidos a forte
agitacBo, seguido de repousoc por 12 horas em temperatura ambiente. A

formacdo de precipitado do complexo CD-TCE nos tubos de ensaio
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determina a atividade da enzima CGTase. O tltimo fator de dilui¢iio com
precipitagio representa o limite de diluigdo da atividade de CGTase ainda
capaz de formar CDs em quantidade suficiente para precipitar. Sob estas
condicdes, a atividade de formagio de ciclodextrinas pode ser expressa

pelo limite do fator de diluigfio (2°).

3.2.2- Determinacdo da atividade da CGTase pelo método da atividade

dextrinizante

Foi adicionado 0,1 mi da solugio de enzima convenientemente
diluida (5U/ml) em 0,2m! de amido solavel 0,2% (p/v), ambos preparados
em tampdo Tris-HC! 50mM pH 8,0. Ap6s incubagio a 65 °C por 10
minutos, a reagdo foi paralisada com a adigio de 4 ml de HCI 0,2M. Em
seguida, foi adicionado 0,5 ml de reagente de iodo (0,2% de KI e 0,02% de
I,) e a solugio foi completada para 10 m! com dgua destilada. A
absorbncia foi determinada a 700 nm em espectrofotﬁmétro Beckman
DU-70. No controle, a enzima foi adicionada ap6s a adigfio do HCIL.

Uma unidade enzimadtica (U) foi definida como a quantidade de
enzima necesséria para reduzir em 10% por minuto a intensidade da cor
azul do complexo iodo-amido (FUWA, 1954, modificado por SABIONI &
PARK, 1992).

O naimero de unidades da enzima por mililitro da solugfio (U/ml),

foi calculado pela seguinte equagio:
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Uml = Ao-A x 100 + 10
A
Ao=Absorbincia do tubo controle (enzima inativa)

=Absorbancia do tubo teste (enzima ativa)

3.2.3- Determinacio da atividade de CGTase pela quantificagio de
ciclodextrinas por CLAE

A mistura de 0,1ml da solugio de enzima bruta (300U/ml) ¢ 0,9
ml de suspensio de amido soltivel a 2% (p/v) em tampao Tris-HC! 50mM
(pH 8,0) foi incubada a 65 °C por 1 hora, e a reagfio paralisada com 0,1 ml
de HCI 0,5N. Em seguida, a mistura foi filtrada em membrana Millipore
HA (poros com 0,45 pm ) e analisada em cromatografo liquido de alta
eficiéncia modelo CG 480C (coluna YMC-Pack Polymine II a 30 °C; fase
mével: mistura de acetonitrila:dgua na proporgdo 65:35; velocidade do
fluxo: 1ml/min), acoplado a um detector refratométrico diferencial CG-410
(temperatura do detector: 30° C). A identificagio dos tipos de ciclodextrina
foi realizada por comparagio direta do tempo de retengdio (tR) com os

padrdes de o-, - e y-ciclodextrina (Sigma).
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3.3- Estudo taxondmico dos microrganismos isolados

3.3.1-Estudo morfolégico, bioquimico e fisiolégico dos microrganismos

selecionados

Os microrganismos isolados que apresentaram alta atividade de
CGTase, determinada de acordo com o item 3.2.2 efou produgfio de maior
quantidade de o-,B- e y-ciclodextrinas, como descrito no item 3.2.3, foram
submetidos a estudo morfolégico, bioquimico e fisiologico para
classificagfo taxondmica.

Considerando que os microrganismos eram alcalofilicos, os meios
de cultura descritos por SNEATH (1986) foram modificados com a adigio
de 1% (p/v) Na,CO, (pH 10,4), para que a leitura da prova nfo fosse
alterada pelo pH alcalino.

3.3.2- Determinacio de menaquinona dos microrganismos

selecionados

Para a identificacdo das linhagens de Bacillus a nivel de espécie
foi estudado o tipo de menaquinona produzido. Os microrganismos foram
inoculados em frascos Erlenmeyer de 250 ml contendo 100 mli de meio
liquido 2 (Tabela 1) e incubados sob agitagio a 37 °C, por 48 horas a 180
rpm. Apos a incubag#o os mejos de cultura foram centrifugados a 10.000 x
g por 10 minutos a 5 °C. Os sobrenadantes dos meios de cultura foram
descartados e as massas celulares foram lavadas seis vezes com agua

destilada e liofilizadas para determinagfo de menaquinona. A extragfo da
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menaquinona foi realizada conforme método descrito por KOMAGATA
(1987). Pesou-se 300 mg da massa celular liofilizada e adicionou-se 30 ml
de uma mistura composta de metanol:cloroformio 1:1 (v/v). As amostras
foram incubadas a 35 °C em agitador reciproco com 100 oscilagbes por
minuto por uma noite para a extragio de menaquinonas. Em seguida, a
solugdo foi filtrada em papel de filtro Whatman n° 2. A solugiio filtrada foi
concentrada em evaporador rotatério a 40°C até obtengfio de volume final
de 3 ml. Em seguida a amostra foi concentrada até um volume final
aproximado de 300 ul utilizando-se gas nitrogénio. As amostras foram
armazenadas em freezer. Ap6s a extragdo a amostra foi aplicada em placas
de cromatografia de camada delgada (Merck-gel 60 F254, 20x20 cm). A
cromatografia foi desenvolvida com benzeno por 40 minutos e visualizada
sob luz UV a 254 nm. A menaquinona foi identificada comparando-se o Rf
com o padrio de vitamina K. A regifio correspondente a menaquinona foi
raspada e suspensa em acetona. Apés a evaporagdo do solvente, a amostra
foi aplicada em placa de cromatografia de camada delgada (Merck HPTLC
RP-18F254, 10x10 ¢m), desenvolvida em sistema de solvente composto de
acetona-dgua (99:1, v/v) por 15 minutos ¢ visualizada sob luz UV a 254

nm (COLLINS & JONES, 1981).

3.4- Produ¢iio de CGTase pela linhagem de Bacillus sp. n® 324 em

diferentes meios de caltura

Para o estudo da produgio de CGTase pela linhagem de Bacillus
sp. n° 324, foram testados os meios de cultura 3, 4, 5 e 6 descritos na

Tabela 1. Og frascos Erlenmeyer de 250 mi contendo 50 ml de meio de
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cultura previamente esterilizados, foram inoculados com 1ml da suspenséo
homogénea, em Agua destilada, da cultura de 24 horas do Bacillus sp. 324
em tubos inclinados de meio 2 contendo 1,5 % de agar (Tabela 1) e
incubados em agitador rotatério a 200 rpm a 37 °C. Foram retiradas
amostras a cada 24 horas até completar 72 horas de fermentagfo. As
amostras foram centrifugadas a 10.000 x g durante 10 minutos a 5°Cea
atividade de CGTase no sobrenadante determinada como descrito no item

3.2.5L

3.5- Otimizacfio do meio de cultura para producfio de CGTase

Para o estudo da otimizagio do meio de cultura para produgdo de
CGTase utilizou-se o meio 3 (Tabela 1) selecionado de acordo com o item
anterior variando-se as concentragdes de amido, dgua de méceragﬁﬂ de
milho (AMM) e Na,COs, conforme ilustra a Tabela 2 e mantendo-se as
concentracdes de K,HPO, e MgS80,.7H,0 como demonstra a Tabela 1.

Os frascos Erlenmeyer de 250 ml, contendo 50 ml dos diferentes
meios de cultura, citados na Tabela 2, foram esterilizados € inoculados
com 1ml da suspensfio homogénea, em 4gua destilada, da cultura de 24
horas do microrganismo em tubos inclinados de meio 2, contendo 1,5 % de
agar. Em seguida os Erlenmeyers foram incubados em agitador rotatério a
200 rpm a 37 °C. Apods 24 horas de fermentacio as amostras foram
centrifugadas a 10.000 x g durante 10 minutos a 3 °C e a atividade de

C'GTase no sobrenadante determinada como descrito no item 3.2.1.
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Tabela 2. Otimizacio do meio cultura para produgdio de CGTase.

Meio de Cultura
meio 3 | meio 7| meio 8 | meio 9  meio 10 | meio 11 | meio 12
Amido 1% 2% 2% 1% 1% 1% 1%
Solivel
AMM* | 5% 5% 5% 5% 5% 3% 7%
Na,CO;{ 1% 1% |1 05% | 0,5% | 1,5% 1% 1%

* AMM- 4gua de maceragio de mitho

3.6- Estudo da relagio entre tempo de fermentagio, crescimento

celular e produgio de CGTase pela linhagem de Bacillus

firmus n° 324 a 35° ¢ 40 °C

Para o estudo dos parimetros cinéticos da fermentagfo foi
utilizado o meio 3 contendo 1 % (p/v) de amido solivel, 5 %(p/v) de
AMM (piv), 1 % (p/v) de Na;,CO3, 0,1 % (piv) de K,HPO, 0,02 % (p/v) de
MgS0,.7H,0 em pH 9,0 e a linhagem de Bacillus sp. n’ 324,

3.6.1- Preparacio do in6culo

Para a preparagio do indculo, 100 ml do meio de cultura meio 3,

selecionado no item 3.1.2, contido em frasco Erlenmeyer de 250 ml foi
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inoculado com a linhagem Bacillus sp. n® 324 e incubado a 35 °C e 2 40 °C

em agitador rotatdrio a 200 rpm por 24 horas.

3.6.2- Fermentacio

A fermentacfo foi realizada em mini-fermentador de 2L
Adicionou-se, assepticamente, 100 ml de in6culo preparado de acordo com -
o item 3.6.1 e 2 ml de dleo de soja estéril, como antiespumante, ao frasco
de cultura contendo 900 mi de meio 3 previamente esterilizado. A
fermentagio foi realizada a 35° e a 40°C, mantendo-se a aeragiio de lvvm
(volume/volume/minuto) e agitagBio constante. Foram retiradas amostras
em intervalos de tempo variados, para a determinacio dos seguintes
pardmetros: crescimento do microrganismo de acordo com o no item 3.6.3.

e atividade enzimatica de acordo com o descrito no item 3.2.3.

3.6.3- Determinaciio do crescimento microbiano

O crescimento do  microrganismo foi  determinado
espectrofotometricamente pela leitura da absorbéncia a 660 nm. Amostras
de 10 ml do meio de cultura foram centrifugadas a 10.000 x g por 10
minutos a 5 °C. O sobrenadante foi armazenado a 10 °C e a massa celular
submetida a trés lavagens sucessivas com 10 mi de 4gua destilada. A
leitura da absorbdncia das amostras foi realizada contra dgua destilada a

660 nm.
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3.7- Produciio e purificaciio de CGTase

3.7.1- Obtencao da enzima bruta

A linhagem de Bacillus sp. n° 324 foi cultivada em frasco
Erlenmeyer contendo 100 ml do meio 3 por 15 horas a 40 °C, sob agitagio
de 200 rpm. Esse in6culo foi tranferido para fermentador New Brunswick
Scientific, modelo Biofilo 1, contendo 1250 ml de meio 3 e incubados por
24 horas a 40 °C, sob aeragio de 1 vvm (volume/volume/minuto), para

obtencdo da enzima bruta.

3.7.2- Concentracgiio da CGTase por ultrafiltra¢io em membrana

O meio fermentado obtido no item 3.7.1 foi centrifugado a 11.000
x g, por 10 minutos a 4 °C. A massa celular foi descartada. O sobrenadante
(1300 ml) foi concentrado através de ultrafiltragio em Micro-Thin Channel
Ultrafiltration System - modelo TCF2A (Amicon Co.), em membrana de
30.000 Da., até obter um volume de 200 mi, o qual foi dializado contra
4gua deionizada por 48 horas a 5 °C, e posteriormente, contra tamp&o Tris-

HC10,05M pH 8,0 a 5 °C por 24 horas.

3.7.3- Cromatografia da CGTase em coluna de DEAE - Sephadex A-50

Primeiramente, a resina DEAE-Sephadex A-50 foi equilibrada em

tampao Tris-HC1 0,05M pH 8,0 e empacotada em coluna de 100 cm de
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comprimento e 2,5 cm de didmetro. Uma aliquota de 70 ml de solugio
enzimatica de CGTase, obtida no item 3.7.2, foi aplicada na coluna. A
amostra foi eluida da coluna pela aplicagio de 300 m! de tampao Tris-HCI
0,05 M pH 8,0 e quantidades de 50 ml de tampéo Tris-HC1 0,05 M pH 8,0
contendo concentragdes de 0,1; 0,2; 03; 0,4; 0,5, ¢ 0,6 M de NaCl,
consecutivamente. Fragdes de 5 ml foram coletadas em coletor de fragSes
Foxy 200 a cada 30 minutos. O curso de eluigdo das proteinas foi
acompanhado pela medida de absorbincia a 280 nm. A atividade
enzimatica das fracbes foi determinada de acordo com o descrito no item

3.2.2.

3.7.4- Cromatografia da CGTase em coluna de DEAE - Sepharose
CL-6B

A resina DEAE-Sepharose CL-6B foi equilibrada em tampéo
Tris-HC! 0,05 M pH 8,0 e empacotada em coluna de 40 cm de
comprimento e 2,5 cm de didmetro. Uma aliquota de 50 ml de solugdo
enzimatica de CGTase obtida no item 3.7.3, foi apliéada na coluna. A
amostra foi eluida da coluna pela aplicagdo de 50 ml de tampao Tris-HCl
0,05 M pH 8,0, e quantidades de 150 ml de tampdo Tris-HC! 0,05 M pH
8,0 contendo concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; e 0,6 M de NaCl,
consecutivamente. Fragdes de 5 ml foram coletadas em coletor de fracbes
Foxy 200 a cada 30 minutos. O curso de eluicio das proteinas foi
acompanhado pela medida de absorbéncia a 280 nm. A atividade
enzimética das fracbes foi determinada de acordo com o apresentado no

ftem 3.2.2.
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3.7.5- Obtenciio da enzima purificada

As fragbes obtidas nos itens anteriores (3.7.3 e 3.7.4), que
continham maior atividade enzimdtica, foram reunidas e submetidas a
dialise contra agua deionizada por 24 horas a 3 °C, sendo em seguida
equilibrada em tampao Tris-HCl 0,05 M pH 8,0. Esta solugio enzimatica

foi utilizada posteriormente para caracterizagio da enzima CGTase.

A determinagio de proteina foi realizada pelo método
colorimétrico de LOWRY et alii (1951), utilizando albumina de soro

bovino como padrio,

3.8~ Caracterizacdio bioquimica da CGTase purificada

A atividade da enzima purificada foi acompanhada pela atividade
dextrinizante (SABIONI & PARK, 1992) e pela formacgfio de
ciclodextrinas através do método de SATO et alii (1985). Para o estudo das
caracteristicas bioquimicas da CGTase avaliada pela atividade
dextrinizante e pela atividade de formagio das ciclodextrinas utilizou-se
solugio CGTase purificada contendo 5 U/ml e 300 U/ml de atividade

dextrinizante, respectivamente.
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3.8.1- Efeito do pH na atividade da CGTase

O efeito do pH na atividade dextrinizante e¢ na formagdo de
ciclodextrinas pela CGTase foi estudado na faixa de pH de 3,0 a 10,5,
Foram utilizados os sistemas - tamp#io acetato pH 3,6 a 5,5 , fosfato pH 6,0
a 7,0, Tris-HCl pH 7,5 a 8,5, borato-acido bérico pH 9,0 ¢ borato-NaOH
pH 9,5 a 11,0 na concentragio 0,05 M.

Para o estudo da determinagfo do pH Otime de atividade
dextrinizante, aliquotas de 100 pl de uma solugdo de CGTase purificada
(5 U/ml ) foram adicionadas em tubos de ensaio com rosca contendo 0,3
ml de solugdo 0,2 % amido solivel preparados em tampZo 50 mM de
diferentes pH, incubados a 65 °C por 10 minutos. A atividade foi
determinada de acordo com o item 3.2.2,

Para a determinagfio do pH dtimo de formaclio de ciclodextrina
aliquotas de 100 pl de uma solugio de CGTase purificada (300 U/ml)
foram adicionadas em tubos Eppendorf contendo 0,9 ml de solugdo 2%
amido soltvel preparados em tampdo 50 mM de diferentes pH. Os tubos
foram incubados a 65 °C por 60 minutos e a reagfo foi paralizada com 0,1
m! de HC1 0,5 N. A atividade foi determinada de acordo com o descrito no

item 3.2.3.

3.8.2- Efeito do pH na estabilidade da CGTase

O efeito do pH na estabilidade da atividade dextrinizante ¢ na

formagéo de ciclodextrinas pela CGTase foi estudado na faixa de pH 3,0 a
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11,0. Aliquotas da enzima CGTase (5 U/ml de atividade dextrinizante ou
300 U/m! de CGTase purificada) diluidas em tampdes S0 mM de diferentes
valores de pH foram adicionados em tubos de ensaio com rosca e pré-
incubadas a 30°C por 60 minutos.

Para o estudo do efeito do pH de estabilidade da atividade
dextrinizante, aliquotas de 100 pul de enzima pré-incubada em diferentes
pH foram transferidas para tubos de ensaio contendo 300 p de solugdo 0,2
% de amido solGivel em tampio Tris-HCI 100 mM pH 8,0. A atividade
enziméitica residual foi determinada de acordo com o item 3.2.2,

Para o estudo do efeito do pH de estabilidade na formagdo de
ciclodextrina, aliqudtas de 100 pl de enzima pré-incubada em diferentes
pH foram transferidas para tubos de Eppendorf contendo 900 pul de solugdo
2 % de amido soltivel com tampdo Tris-HCI 100 mM pH 8,0. A atividade
enzimatica residual de CGTase foi determinada de acordo com o descrito

no item 3.2.3.

3.8.3- Efeito da temperatura na atividade da CGTase

Para a determinagio da temperatura Otima na atividade
dextrinizante, aliquotas de 100 pl da solugio da CGTase purificada (5
U/ml) foram adicionadas em tubos de ensaio contendo 0,3 ml de solugdo
0,2 % de amido solivel preparado em tamp#o Tris-HCI 0,05 M (pH 8,0).
Os tubos de ensaio foram incubados nas temperaturas de 45, 50, 55, 60, 65
e 70 °C por 10 minutos. A atividade enzimatica residual foi determinada de

acordo com o ftem 3.2.2.
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Para a determinagfo da temperatura otima de formagdo de
ciclodextrina, aliquotas de 100 pl de solugio de CGTase purificada (300
U/ml) foram adicionadas em tubos contendo 900 pl de solugdo 2 % de
amido solivel em tampéo Tris-HC] 0,05 M (pH 8,0) e os tubos foram
incubados nas temperaturas de 45, 50, 55, 60, 65 ¢ 70 °C por 60 minutos.
A atividade enzimdtica foi determinada de acordo com o descrito no item

3.2.3.

3.8.4- Efeito da temperatura na estabilidade da CGTase

Para o estudo da estabilidade térmica de CGTase, baseado na
atividade dextrinizante, a mistura de 50 pl de CGTase purificada (10 U/ml)
e 50 pl de tampéo Tris-HC1 50 mM pH 8,0, foi pré-incubada, em tubos de
microcentrifuga, em diferentes temperaturas (45, 50, 55, 60, 65 ¢ 70 °C)
por 30 minutos. Apds incubagdo os tubos foram transferidos para banho de
gelo. A atividade dextrinizante residual foi determinada adicionando-se
300 ul de solugio 0,2 % de amido soliivel em tampao Tris-HC1 0,5 mM pH
8,0, aos tubos contendo a enzima pré incubada a diferentes temperaturas. A
atividade enzimética residual da CGTase foi determinada de acordo com o
descrito no item 3.2.2.

Para o estudo de estabilidade térmica da CGTase, baseado na
formagdo de ciclodextrina, a mistura contendo 50 pl de CGTase purificada
e 50 pl de tampfio Tris-HCl 50 mM pH 8,0 foi pré-incubada em tubos de
microcentrifuga em diferentes temperaturas (45, 50, 55, 60, 65 ¢ 70 °C) por
30 minutos. Apds incubagio os tubos foram transferidos para banho de

gelo. A atividade residual de formac@io de ciclodextrinas foi determinada
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adicionando-se 900 ul de solugio 2 % de amido soliivel em tampéo Tris-
HCl 50 mM pH 8,0. A atividade enzimatica foi determinada de acordo

com o descrito no ftem 3.2.3.

3.8.5- Efeito da presenca de sais minerais na atividade da CGTase

O efeito dos fons sais minerais HgCl,, KCl, MgSO,, CoCl,,
MnSO,, CuSO,, FeSO, e CaCl, na atividade enzimatica da CGTase
purificada (5 U/ml) foi testado utilizando-se diferentes concentragies
finais desses sais minerais (1 ¢ 10 mM). Para a determinagdo da influéncia
dos sais minerais na atividade dextrinizante aliquotas de 100 pl da solugfo
da CGTase purificada (5 U/ml) foram adicionadas em tubos de ensaio
contendo 300 ul de solugfio 0,2 % de amido soltvel preparado em tampao
Tris-HC1 0,05 M pH 8,0, contendo 1 ou 10 mM de sal mineral. A atividade
enzimatica foi determinada de acordo com o descrito no item 3.2.2. Para o
estudo da presenca de sais minerais na atividade de formacdo de
ciclodextrina aliquotas de 100 pl de solugfio de CGTase purificada (300
U/ml) foram adicionadas em tubos contendo 900 pl de solugéio 2 % de
amido solGvel em tampdo Tris-HCl 0,05 M pH 8,0, contendo 1 mM ou 10
mM de sal mineral. A atividade enzimatica foi determinada de acordo com

o descrito no ftem 3.2.3.
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3.8.6- Efeito da presenca de inibidores na atividade da CGTase

O efeito de substAncias quimicas inibidoras (4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), bissulfito de sédio, L-cisteina, azida de
sodio, B-mercaptoetanol, N-bromosuccinimida, p-hidréxido
mercuribenzonato e arseniato de sodio) na atividade enzimatica da CGTase
purificada (300 U/ml ) foi testado pelo método de formaglo de
ciclodextrinas descrito por SATO et alii (1985) utilizando-se diferentes
concentragBes finais desses inibidores {1 e 5 mM). Aliquotas de 100 pl de
solugiio de CGTase purificada (300 U/ml) foram adicionadas em tubos
contendo 900 pl de solugio 2 % de amido soltivel em tampéo Tris-HCl
0,05 M pH 8,0, contendo 1 ou 5 mM de inibidor. A atividade enzimatica

foi determinada de acordo com o descrito no item 3.2.3.

3.8.7 - Determinacioc do peso molecular da CGTase

O peso molecular da enzima CGTase de Bacillus sp. n° 324 foi
determinado por eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de
sédio (SDS-PAGE), conforme método descrito por WEBER & OSBORN
(1969) modificado, usando-se Kit de calibragfio para eletroforese para
determinacgio de peso molecular da Pharmacia LKB. Para a preparagdo do
gel 10 % poliacrilamida (p/v), 2,5 g de acrilamida e 0,1 g de
metilenobisacrilamida foram dissolvidos em Agua destilada para um
volume final de 10 mL O tamp#o do gel consistiude 3 g de Trise 14,5 g de
glicina em 100 ml de 4gua destilada. Uma aliquota de 1,1 ml do tampéio
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(pH 8,3) do gel foram misturados com 4,0 ml da solugfo de acrilamida, 6,7
ml de 4gua destilada, 90 pl de soluco de persulfato de ambnio (1g/10ml) e
9 ul de N, N, N’, N’-tetrametiletilenodiamino, sendo imediatamente
colocados na placa do gel. O tampdo do gel foi diluido 1:10 com agua
destilada e usado para encher os dois compartimentos do apareltho de
eletroforese. Em seguida, foram aplicados 5 pl da amostra (item 3.7.5). As
solugBes das proteinas padrdes, utilizadas na determinagfio de peso
molecular, foram da Pharmacia LKB (fosforilase B - 94,000 Da., albumina
de soro bovino - 67.000 Da., ovoalbumina - 43.000 Da., anidrase carbdnica
- 30.000 Da., inibidor de tripsina ~ 20.100 Da e o-lactoalbumina 14.400
Da.). Uma aliquota de 10 pl de solugdo de padrdo contendo 100 ug de cada
proteina/ 100 pl foram aplicadas no gel. A eletroforese se desenvolveu sob
corrente constante de 30 mA por 90 minutos. O gel foi fixado em azul de
Coomassie 0,25 % (p/v) por 1 hora, e descorado com &cido acético-
metanol-dgua (1:3:6, v/v, respectivamente) por 12 horas. A mobilidade da

proteina foi determinada pela equagéo:

distancia de migragfio da proteina X comprimento antes de corar

Mobilidade -

comprimento do gel apos descorado X distAncia de migragio do corante

As mobilidades foram plotadas em fungfio dos pesos moleculares

das proteinas padrdes expressos em escala logaritmica.
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3.9- Estudo da produgio de ciclodextrina

3.9.1- Estudo da produciio de o, B e y-ciclodextrina a partir do amido

utilizando-se a CGTase de Bacillus firmus n® 324

A mistura de 100 pl de CGTase bruta (300 U/ml) e 900 ul de
solugdo 4 % (p/v) de amido solivel em tampao Tris-HC1 50 mM pHB,0 foi
incubada por 1 hora a 65 °C. Os produtos da reag8o foram analisados por

CLAE através do método descrito no item 3.2.3.

3.9.2- FEfeito da concentragiio de substrato e tempo de reacio na

produgfo de ciclodextrina

Para o estudo do efeito da concentragéio de substrato na produgéo
de ciclodextrina, os sistemas de reagfio foram constituidos de 100 pl de
enzima bruta (300U/mi) e 900 pl de solugdo de amido solivel em
diferentes concentragdes (1 a 6 %, p/v) em tampéo Tris-HCl 50 mM pH
8.,0. As misturas de reagio foram incubadas a 65 °C durante 1,2,3,5,7e 9
horas. A reacfio foi paralizada pela adigdo de 0,1 ml de HCl 0,5 M. Os
produtos da reagfio foram analisados por CLAE de acordo com o descrito

no item 3.2.3.
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3.9.3- Efeito do tempo de reacio na formagiio de ciclodextrina pela
CGTase de Bacillus firmus n° 324 a partir de 5 % de amido

solivel

Para o estudo do efeito do tempo de reagfio na producdo de
ciclodextrina, os sistemas de reagfo foram constituidos de 100 pl de
enzima bruta (300U/ml) e 900 pl de solugio de amido soltvel a 5% em
tamp#o Tris-HCl 50 mM pH 8,0. As misturas de rea¢fo foram incubadas a
65 °C durante 1, 2, 3, 5, 7, 9, 16 e 24 horas. A reagio foi paralizada pela
adicfio de 0,1 ml de HC1 0,5 M. Os produtos da reagfo foram analisados

por CLAE de acordo com o descrito no item 3.2.3.

3.10- Estudo da produciio de ciclodextrinas ramificadas (maltosil-

ciclodextrinas)

Para a produgiio de ciclodextrinas ramificadas testou-se as
enzimas desramificantes pululanase de Klebsiella sp. 192 e isoamilase de

Flavobacterium sp. produzidas como descrito a seguir.

3.10.1- Producfio da enzima pululanase de Klebsiella sp. 192

Para a produgdo de inGculo, 70 ml do meio de cultura 13
apresentado na Tabela 3, contido em frasco de 250 ml foi inoculado com a
linhagem de Klebsiella sp. 192 e incubado a 30 °C em agitador rotatério 2

200 rpm por 15 horas. Em seguida o pré-indculo foi adicionado em
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fermentador New Brunswick Sciencific, modelo Bioflo 11, contendo 700
ml do meio 13, ajustado para pH 7,0 e incubado a 30 °C por 76 horas, a
200 rpm. Ap6s incubagio, o meio fermentado foi centrifugado a 10.000 x
g por 10 minutos, a 4 °C, em centrifuga Beckman J-21B. A massa celular
foi descartada e o sobrenadante obtido foi concentrado através de
ultrafiltragio em Micro-Thin Channel Ultrafiltration System - modelo
TCF2A (Amicon Co.), em membrana de 30.000 Da., sendo, primeiramente
dialisado contra 4gua deionizada por 48 horas, a 5 °C e posteriormente
contra fampz'io fosfato 0,05 M pH 6,0, a 5 °C por 24 horas. A preparagio

enzimatica obtida foi utilizada como fonte de enzima bruta.

Tabela 3. Composi¢do dos meios de cultura para produgfio de enzimas

amiloliticas desramificantes.

Meio 13 (ref. 42) Meio 14 (ref. 41)
amilopectina 2%
Peptona 0,2%
Extrato de Levedura 0,1%
Glutamato de Sédio 0,4%
Maltose 0,5%
K,HPO, 0,1%
MgS0,. 7TH,0 0,05%
(NH,);HPO, 0,15%
FeCl3.6H,0 : 0,001%
MnCl, 4H,0 0,001%
NaCl, 0,001%
pH 7,0 7,0
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3.10.2- Determinaciio da atividade da pululanase

A atividade da pululanase da preparacio enzimatica bruta obtida
no item 3.10.2 foi determinada pelo método descrito por TAKASAKI
(1976), com modificagdes. Uma amostra de 0,5 ml da solugdo a 0,7 % de
pululana em tampdo fosfato 0,1 M pH 6.0 foi adicionada em tubo de
ensaio, contendo 0,5 ml de solugio da enzima., A mistura da reagdo foi
incubada a 40°C durante 30 minutos. Os agticares redutores formados
foram determinados pelo método de SOMOGYI-NELSON (1944),
utilizando-se como padrio a maltotriose. Uma unidade de atividade da
enzima foi definida como a quantidade de enzima que libera aglcares
redutores expressos como pg maltotriose/minuto/ml de enzima a partir da

pululana sob as condigbes descritas acima.

3.10.3- Producio da enzima isoamilase de Flavobacterium sp.

Preparou-se um indculo da linhagem de Flavobacterium sp. em
frasco Erlenmeyer contendo 70 ml de meio 14, apresentado na Tabela 3
ajustado para pH 7.0. Apds incubagio em agitador rotatorio a 200 rpm, a
28°C durante 15 horas, o pré-inculo foi adicionado em fermentador New
Brunswick Scientific, modelo Bioflo II, contendo 700 ml de meio 14, pH
7,0 e incubado a 28 °C por 48 horas, a 200 rpm. Apos incubago, 0 meio
fermentado foi centrifugado a 10.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C em
centrifuga Beckman J-21B. O sobrenadante foi concentrado, através de
ultrafiltragio em Micro Thin Channel Ultrafiltration System - modelo
TCF2A (Amicon Co.) em membrana 30.000 Da., sendo em seguida
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dialisado contra 4gua deionizada e tampao citrato fosfato 0,05 M pH 6,3 a
5 °C, por 48 horas ¢ 24 horas, respectivamente. Este dialisado foi utilizado

como preparagio da enzima bruta,

3.10.4- Determinacio da atividade da isoamilase

A atividade da isoamilase, na preparagfio bruta obtida no item
3.10.4 foi determinada de acordo com o método descrito por
KOBAYASHI (1955). A mistura de 5 ml de solugfio a 1 % (p/v) de
amilopectina de milho ceroso em 4gua destilada e 1 ml de solugfio tampdo
fosfato 0,5 M pH 6,3 foi incubada em banho de 4gua a 40 °C. A seguir 1
m! de solugio enzimética foi adicionada & mistura de reagdo. Apés 1 hora
de incubacio, uma aliquota de 0,5 m! da mistura de reago foi transferida
para um tubo de ensaio contendo 0,5 ml de solugfo de lodo-KI1 0,01 N e a
solugfio final diluida para 25 ml com é4gua destilada. A absorbancia da
soluciio foi medida em espectrofotdbmetro Beckman DU-70, utilizando-se
como branco a mistura da reagiio no tempo zero.

Uma unidade de atividade foi definida como o aumento de 0,01

na absorbancia a 620 nm/ml de enzima nas condigdes do ensaio,

3.10.5- Estudo da utilizacfio das enzimas amiloliticas pululanase e

ispamilase na formacio de maltosil (a-1,6)-ciclodextrina

Para o estudo da formacfo de maltosil {o-1,6)-ciclodextrina a

atividade enzimatica de pululanase e de isoamilase foram determinadas de
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acordo com o item 3.10.4 utilizando como substrato a amilopectina. A
mistura de 600 mg de maltose, 100 mg de cada ciclodextrina (-, B-ou y-
CD), e pululanase de Klebsiella (44 U/ml) ou isoamilase de
Flavobacterium (44 U/ml) foram dissolvidas em tampio citrato-fosfato 50
mM pH 4,0 para um volume final de 1 ml. As misturas foram incubadas a
50 °C com agitaciio por 24 horas. Apés incubagfio as amostras foram

analisadas através da CLAE como descrito no item 3.10.6.

3.10.6- Analise das ciclodextrinas ramificadas

Aliquotas de 1m! das misturas de reagdo obtidas no item 3.10.5
foram filtradas em membrana Millipore HA (poros com 0,45 pm ) e
analisadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia modelo CG 480C
(coluna YMC-Pack Polymine II a 30 °C: fase movel: mistura de
acetonitrila;dgua na proporgdo 65:35; velocidade do fluxo: 1,5 ml/min),
acoplado a um detector refratométrico diferencial CG-410 {temperatura do
detector: 30 °C). A identificagdo das ciclodextrinas foi realizada por
comparagio direta do tempo de retengdo (tR) com os padrbes de a, B e y-
ciclodextrina (Sigma) & maltosil B-ciclodextrina (Ensuiko Sugar Refining

co.).
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3.10,7- Efeito da concentragiio da pululanase na formagio de maltosil

{x-1,6) ~ciclodextrina

Para o estudo do efeito da concentragio de pululanase na
formagdo de maltosil (0-1,6) -ciclodextrinas, as misturas de reagfio de 600
mg de maltose, 100 mg de cada ciclodextrina (o, f ou y) e pululanase nas
concentracdes 1,3,5,5, 7,5, 10, 13 unidade/mi foram incubadas a 50°C
durante 24 horas. Neste experimento a atividade de pululanase foi

determinada de acordo com o apresentado no item 3.10.2.

3.10.8- Efeito do tempo de rea¢iio na formaciio da maltesil (a-1,6) B-

ciclodextrina

Para o estudo do efeito do tempo de reagdo na formacdo da
maltosil (at-1,6) P-ciclodextrina, a mistura de reagdio foi constituida de 100
mg de B-ciclodextrina e 600 mg de maltose, pululanase de Klebsiella sp.
(10 U/100 mg de B-CD) para um volume final de 1 m} em tampdo citrato-
fosfato 50 mM pH 5,0, a 50 °C. Neste estudo a atividade de pululanase foi
determinada de acordo com o descrito no item 3.10.2. As amostras foram
retiradas a cada 5 horas, por um periodo de 30 horas, para a analise dos

produtos formados como descrito no item 3.10.6.
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3.10.9- Estudo do pH étimo de formagio de maltosil (a-1,6) B-

ciclodextrina

Para o estudo do efeito do pH Stimo de formagdo de maltosil (a-
1,6) P-ciclodextrina, as misturas de 600 mg de maltose, 100 mg de B-CDe
pululanase de Klebsiella (10 U/100 mg de B-CD) em tampéo citrato-
fosfato 50 mM, em pH 3,0, 3,5, 4,0, 45,50, 6,0 ou 7,0, para um
volume final de 1 ml, foram incubadas a 50 °C com agitag@o por 24 horas.
Apds incubagio, as amostras foram analisadas por CLAE como descrito no

item 3.10.6.

3.10.10- Estudo da temperatura étima de formaciio de maltosil (0-1,6)

p-ciclodextrina

Para o estudo do efeito da temperatura 6tima na formacgdo de
maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina, as misturas de 600 mg de maltose, 100
mg de B-CD e pululanase de Kiebsiella (10 U/ 100 mg de B-CD) em
tampdo citrato-fosfato 50 mM pH 5,0, para um volume final de 1 ml,
foram incubadas em diferentes temperaturas (40, 45, 50 ¢ 55 °C) com
agitacfio por 24 horas. Apés incubaglo, as amostras foram analisadas por

CLAFE como descrito no item 3.10.6.
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3.10.11- Estudo da concentracio otima de substrato para a formagio

de maltosil {(a-1,6) B-ciclodextrina

Para o estudo do efeito da concentracdo 6tima de substrato na
formagiio de maltosil («-1,6)-B-ciclodextrina, as misturas de reagfio foram
constituidas de 10 unidades de pululanase de Klebsilellasp. e de
maltose : B-ciclodextrina ( proporgio molar 18,8 : 1) em concentraches
varidveis entre 40 a 80 % para um volume final de 1 ml em tampdo citrato-
fosfato 50 mM pH 5,0. As misturas de reago foram incubadas a 50 °C
durante 24 horas e a formacdc de maltosil (o-1,6) P-ciclodexirina foi

verificada de acordo com o apresentado no item 3.10.6.

3.10.12- Relacgdo entre a propor¢ic molar de maltose :B-ciclodextrina

na formacéo de maltosil (0-1,6) B-ciclodextrina

No estudo do efeito da proporgio molar de maltose : [-
ciclodextrina na formacio de maltosil (o-1,6) PB-ciclodextrina, a
concentragio de substrato (maltose : B-ciclodextrina) foi mantida fixa em
70% e a proporgio molar do substrato foi varidvel como ilustra a Tabela 4.

As misturas de reacfio, constituidas de 10 unidades de pululanase
de Klebsiella sp. e 70 % de substrato maltose : B-ciclodextrina , em
proporges varidveis, em tampdo citrato-fosfato 50 mM pH 5,0 para um
volume final de 1 ml, foram incubadas a 50 °C por 24 horas com agitag#o.
Apés incubagiio a formagdio de maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina foi

analisada de acordo com o descrito no item 3.10.6.
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Tabela 4 : Proporgio molar de maltose e B-CD para a produgio de maltosil

(a-1,6) B-ciclodextrina

Maltose (mg) B-ciclodextrina (mg) Proporgio molar
600 100 18,9:1
550 150 11,6:1
500 200 7,9:1
400 300 4,27:1
350 350 3,2:1
300 400 2,37:1
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Isolamento e selecio de microrganismos alcalofilicos produtores de
CGTase

O isolamento e selecdo de microrganismos alcalofilicos produtores de
CGTase foi realizado de acordo com o apresentado no item 3.1.1.

Das 560 linhagens de microrganismos alcalofilicos isoladas de 600
amostras de solo brasileiro em meio alcalofilico, oito linhagens foram
selecionadas por apresentarem alta atividade enzimatica de CGTase determinada

pelo método de precipitagdo com tricloroetileno descrito no ftem 3.2.1.

Tabela 5. Linhagens de microrganismos selecionadas, Atividade de CGTase pelo

método de CD-TCE e produgfio de ciclodextrinas.

linhagem | Fonte do microrganismo Atividade de Produgio de CDs( jg/20ul)
mmero CGTase pelo
método de
CD-TCE
solo de cultivo de 27 2 Y o B ¥
207 mandioca {Ubatuba) + o+ - 5,0 70 17
324 mitho (Campo Grande) + + 6,2 78 30
341 milho (Porto Seguro) + + - 42 72 20
348 feijio (Ttatiaia) + 4+ - 4,2 68 18
428 mandioca (Piracicaba) + + - 4,5 71 21
431 mitho (S&o Pedro) 4+ - 4,5 73 20
434 mitho (f.ages) + - 5,0 68 23
437 batata (Porto Alegre) + + - 4,2 72 21
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Todas as linhagens selecionadas produziram B-ciclodextrina em maior
quantidade em relagdo a - ¢ y-ciclodextrina como demonstra a Tabela 5. A
utilizagio do meio 1 descrito na Tabela 1 favorecen a obtengdo de
microrganismos alcalofilicos produtores de alta quantidade de B-ciclodextrina

(68-78 ug/ 20ul) , conforme j& observado por NOMOTO et alii (1986) e
SABIONI & PARK (1992).

4.2 Identificaciio das linhagens de microrganismos produtores de CGTase

De acordo com as caracteristicas, morfologicas ¢ bioquimicas (item 3.3.1)
verificou-se que as oito linhagens produtoras de CGTase pertencem ao género
Bacillus sp. {Tabela 6). GORDON & HYDE (1 982), apos conduzirem estudos
taxondmicos com 174 linhagens de Bacillus alcalofilicos que se desenvolveram
em uma faixa de pH entre 7,5 a 10,5, constataram que mais de 50 % das
linhagens eram da espécie Bacillus lentus ¢ 30 % da espécie de Bacillus firmus.
De acordo com o Manual Bergey's (SNEATH, 1986), as caracteristicas
fisiologicas e morfologicas das linhagens selecionadas sdo similares as descritas
para a espécie Bacillus firmus. Para uma confirmagdo definitiva foram realizados
testes de quimiotaxonomia, de acordo com o método descrito no item 3.3.2.
Observou-se que as oito linhagens isoladas apresentaram menaquinona MK-7
(Figura 1). Segundo HESS et alii (1979), a maioria dos microrganismos
pertencentes ao género Bacillus apresentam, menaquinona do tipo MK-7, exceto
B. thuringiensis e B. lenfus que possuem MK-8 ¢ MK-9, respectivamente.
Portanto, todas as linhagens isoladas pertencem a espécie Bacillus firmus.

Entre as linhagens selecionadas, a linhagem Bacillus firmus n° 324 foi a
que apresentou maior atividade de CD-TCE ¢ maior produgfo de y-ciclodextrina

e por isso foi escolhida para os estudos de produgdo e caracterizagio da CGTase.
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Tabela 6. Caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisiolégicas dos isolados

alcalofilicos que apresentaram maior produgdo de CGTase

n° do isolado
2071324 13411348 | 428 | 4311434 {437
Coloragio de Gram + 1+ + ]+ + 1+

Forma de endosporo + + + |+

Motilidade + 1+ P+ P+ 1+ 1+ 1+
Temperatura de crescimento s -1 -]-1-1-1=-1~1-

W0C| + |+ ]+ |+ +]+]+

40°C L+ | + | + | + + 1+
45°C 4 - |+ - | - - - . -
50°C | - - - - -1 - . -
Crescimento em NaCl 7% + i+ 1+ ]+ 1+ +]+ ]+
Hidrdlise da gelatina + A+ P+ ]+ ]+
Hidrolise da caseina + ]+ ]+ 1+ 1+ ]+ |+ ]+
Hidrélise do amido + |+ + ]+ ]+ + ]+ 1+
Catalase + i+ + 1+ 1+ 1+ 1+ ]+
Produgdio de Acido de glicose Tl ¥+ ]+ +1+7+]+
Produgio de Acido de manitol Tl + |+ 1+ +1+1+1+
Produgfic de Acido de xilose -1 -t 7-1-1-1-
Produgio de Acido de arabinose -l -] -1-1-1-1-1-
Tipos de menaquinona(MK-} 7T+ 74V 77V 7T
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MK-7

Figura 1 : Cromatografia em camada delgada de fase reversa das menaquinonas
das linhagens selecionadas de Bacillus sp.(Merck HPTLC RP F254
10x10 cm): padrdo de Menaquinona (MK-7), Bacillus sp. n® 324, n°
348, n° 434, n° 428, n° 437, n° 431, n° 207, respectivamente.
Solvente: acetona - agua (99 : 1, v/v), tempo de corrida:15 minutos,

visualizada sob UV a 254nm.
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4.3- Otimizacio da producio de CGTase pela linhagem de Bacillus firmus
n° 324

Na primeira etapa foram testados diferentes meios de cultura como descrito
no item 3.4. Entre os meios de cultura testados foi obtido maior atividade de
CGTase utilizando-se o meio de cultura 3 composto de 1% de amido soluvel, 5 %
de agua de maceragdo de milho ¢ 1 % de NayCO;. O resultado pode ser

visualizado na Figura 2.
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Figura 2 : Selegdo do meio de cultura para a produgdo de CGTase de Bacillus
firmus n°324.

Como pode-se observar, o meio de cultura 3 apresentou um rapido
aumento da atividade de CD-TCE atingindo o valor 2’ apés 24 horas de
fermentagdo, enquanto com os outros meios de cultura, a atividade maxima

variou entre 2% a 28,
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Apbs a selegiio do meio de cultura que apresentou maior atividade de
CGTase , realizou-se estudos para a otimizagio deéte meio de cultura variando-se
a concentragdo dos seus componentes como descrito no item 3.5,

Neste estudo verificou-se que o meio de cultura 3, coincidentemente, foi o
melhor meio de cultura para produgdio de CGTase. Este resultado ests de acordo
com o trabalho realizado por NAKAMURA & HORIKOSHI (1976a), que
obtiveram maior produgio de CGTase de Bacillus sp. utilizando este mesmo

meio de cultura.

4.4- Relacdo entre tempo de fermentacdo, crescimento do microrganismo e
produciio de enzima CGTase pela linhagem de Bacillus Jirmus n° 324
a358°ed40°C

O estudo do crescimento do microrganismo e produgdo de CGTase pela
linhagem de Bacillus firmus n° 324 foi realizado de acordo com o método
descrito no ftem 3.6.

As Figuras 3 e 4 ilustram, respectivamente, a relagdo entre tempo de
fermentagdo, crescimento do microrganismo e produgdo de CGTase a 35 °Ce
40 °C

Na fermentagiio a 35 °C (Figura 3), verificou-se que a enzima CGTase fo1
produzida na fase exponencial de crescimento atingindo a atividade méxima de 2
umol de B-ciclodextrina/min/ml apos 24 horas de fermentagéo.

Na fermentagéio a 40 °C (Figura 4), observou-se que a enzima CGTase foi
produzida na fase exponencial, alcangando a atividade maxima de 3,8 pmol de B-
ciclodextrina/min/mt ap6s 16 horas de fermentagio. Considerando o tempo de
fermentagdo de 16 horas foi observado que a produgdo de enzima na fermentacdo

a 40 °C foi aproximadamente duas vezes maior em relagdo a fermentaciio a 35°C.
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SABIONE & PARK (1992) no estudo da produgdo de CGTase pela
linhagem de Bacillus lentus n° 42 a 40 °C, verificou-se que a enzima era
produzida somente na fase estacionaria, apds 96 horas de fermentagdo, atingindo
atividade no valor de 2% no método CD-TCE. Comparando-se a produgdo de
CGTase pela linhagem de Bacillus lentus n° 42 ¢ a linhagem de Bacillus firmus
1° 324 deste estudo verificou-se que esta Gltima apresentou maior produgdo de
enzima em menor tempo de fermentagdo. O valor de atividade de CGTase de 3.8
umol de B-ciclodextrina /min/ml obtido apos 16 horas de fermentagdo a 40 °C
corresponde ac valor de diluigfo 2% 1o método CD-TCE utilizado por SABIONE
(1991) para a determinagdo de CGTase.

YU et alii (1988), utilizando fermentador de 10 L ou 400 L, obtiveram
produgio méxima de CGTase (145 U/ml), pela linhagem de Bacillus
amyloliguefaciens AL 35 a 37 °C, no meio 5 (Tabela 1). Neste estudo os autores
atilizaram o método de NAKAMURA & HORIKOSHI (1976a) para a
determinagdo da atividade de CGTase que ¢ baseado na capacidade da enzima
em hidrolisar a a-ciclodextrina.O método estima os aghcares redutores formados
apbs hidrolise da a-~ciclodextrina pela CGTase e amiloglicosidase.

GOEL & NENE (1995) utilizando a linhagem de Bacillus  firmus
obtiveram produgio méxima de CGTase ap6s 18 horas de fermentagfio. Os
autores estimaram a atividade de CGTase pela capacidade da ciclodextrina
formada encapsular fenolftaleina. Neste método a produgdo de B-ciclodextrina foi
estimada pela determinagdo da absorbancia a 540 nm, ou seja, encapsulagfo da

fenolftaleina em meio alcalino e diminuigo da coloragio rosa.
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Figura 3: Crescimento celular e produgdo de CGTase pelo Bacillus firmus

n° 324 a 35°C.
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4.5- Produgio e purificaciio da CGTase

A produgdio e purificagio da CGTase foi realizada de acordo com ©O
método descrito no item 3.7. O fluxograma de produgdo e purificagio da CGTase

de Bacillus firmus n° 324 esta apresentado na Figura 5.

Fermentagio em minifermentador de 2 litros a 40 °C
ik
Centrifugagdo (11.000 x g, 10 minutos a 5 °C)
e
Concentragio por ultrafiltragio em membrana de 30.000 Da
g
Dialise contra agua destiladaa 5 °C

s
Fracionamento em coluna de DEAE-Sephadex A-~50

)
Fracionamento em coluna de DEAE-Sepharose CL-6B

{
CGTase purificada

Figura 5 : Fluxograma de produgfio e purificagdo da CGTase de Bacillus firmus
n° 324.

No fracionamento sucessivo da preparagdo bruta de CGTase aplicada em
colunas de DEAE-Sephadex A-50 e DEAE Sepharose CL-6B equilibradas em
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tampéo Tris-HC1 0,05 M pH 8,0, a enzima CGTase adsorvida na resina foi eluida
das colunas com tampfo Tris-HCI 0,05 M pH 8,0 contendo 0,2 M NaCl As
Figuras 6 ¢ 7 ilustram, respectivamente, o fracionamento da C(GTase em coluna
de DEAE-Sephadex A-50 ¢ DEAE-Sepharose CL-6B. A enzima foi purificada
89,4 vezes apds concentragio da preparagdo bruta por ultrafiliragdo em
membrana de 30.000 Da., cromatografia em colunas de DEAE-Sephadex A-50 €
DEAE Sepharose CL-6B. A enzima purificada apresentou 8836 unidades de
atividade/ mg de proteina com rendimento de 26,6 %. A Tabela 7 ilustra os
resultados.

Em 1986 NOMOTO et alii, relataram a purificacdo de CGTase da
linhagem de Bacillus sp. HA3-3-2 atraves do fracionamento com sulfato de
ambnio 30-50 Y%, cromatografia em coluna de Shephadex G-100 ¢ trés colunas de
DEAE-celulose. Os autores purificaram a enzima 83,3 vezes com 7 % de
rendimento.

PONGSAWADI & YAGISAWA (1988) purificaram a CGTase de
Bacillus circulans C31 em duas etapas sucessivas utilizando adsorgdo em amido
e cromatografia em Biogel A-50. A enzima foi purificada 91 vezes com 30 % de
rendimento. A CGTase apresentou 6623,4 unidades de atividade/ mg de proteina.

FUGITA et alii em 1990, purificaram a CGTase de Bacillus sp. AL ate
obtengio da proteina homogénea usando fracionamento em sulfato. de amdnio,
adsorgfio em amido e cromatografia em duas colunas de DEAE-Sephadex A-50.
A enzima foi purificada 230 vezes com rendimento de 14,4 %. A CGTase
apresentou 8779 unidades de atividade/mg de proteina
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Figura 6 : Cromatografia da CGTase em coluna de DEAE-Sephadex A-50.
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Figura 7 : Cromatografia da CGTase em coluna de DEAE-Sepharose CL-6B.
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Tabela 7: Purificagio da CGTase de Bacillus firmus n° 324

volume| atividade |proteina| atividade | rendi-

etapa de procedimento {ml) total total especifca | mento

(Unidade) | (mg) |(U/mg prot.) ! (%)

o domeiode | 385 | 205500 | 2080 | 988 | 100

cultura |
concentraglo por 70 146.300 317 462 71

ultrafiltragfio em membrana |

Cromatografia em colunade| 50 102.500 54 1.898 498

DEAE-Sephadex ,

Cromatografia em coluna dej 12,8 54,784 6,2 §.836 26,6 |

DEAE-Sepharose CL-6B

4.6. Caracterizacio da CGTase purificada

As caracteristicas bioquimicas da CGTase de Bacillus firmus n° 324,

foram determinadas como descrito no item 3.8,

4.6.1 - Efeito do pH na atividade e estabilidade da CGTase

O efeito do pH na atividade da CGTase esta representado na Figura 8, e foi

determinado de acordo

com o método descrito no item 3, 8.1. A enzima de

Bacillus firmus n° 324 apresentou maior atividade de formagfio de ciclodextrinas

na faixa de pH de 7,5 a 8,5, enquanto a maior atividade dextrinizante determinada

pela diminuigdo da intensidade da cor azul do complexo iodo-amido ocorreu

entre os valores de pH de 7.0 2 8,5.
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Figura 8 : Efeito do pH na atividade da CGTase de Bacillus firmus n°® 324.

Esta diferenga encontrada no pH 6timo de formagdo de ciclodextrinas ¢ da
atividade dextrinizante, confirma que o pH 6timo de atividade dextrinizante pode
nio ser o mesmo que o pH otimo de formagéo de ciclodextrinas, conforme ja foi
relatado por NOMOTO et alii (1986) e SABIONI & PARK (1992).

A Figura 9 ilustra a influéncia do pH na estabilidade enzimatica (item
3.8.2), onde observa-se que a CGTase de Bacillus firmus apresentou estabilidade
na faixa de pH 6,5 a 9,0, determinada pelo método de formagao de ciclodextrina
e estabilidade na faixa de 7,9 a 9,0, determinada pelo método da atividade
dextrinizante.

NOMOTO et alii (1986), verificaram que o pH de estabilidade enzimatica
da CGTase de Bacillus HA 3-3-2, determinado através do método da CD-

TCE (Ciclodextrina-Tricloroetilleno), encontrava-se na faixa de pH 6,0 a
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11,0, enquanto pelo método da atividade dextrinizante a faixa observada era de
pH 7,0 a 10,0.

FUJITA et alii (1990) verificaram que o pH de estabilidade da CGTase de
Bacillus sp. AL-6 foi de 5,0 a 8,0 apos incubagdo a 40°C por 3 horas , como

demonstrado a Tabela 8.
100
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Figura 9 : Efeito do pH na estabilidade da CGTase de Bacillus firmus n® 324.

4.6.2. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da CGTase

O efeito da temperatura 6tima de atividade da CGTase estd representado
na Figura 10, tendo sido determinado de acordo com o método descrito no item
3.8.3. A enzima de Bacillus firmus n° 324 apresentou maior atividade de
formacdo de CDs e atividade dextrinizante a 65 °C. NOMOTO et alii (1986),

estudando a CGTase de Bacillus alcalofilico, verificaram que a temperatura 6tima
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para a formagdo de CDs (método CD-TCE ) e da atividade dextrinizante foram,
respectivamente, 60° e 70 °C.

FUGITA et alii (1990) verificaram que a temperatura Otima para a
formagdo de CDs pela CGTase de Bacillus sp. AL-6 por CLAE foi de 60 Ce
para a atividade dextrinizante da enzima foi de 55 °C. SABIONI (1991) constatou
que a temperatura 6tima para a atividade dextrinizante da CGTase de Bacillus
lentus foi de 55°C, enquanto que a temperatura 6tima da enzima estimada pelo

método CD-TCE variou na faixa de 45° a 55 °C.
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35 40 45 50 55 60 65 70
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FAtividade dextrinizante -# Formagdo de CE

Figura 10; Efeito da temperatura na atividade da CGTase de Bacillus firmus
n° 324.

O estudo da influéncia da temperatura na estabilidade enzimatica da

CGTase de Bacillus firmus n° 324 foi determinado como descrito no item 3.84.
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A Figura 11 ilustra que a CGTase de Bacillus firmus n° 324 ¢ inativada em
temperaturas superiores a 55° C ap6s 30 minutos de tratamento térmico.

NOMOTO et alii (1986) verificaram que a CGTase de Bacillus sp. HA 3-
3.2 apresentou estabilidade térmica a 70° C, apos 30 minutos de tratamento em
pH 8,5, determinado pelo método de precipitagio de ciclodextrina (CD-TCE), ¢ a
60 °C determinado pela atividade dextrinizante.

FUJITA et alii (1990) estudaram a estabilidade térmica da CGTase da
linhagem de Bacillus sp. AL-6, apds tratamento da enzima purificada em pH 7.5
por 30 minutos, ¢ verificaram através da determinagfio da atividade dextrinizante
¢ formagio de ciclodextrina por CLAE, que a enzima era estavel em temperaturas
inferiores a 40 °C.

SABIONI (1991) verificou que a estabilidade térmica da CGTase de
Bacillus lentus determinada pelo método CD-TCE e atividade dextrinizante,
foram 55 °C e 35 °C, respectivamente, apos tratamento térmico por 30 minutos
em pH 7.5.

MORI et alii (1994) estudaram a estabilidade térmica da CGTase de
Brevibacterium sp. pela atividade dextrinizante, € verificaram que apos 10
minutos de tratamento em pH 80 a enzima apresentou-se estavel em
temperaturas inferiores a 30 °C.

O efeito da adicdo de CaCl, sobre a estabilidade térmica da CGTase de
Bacillus firmus n° 324 esta ilustrado na Figura 12. Na auséncia de CaCly a
enzima manteve-se estavel até 55 °C apos 30 minutos de tratamento térmico.
Entretanto, com a adigio de CaCl, na concentragio 10 mM a enzima permanecen
estavel até 65 °C. Na presenga de CaCl, 10 mM a CGTase manteve 95 % de
atividade ap6s 30 minutos de tratamento a 70 °C. A adigdo de fons célcio

aumentou a estabilidade térmica da enzima.
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Figura 11 : Efeito da temperatura na estabilidade da CGTase de Bacillus firmus
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Figura 12 : Efeito do CaCl, sobre a estabilidade térmica na atividade da CGTase

de Bacillus firmus n° 324,
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MORI et alii (1994) relataram que a adigdo de CaCl, na concentragio 10
mM aumentou a estabilidade térmica da enzima CGTase de Brevibacterium de
30 °C para 55 °C.

Estudos realizados por SABIONI & PARK (1992) verificaram que a
CGTase de Bacillus lentus na presenga de CaCl, 5 mM manteve-se ativa apds
150 minutos de tratamento térmico a 55 °C enquanto que na auséncia de CaCl; a
atividade decaiu 50 % no mesmo mntervalo de tempo ¢ na mesma temperatura,

A Tabela 8 apresenta um resumo das caracteristicas das CGTases

produzidas por varios microrganismos.
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Tabela 8. Caracteristicas das CGTases produzidas por virios microrganismos

.Ewuﬁm&aﬁ%

pH étimo de pil de Temperatura Temperaturs § Peso molesular Principal CD Referéncias
atividade estabilidade Stima(*C) de estabilidade deltons produzida
(°C5
Bacillus macerans 52-5,7 8-11 55 55 75.000 o KITAHATA & OKADA(1582)
Bacillus megaterium 52-6,2 7-10 55 35 75.000 B KITAHATA & OKADA(1982)
Bacillus sp. alcalofilico 4,5-4,7 510 45 65 88.000 i NAKAMURA & HORIKOSHI(1976b)
Bacillus stearothermophilus 6 F0-92 70 50 68000 & KITAHATA & OKADA (1982)
Bacillus sp. HA3-3-2 alealofilico 6,5-8,5 6-11 60 iy 68.000 - NOMOTO ¢t alii {1986)
Bacillus amploliquefaciens 6 8-10 70 60 - o YU et alii (1988}
Baeillus civculans 5,5 5,5-9 60 50 103.000 B PONGSAWADI & YAGISAWA(1988)
Bacillus sp. AL-6 8 58 0 40 74.000 B FUJLTA et alii (1990)
Bacillus lentus 6,5-7,5 63 55 55 33.000 B SABIONI (1951)
Brevibacterium sp. No, 9605 10 68 45 30 75,000 By MO ¢t atii (1994)
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4.6.3- Efeito da presenca de sais minerais na atividade enzimatica

O efeito dos sais minerais na atividade da CGTase foi testado de acordo
com as condigBes descritas no item 3.8.5. A Tabela 9 ilustra os resultados.

Verificou-se que a presenca de MgSO,, KCl e CaCly, na concentragdo
1mM e 10mM, em relagio a0 volume final da mistura de reagdo néo afetaram
significativamente a atividade dextrinizante da CGTase da linhagem de Bacillus
firmus n° 324, porém foi fortemente inibida na presenga de ZnSO4 ¢ HgClz, na
concentragdo 1mM, em relagdo ao volume final de reagdo.

Para a atividade de formagdo de ciclodextrinas, as substincias MgSQ,,
KCl e CaCl, ndo apresentaram efeito inibidor na concentragdo de 10 mM, mas foi
fortemente inibida na presenca de HgCl e ZnSO4 na concentragdo de 1 mM com
atividade residual de 10 e 20 %, respectivamente. A presenga de FeSO4 na
concentrago 1 mM ndo afetou a atividade de formagdo de ciclodextrina estimada
por CLAE. Verificou-se que FeSO, interferiu no método de determinagdo da
atividade dextrinizante de CGTase.

Em 1986 NOMOTO et alii verificaram que a atividade dextrinizante da
CGTase de Bacillus sp. HA3-3-2 foi fortemente inibida por Mg?*, mas a
atividade dextrinizante da CGTase de Bacillus firmus n° 324 perdeu apenas 15%
da atividade, na concentragfio de 10 mM de MgSOs.

A CGTase da linhagem de Bacillus lentus estudada por SABIONI (1991)
nio sofreu nenhuma inibigdo da atividade de precipitagio de ciclodextrinas
método CD-TCE, na presenga de Mg®, mas perdeu 95 % dessa atividade na
presenga de SmM de FeSO4.

FUJITA et alii (1990) relataram que ZnSOq4 ¢ FeSO4, na concentragdo 4
mM, inibiram a atividade dextrinizante da CGTase de Bacillus sp AL-6, no
entanto, CaCly, KCl, HgCl, e MgS0; na concentragio de 4 mM ndo afetaram

significativamente a atividade de CGTase.
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MORI et alii (1994) verificaram que HgCl, ¢ CdCl, atuaram como fortes
inibidores na concentragio de 1 mM, sendo que MnCly, FeCls, BaCl,, CoCly,
CaCl; ¢ MgCl, ndo inibiram a atividade dextrinizante.

Tabela 9. Efeito da presenga de sais minerais na atividade dextrinizante e de

formacgo de ciclodextrina pela CGTase do Bacillus firmus n° 324

Atividade relativa (%) Atividade relativa (%)
(Atividade dextrinizante de (Atividade de CGTase na
CGTase) formagdo de ciclodextrina)
Tratamento I mM 10 mM 1 mM 0 mM
controle 100 100 100 100
CoCl, 85 0 60 35
MgSO; 96 85 100 100
ZnS0; 25 0 20 14
MnSOy 80 57 91 63
HgCl, 20 0 10 0
CuS0, 90 0 80 14
KCi 100 100 100 100
FeSO4 0 0 100 67
CaCl, 100 100 100 100

4.6.4.- Efeito da presenca de inibidores na atividade enzimética

O efeito da presenca de inibidores na atividade da CGTase de Bacillus

firmus n° 324 foi testado de acordo com © método descrito no item 3.8.6. A

Tabela 10 ilustra os resultados. Verificou-se que os reagentes, na concentragio
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de 5 mM em relagio ao volume final da mistura de reagdo, nfio afetaram

significativamente a atividade da CGTase na formagao de CDs.

Tabela 10, Efeito da presenga de inibidores na atividade da CGTase de Bacillus

firmus n° 324
Atividade relativa (%)
(Atividade formagio de
ciclodextrina)
Reagente 1 mM 5mM
controle 100 100
EDTA 100 100
p-Hidréximercuribenzoato 100 100
Bissulfito de sodio 100 100
L-Cisteina 100 100
Azida de s6dio 100 100
p-Mercaptoetanol 100 100
N-Bromosuccinimida 100 100
Arseniato de sodio 100 100

NOMOTO et alii (1986) e FUJITA et alii (1990) verificaram que O p-
cloromercuribenzoato € o é4cido etilenodiaminotetracético ndo imbiram a
atividade de CGTase baseada na precipitagio ou ciclodextrina {método CD-TCE)
de CDs ¢ nem a atividade dextrinizante.

SABIONE (1991) verificou que SmM de iodoacetamida ¢ 0,1 mM e 0,5
mM de p-cloromercuribenzoato ndc atuaram como inibidores da atividade da
CGTase de Bacillus lentus determinada pelo método de precipitagio de
ciclodextrinas (método CD-TCE).
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4.6.5- Determinaciio do peso molecular da CGTase

O peso molecular da CGTase purificada de Bacillus firmus n° 324 fot
estimado por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS conforme descrito no
ftem 3.8.7. A CGTase purificada de Bacillus firmus n° 324 mostrou uma unica
banda de proteina (Figura 13) com peso molecular de 75.000 daltons (Figura 14).

KITAHATA & OKADA (1982) e MORI et alii (1994) estimaram
respectivamente, o peso molecular das CGTases de Bacillus macerans ¢ de
Brevibacterium sp. n° 9065 em 75.000 daltons através de eletroforese em gel de
SDS-PAGE.

NAKAMURA & HORIKOSHI (1976b) ¢ NOMOTO et alii (1986)
observaram, respectivamente, que os pesos moleculares das CGTases de Bacillus
sp. ATCC 21783 ¢ Bacillus sp. HA 3-3-2 foram de 88.000 e 68.000 daltons, por
eletroforese em gel de SDS-PAGE.

Segundo FUJITA et alii (1990), o peso molecular da CGTase de Bacillus
sp. AL 6 foi estimado em 74.000 daitons por eletroforese SDS-PAGE.
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Figura 13 : Eletroforese de CGTase purificada em gel de SDS-poliacrilamida.
P: padrdes de proteina : a-Lactoalbumina (14.400 Da.); Inibidor de tripsina
(20.100 Da.); Anidrase carbonica (30.000 Da.), Albumina de ovo (43.000
Da.); Albumina de soro bovino (67.000 Da.); Fosforilase b (94.000 Da.).
1,2,3,4 : CGTase purificada de Bacillus firmus n° 324
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Albumina de ovo (43.000 Da.); Albumina de soro bovino(67.000

Da.); Fosforilase b (94.000 Da.).
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4.7- Estudo da produgfio de ciclodextrina a partir de amido

4.7.1- Produciio de o, P ¢ y-ciclodextrinas a partir de amido utilizando-se a
CGTase de Bacillus firmus n° 324

A produgfio de o, B e y-ciclodextrinas, a partir de amido, pela CGTase foi
estudada de acordo com o descrito no item 3.9.1. A Figura 15 ilustra a produgdo
de o, P e y-ciclodextrinas na proporgdo 1:11:3, respectivamente, a partir de
amido catatisada pela CGTase de Bacillus firmus 324.

KITAHATA & OKADA (1974) relataram que as CGTases das linhagens
de Bacillus megaterium n° 5 ¢ Bacillus macerans IFO 3490 produzem o, P € -
ciclodextrinas na proporgdes de 1:2,4:1 e 2,8:1:1, respectivamente.

A enzima CGTase de Bacillus lentus descrita por SABIONI & PARK
(1992) produziu o, B € v-ciclodextrinas na proporgdo de 1:67:1,6, enquanio 2
linhagem de Bacillus circullans estudada por PONGSAWASDI & YAGISAWA
(1987) produziu ciclodextrinas na proporgdo de 1:10,5:0, respectivamente.

A CGTase de Bacillus firmus produz y-ciclodextrina em maior proporgdo
que o e B-ciclodextrinas comparada com as enzimas CGTase produzidas pelas
linhagens citadas na literatura. Esta caracteristica é importante por que a Y-
ciclodextrina apresenta maior solubilidade em agua, e também capacidade de
encapsular substincias de maior tamanho do que em relagdo a o ¢ PB-

ciclodextrina.
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se CGTase de Bacillus firmus n® 324,
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4.7.2- ¥studo do efeito da concentraciio de substrato e do tempo de reagio

na producio de ciclodextrina

O efeito da concentragio de substrato e do tempo de reagdo na produgdo
de ciclodextrina foi determinado de acordo com as condigdes descritas no item
392, As Figuras 16A, 16B e 16C ilustram, respectivamente a produgdo de o, B
e y-ciclodextrina em diferentes concentragbes de amido solivel a 65 °C, durante
o periodo de 1 a 9 horas de incubagdo. Observa-se na Figura 16A que o aumento
da concentragdo de substrato nfo aumenta significativamente o rendimento de o-
ciclodextrina. As Figuras 16B e 16C ilustram, repectivamente, que a produgéo de
B-ciclodextrina (17 mg/ml) e y-ciclodextrina (7,3 mg/ml) foi maxima viilizando-se

5 % de substrato, amido solitvel, apés 7 horas de reagdo.
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Figura 16 : Efeito da concentragdo de amido soluvel e do tempo de reagdo na formagdo de

ciclodextrinas pela CGTase de Bacillus firmus n° 324.
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4.7.3- Efeito do tempo de reacfio na producdo de ciclodextrinas a partir de

amido soliivel a 5%

O efcito do tempo de reagdo na produgfio de ciclodextrinas a partir de
amido solavel a 5% (p/v) foi estudado de acordo com o apresentado no item
3.9.3. Observa-se na Figura 17 que a formagfio de a-ciclodextrina aumentou
lentamente com o aumento do tempo de reagdo atingindo 2 mg/ml apés 24 horas
de reagdo, enquanto a formagfo de P-ciclodextrina atingiu o maximo (17 mg/ml)
ap6s 7 horas de reagio permanecendo constante até 24 horas de incubacfio.

O rendimento maximo de B-ciclodextrina a partir de de amido solivel 5%
utilizando-se CGTase Bacillus firmus n° 324 foi igual a 32%.

Verificou-se que a formagdo de y-ciclodextrina foi maxima (7,5 mg/ml)
ap6s 7 horas de incubagfo diminuindo lentamente apos 24 horas de incubagfio . O
rendimento méximo de y-ciclodextrina a partir de amido solivel 5% utilizando
CGTase do Bacillus firmus n° 324 foi 15 %.

Mori et alii (1994) relataram que a produgéo de y-ciclodextrina a partir de
substrato, 10 % de amido, ¢ industrialmente vidvel se a mistura de reacgdio contém

10 % de y-ciclodextrina.
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4.8.1- Estudo da utilizaciio das enzimas amiloliticas, pululanase e

isoamilase na produciic de maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina

A aplicagdio das enzimas pululanase e isoamilase, na formagio de
ciclodextrinas ramificadas, foi estudada de acordo com o descrito no item

3.10.5. A Tabela 11 ilustra os resultados obtidos.

Tabela 11. Formagio de maltosil (0-1,6) P-ciclodextrinas utilizando-se

pululanase e isoamilase

Enzima maltosit-a-CD | maltosil--CD | maltosil-y-CD
(mg/ml) (mg/al) (mg/m1)
pululanase 50,4 35 55,8
(44 U/ml)
Isoamilase 3.5 2,3 4.3
(44 U/ml)

Observou-se que a pululanase apresenta maior atividade de
transferéncia de unidades maltosil para as ciclodextrinas do que a
isoamilase. A adicdo de residuos maltosil em «, B e y-ciclodextrinas
catalisada pela pululanase de Klebsiella sp. 192 foi maior na seguinte ordem
y, @ e B ciclodextrina, estando de acordo com os resultados descritos por
HIZUKURI et alii (1989a).
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4.8.2- Efcito da concentraciic de pululanase na formacie maltosil (o~

1,6) p-ciclodextrina

O efeito da concentragdio de pululanase na formagdo de maltosil
(0-1,6) B-ciclodextrina foi determinado de acordo com o apresentado no
ftem 3.107. A concentragio 6tima de pululanase para a formagdo de
ciclodextrinas ramificadas foi 10U/100mg de CD. A Figura 18 ilustra o
efeito da concentragio de pululanase na formagdo de ciclodextrinas
ramificadas. Foram obtidos 50,4 % , 35 %, € 55,5 % de conversdo de a, B,
y-CDs em ciclodextrinas ramificadas usando-se 70 % de substratos maltose :
ciclodextrinas na proporgio 6:1, respectivamente em tampdo citrato-fosfato
50 mM pH 4,0 apos 24 horas de incubagdo a 50 °C.

ABE et alii (1986) obtiveram formacdo de maltosil-y-CD (140
pmol/min/mg de proteina), maltosil-p-CD (56 pmol/min/mg de proteina) e
maltosil-o-CD (5,7 pmol/min/mg de proteina) usando 40 mM de ¢Gn, 570
mM de maltose e 8,7 U de isoamilase de Pseudomonas para um volume
final de 1 ml em tampgo acetato 50 mM pH 3,5 ap6s 48 horas de reacio a
45 °C.

HIZUKURI et alii (1989a) obtiveram formaglo maxima de
maltosil-y-CD (230 pmol/min/mg de proteina), maltosil-o-CD (90
pmol/min/mg de proteina) e maltosil-B-CD (52 pmol/min/mg de proteina)
usando 40 mM de ¢Gn, 570 mM de maltose ¢ 10,8 U de pululanase de
Klebsiella aerogenes para um volume final de 1 ml em tampdo acetato 50
mM, pH 6,0 a 45°C.

SHIRAISHI et alii (1989¢) utilizando pululanase de Bacillus
acidopullulyticus obtiveram 40% de rendimento de maltosil (0-1,6) a, P e

y-ciclodextrinas a partir de 70 % de substrato maltose:a, P ¢ y-ciclodextrina
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na propor¢do 15,8 : 1, respectivamente, apos 70 horas de incubagdo em

tampao acetato 20 mM pH 4,0 a 60 °C.
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Figura 18 : Efeito da concentragdo de pululanase na formag¢do de maltosil

(a-1,6) a-, B- ¢ y-ciclodextrinas.

4.8.3- Efeito do tempo de reacio na formacio de maltosil (a-1,6) p-

ciclodextrina utilizando-se pululanase

Para o estudo do efeito do tempo de reagdo na formagdo de
maltosil-B-CD, utilizou-se a metodologia descrita no item 3.10.8. Verificou-
se que a produgdo méaxima de maltosil-B-CD foi atingida apos 24 horas de
reagdo, conforme demonstra a Figura 19, onde se obteve aproximamente
35,5 mg/ml (35,5 %).

HIZUKURI et alii (1989a) constataram maior produgdo de
maltosil-y-ciclodextrina (29,6 %) usando 0,5 M de y-ciclodextrina e 1,2 M
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de maltose e utilizando 21,6 U de pululanase de Klebsiella aerogenes para
um volume final de 1 ml em tamp&o acetato pH 6,0 a 55 °C por 24 horas .

SHIRAISHI et alii (1989¢c) observaram produgdo maxima de
maltosil-B-ciclodextrina apos 72 horas de reagdo, utilizando pululanase
( 100 U/g de CD) de Bacillus acidopullulyticus em pH 4,0-4,5 e a 60-70 °C.
O rendimento de maltosil-B-CD a partir de substrato 70% de maltose: [3-
ciclodextrina na proporgédo 15,8:1 fo1 45 %.

Constatou-se, portanto, que o tempo de reagdo de 24 horas para a
produgdo maxima de maltosil-B-ciclodextrina, obtida neste trabalho, para a

pululanase de Klebsiella sp., foi menor que os observados na literatura.
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Figura 19 : Efeito do tempo de reagdo na formagdo de maltosil (a-1,6) B-

ciclodextrina utilizando-se pululanase.
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4.8.4- Estudo do efeito do pH na formacdo da maltosil (a-1,6) B-

ciclodextrina utilizando-se pululanase

Para o estudo do efeito do pH na formagdo de maltosil (a-1,6) B-
ciclodextrina utilizou-se a metodologia descrita no item 3.10.9. Observou-se
que a produgdo maxima de maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina catalisada pela
atividade de sintese da pululanase foi alcangada em pH 5,0, em tampao

citrato-fosfato 50mM, a temperatura de 50 °C, conforme mostra a Figura 20,
tendo-se obtido 35,4 % de maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina.
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Figura 20 : Efeito do pH na formagdo de maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina

utilizando-se pululanase.

ABE et alii (1988) sintetisaram as ciclodextrinas ramificadas
através da reagdo reversa da isoamilase de Pseudomonas com ciclodextrinas

e maltotriose. Os autores constataram que o pH 6timo para a produgdo de
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maltotriosil (a~1,6) P-ciclodextrina foi na faixa de pH 3,5 a 4,5 apés 10
horas de reagdo a 45 °C. A enzima isoamilase apresentou atividade dtima de
hidrolise em pH 3,5.

SHIRAISHI et alii (1989b) constataram que o pH oétimo de
formagfio da maltosil {o-1,6) B-ciclodextrina, usando a pululanase de
Bacillus acidopullulyticus, foi na faixa de pH 3,5 a 4,0 ap6s 55 horas de
reagdo a 65°C. Enquanto que a enzima apresentou atividade 6tima de
hidrélise em pH 5,0.

4.8.5- Estudo do efeito da temperatura na formacio de maltosil (a-1,6)

B-ciclodextrina utilizando-se pululanase

O estudo do efeito da temperatura na formagdo de maltosil (a-1,6)
B-ciclodextrina foi realizado de acordo com o apresentado no item 3.10.10.
Verificou-se que a temperatura 6tima de formagdo de maltosil («-1,6) B~
ciclodextrina catalizada pela pululanase de Klebsiella sp. foi 50 °C e pH 5.0,
em tampio citrato-fosfato 50 mM, conforme demonstra a Figura 21.

HIZUKURI et alii (1989a) ¢ SHIRAISHI et alii (1989¢)
observaram que as temperaturas Otimas de formagdo de maltosil {(v-1,6) B-
ciclodextrina pelas pululanases de Klebsiella aerogenes e de Bacillus
acidopullulyticus foram, respectivamente, de 55 °C e 60-70 °C, enquanto as
temperaturas Gtimas de atividade de hidrélise foram, respectivamente 50 °C
e 65 °C.

ABE et alii (1986) observaram que a temperatura Otima de
formagdo de maltosil (0-1,6) P-ciclodexirina pela isoamilase de



Pseudomonas foi 60 °C, enquanto que a atividade 6tima de hidolise ocorreu

a 50 °C.
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Figura 21 : Efeito da temperatura na formagdo de maltosil (a-1,6) PB-

ciclodextrina utilizando-se pululanase.

4.8.6- Efeito da concentracio 6tima de substrato na formacao de

maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina utilizando-se pululanase

Para o estudo do efeito da concentragdo otima de substrato para a
formagdo de maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina, utilizou-se a metodologia
descrita no item 3.10.11. Verificou-se que a concentragdo 6tima de substrato
para a formagdo maxima de maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina, foi de 70 %,

conforme demonstra a Figura 22, tendo-se obtido 35,7 mg/ml de maltosil (a-

1,6) B-ciclodextrina.
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Figura 22 : Efeito da concentragdo de substrato na formagdo de maltosil (o-

1,6) B-ciclodextrina utilizando-se pululanase.

A figura 23 ilustra a formagdo de maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina,
a partir de 70 % de substrato maltose : B-ciclodextrina, na propor¢ao molar

18,8 : 1, catalisada pela pululanase de Klebsiella sp.

SHIRAISHI et alii (1989¢) encontraram que a concentragdo otima
de substrato, para a produgdo de maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina, foi de 70 a
75 %, utilizando pululanase (100 U/g de P-CD) de Bacillus
acidopullulyticus a 60°C, durante 72 horas.
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Figura 23 ; Cromatograma (CLAE) ilustrando a formagfio de maltosil (a-
1,6) B-ciclodextrina a partir de 70 % de maltose : B-ciclodextrina

na proporgio molar 18,8 : 1, catalisada pela pululanase.

4.8.7- Relaciio entre a propor¢io molar de maltose : B-ciclodextrina e a

formacie de maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina

Utilizando-se a concentragio otima de substrato de 70 % conforme

resultado obtido no item 4.3.6, procedeu-se¢ o estudo da relagho entre a

9s



proporgdo molar de maltose ¢ B-ciclodextrina na formagfio de maltosil (o~
1,6) B-ciclodextrina, de acordo com a metodologia descrita no item 3.10.12.

Verificou-se que a proporgdo molar otima de maltose © B
ciclodextrina foi de 18,8 ; 1, que corresponde a 600 mg de maltose € 100 mg
de B-ciclodextrina conforme mostra a Figura 24, Utilizando-se de substratos

esta proporgdo fo1 obtido 35,5 mg de maltosil (¢-1,6) B-ciclodexirina.
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Figura 24 © Bfetto da proporgfio molar de maltose ¢ B-CD na formagéo de
maitosil (x-1,6) B-ciclodextrina ntilizando-se pululanase.

As misturas de 70 % de substrato maltose/B-CD em diferentes
proporgdes molares 10 unidades de pululanase =m tampio citrato-fosfato

50 mM pH 3.0 foram incubadas a 50 °C por 24 horas.

SHIRAISHI et alii (1989¢) obtiveram uma proporgdo molar ¢fima
de maliose : B-ciclodextrina que variou de 15,8 : 1 a 20 : 1 na formacgdo de
maltosil (a-1,6) B-ciclodextrina, utilizando-se pululanase (100 U/g de B-CD)
de Bacillus acidopullulyticus a 60 °C, por 72 horas.
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5. CONCLUSOES

1) O microrganismo alcalofilico produtor de ciclodextrina gilcosiltransferase
(CGTase) isolado do solo de cultivo de milho, estudado neste trabalho foi

identificado como Bacillus firmus,

2} A producio maxima de CGTase de Bacillus firmus n° 324 em meio de cultura
composto de 1 % amido soluvel, 5§ % dgua de maceragdo de mitho (p/v), 0,1
% K HPO4, 0,02 % MgSO4, 1 % CaCOs, foi obtida apés 16 horas de

fermentacdo a 40 °C.

3) A CGTase for purificada 90 vezes através de ulfrafiliragdo em membrana
(30.600 daltons), cromatografia em colunas de DEAE-Sephadex e DEAE-
Sepharose C1-6B.

4y A CGTase purificada apresenton atividade otima de formacio de

ciclodextrinas na faixa de pH 7,5-8.5 em tampéo Tris-HCI (0,05M) a 65 °C.

5} A formacg#io maxima de ciclodextrina utihzande CGTase de Bacillus firmus n°
324 for obtida a partir de amido solivel 5 % em pH 8,0 a 40 °C apés 7 horas

de reagdo.

6) A atividade da C(GTase ndo foi afetada pela presenga de MgSOy, KCl e CaCly,
porém foi fortemente mbida pelos sais HgCl, e ZnSO4 na concentragfio 1 mM
emm relagdo ao volume final da mistura de reagfo. Os reagentes EDTA, p-
hidroximercuribenzoato,  [B-mercaptoetanol ¢  bromosuccimimida na
concentragido 5 mM ndo inibiram a atividade da CGTase para a producfio de

ciclodextrinag.
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7} O peso molecular da CGTase foi estimado em 75.000 daltons através da

técnica de eletroforese SDS-PAGE.

8) A CGTase de Bacillus firmus n° 324 produziu o, B e y-ciclodextrinas na

propor¢do de 1:11:5, respectivamente.

9) A formacio de maltosil {a-1,6) B-ciclodextrina a partir de maltose ¢ [~
ciclodextrina, utilizando-se a putulanase foi 6tima em pH 5,0 e a 50 °C apds 24

horas de reacéo,

10) A formagdo de maltosil { a-1,6) B-ciclodextrina foi tima utilizando-se
substratos na concentragio 70 % e na proporgic molar de maltose | B~

ciclodextrina 18.8 : 1, respectivamente.
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