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REGUMO

Uma Jinhagem de Bacillus lentus, contendo a3ltas atividade de
ciclodextrina glicosiltransferase (E.C. 2.4.1.19) extracelular, foi
abtida de uma colecBo de microrganismos isolsdos de amostras de solos
de Casmpinas(8P), usando-se um meio de cultivo alcaling, & enzima ¥Foi
produzida cultivando-se o Bacillus lentus em meip liquido(pH 1€.3) a
37°C por 4 dias, em aerocbiose. A ciclodextrina glicosiltransferase foi
purificada por fracionamento com sulfate de ambnio, seguido de
cromatografia em DEARE & (M-celulose. A enzima {Foi purificada 378
vezes, 0 pH dtimo da enzima purificada ficou entre 5,8 a &,82 para a
atividade dextrinizante, e gntre 6,9 a 7,9 para a formagBo de
ciclodextrinas. A temperatura otima para formag8c de ciclodextrinas
situou-se entre 4% e S5°C. A enzima permanecia estdvel até 55°C por
3@min de aquecimento em pH 7,9, e a estabilidade térmica era aumentada
mediante a adig3c de 1omM de Caﬁls. 0 peso molecular foi estimado em
33.0¢e¢, por FiltracBoc em gel SEPHADEX G-220. A andglise das
civlodextrinas por Cromatografiaz Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE),
mostrou uma proporgso de 1:467:1,6 para a, § e y-ciclodextrina,

respectivamente.



SUMMARY

fing strain of Bac{llus lentus, having the highest extracellular
cyclodextrin glyrosyltransferase (E.C. 2.4.1.19) activity, was
splected after a screening of microorganisms obtained from soil of the
Campinas{SP) area, using alkalophilic culture medium. The enzume was
sroduced from Bocilius lentus in a liquid culture medium after 4 days
at pH 19.3, at 37°C, under aeration. The extracellular cyclodextrin
gluycosyltransferase Was purified through ammonium sulfate
fractionation, followed by BEAE and {913 celilulose column
chromatography. & 378-fold purified enzyme was obtained. The optimun
pH ranges for the purified enzuyme were 5.8 te 5.2 and 6.5 te 7.3
considering dextrinizing activity and cyclodextrin formation,
respectively. The optimum temperature range for the Formation of
cyclodextrin was from 43 o 5570 The enzyme was stable for 30min, at
55°r st pH 7.5, and the stability was increased further by addition
of 16mM CaCEﬁ, A molecular weight of 33.000 for the purified gnZyme
was obtained by Sepbadex G-200 gel filtration. Anal4$sis of
cuyclodextring by High Perfomance Liquid Chromatography (HPLLY! - showed

the presence of a, £ and y forms in the ratio 1:67:1.46.

*i



1 NTRODUCAO,

Az riclodextrinas, que constituem um grupo de oligossacarideos
ciclicos semelhantes, s3o ohtidas pela hidrolise do amido com a enzima
cicliodextrina glicosiltransferase(CGTase). Estes compostas tém
despertado 0 interesse dos quimicos de carboidratos, devido ao fato de
produziren inrlustes moleculargs, alterando as caracteristicas
$isicas e guimicas das moléculas encapsuladas. A inclusfio molecular
tem sido muito sstudada, e alouns estudos mostravam o grande potencial
das cicledextrinas no que diz respeite ao seu use em  industrias
alimentirias e Tarmaréuticas. As ciclodextrinas podem ser ufllizadas
para estabilizar emulsdes e materiais que s8p sensiveis a luz, a0
oxigénio e ao calor; controlar a volatilidade; aumentar a soilubilidade
de substinciss hidrofdbicas; modificar a cor, o sabor, a textura, o
aroma, gtc.

as riclodextrinas s3o0 conhecidas b3 quase um século, desde 1891,
e atualmente existem mais de 46@¢ artigos publicados, discutinde a
incinclo molecular. Esta significativa quantidade de pesguisas, somada
a0 constante aumento do numerc de patentes nos dltimes 2@ anos,
reflete o crescente interesse nas ciclodextrinas, que wvai desde uma
curipsidade cientifica até uma efetiva aplicac8o na 3drea industrial.

& capacidade de formar inclusfc das ciclodextrinas e conhecida ha

mais de 5@ anos. Mas, somente a partir da década de 79 & que as



riciodextrinas comecaram a ser aproveitadas pelas inddstrias de
alimentos do Jap3o e da Hunpgria, e atualmente em indastrias de
diversos paises europeus. Duas foram as razdes apontadas para a tardia
utilizac8o das ciclodextrinas pelas indistriss:{i2) a inexisténcis de
um processo pars produzi-las em escala industrial, o que as tornavs um
produto raro; (23) p fato de haverem estudos que as consideravam
produtos tdxicos. Entretanto, estas barreirvss foram sendo graduslmente
removidas . Novos estudps wvém  demonstrando que © consump oral  de
ciclodextrinas nio representa nenhum perigo a sadde, & Com 08 aAVARCOSs
ternoldgicos o custo de sus producdo tem sido reduzido.

0 grande passo para a producio a nivel industrial das
ciclodextrinas aconteceu em 196%, com & descnberta feita por
HORIKOSHI, gque isoclou uma linkagem de Bocillus produtor de uma ChTase
que convertia o amido em ciclodextrinas com grande rendimento. Desde
entSn, iniciaram-se as pesquisas sobre microrganismos potencialmente
srodutores de CBTases, e que apresentassem maior especificidade
durante a conversio do amido, ou seja, produzir principalmente a o, 2
ou y-ciclodextring.

Ate o momento, nenhum estudo spbre microrganismos produtores de
CiHTase no Brasil fei divulgado.

0 presente trabalho teve como principal  objetivo, pesquisar um
novp microarvganismo com alta capacidade de eroducio de CGTase, bem comp.

estudasr as condicHBes de producio da enzima & carscterizi-la.



C2) REVISAO DE LITERATURA

2.4) Liclodextrinas: defini¢lp e histdrico

Ciclodextrinas, Schardinger dextrinas, cicloamiloses, Chs, cf sdo
c{1~4) malto~oligossacaridecs ticlicos, ndoc redutores, contendo de
seis atd dpze unidades de glicose(FRENCH, 1937, YU e «c¢ol. ,1988;
WORIKOSHI, 1979; BENDER, 19B3). Elas s3c produtos da  hidrolise do
amido com 2 enzima atualmente conhecida como Liclpdextrina Blicesil
Transferase(CGTase, EC £2.4.1.19), produzida por algumas especies de
microrganismos{TILDEN ¢ HUDBON, 193%; KITAHATA e OKADA, 1974, BENDER,
1977, 1983; NOMOTO e col., 19B4). A existéncia de ciclodestrinas
ramificadas tem sido mencionada (KOIZUMI e UTAMURA, 1984, SHIRAISHI e
col., 1989, HISAMATSY e T8U., 198%9). As C(Ds wmais comuns s8o: «
(riciochexamilose), 2 (cicloheptamilose) &  (ciclooctamilaseld(YU e
col., 1988

FRENDH (1957) em ums extensa revisdo, cobriu 0% acontecimentos
histdricos referentes as ciclodextrinas, desde 1891 ate 1956, Segundo

pete autor, o erimeiro relato da exicténcia de riclodextrinas ¥fpi de

Villiers em i891. Usandp tecnicas primitivas e provavelmente culturas

impurae, WVilliers obteve uma pEguUENa quantidade de material
cristalino, apos a hidralise do amido com Boacillus
amylobacterl{Clostridiun dulyricum?, o gual ele denominou de
celulosing.



Conforme citacio de FRENCH(i957), Schardinger, em 1983, observou
gque uma linhagem chamada II, isolads de alimento deteriorado, eva
resistente so calor e tinka a capacidade de fermentar o0 amido com
produgio de duas dextrinas cristalinas. Uma delas (A) era formada por
cristais hexagonais; 3 outra(B), por cristais priematicos. Estas
dextrinas nio apresentavam poder redutor. Gohardinger observou  queg B
dextrina B era semelhante & celulosina de Villiers. Em 19¢4,
Schardinger isolou a linhagem do Bacillus macerans. Este microrganismo
quando cultivado em meio contendo amido, produzia grandes auantidades
das dextrinas cristalinas A e B, as aquais Schardingey passou 3
denpminar dextrina cristalizada o e /3.

Segundp FRENCH (1937), apds a ultima publivacio de Schardinger em
1911, os £4 anos seguintes nio foram muitos frutifercos no campo  da
pesquisa sobre a quimica das dextrinas cristalinas. Neste periodo,
destacaram~se 0% pesquisadores Pringsheim 8 Karrer. @& literaturs 8
extensa, mas muito repetitiva, cheia de controvérsias & baseadas em
conceitos errbnens (FRENCH, 19573, O periodo de 1933 a 193@ foi
cansiderado por FRENCH (1937) cowmo o periodo da maturacio,
destacando-sg o trabalho de Freudenberg & seu  gJrueo. Fm 1938 =les
confirmaram a estrutura ciclica das dextrinas de Schardingegr € 3
capacidade de formar a inclusio solecular {SAENGER, 1%280).

TILDEN e HUDSON  (193%) descobriram uma amilase do Bacilius
mocerans gque produzia as ciclodextrinas, separadamente da bactéria.

astraves da difrac3e com raio-X, FRENCH e RUNDLE (19423
outaheleceram o pese molecular € © numern de unidades de glicose Ppara
as ciclodextrinas o & A, No periodo de 1945 a 1995@¢, Freudenberg @
Cramer (citado por FRENCH, 1937) e FRENCH e col. (195@), estabeleceran

o peso molecular B o numerg de unidades de ulicose para a ¢-CD.



No final dos anos 6@, a3 maipr refinadora de milho americana
abandonou a produclo de CDs, devido =aos altos custos de produclo.
Desde ent3o, numerosas opebes para a produg8c de C£Ds por hidrolise
pnzimatica do amido tém sido propostas na literatura, & 0% Processos
de purificacip t8m sido aprimorados (PSZCZ0LA, 19883 . HORIKOSHI (19792
apresentou um processo de obtenc3oc de CDs com baixo custo , utilizando
a [OTase do Bacillue 38-2, alcalofilico. A empresa Japonesa Nihon
Shokuhin Kako Co, (NBKK)Y, produz as CDs em escala industrial, sob a
denominacio de CELDEX (NSKK, 1983). No Jspdo, a producio industrial de
Chs atinée &0@T/ano, & @ maior parte do produto tem sido utilizada

pela inddstria alimenticia (SHIRAISHI, 1%8%).

2. P) Caracteristicas gquimicas e flsicas das ciclodextrinas
& Tmbela 4+ ¢ um sumario de algumas caracteristicas das

cirlodextrinas{(FRENCH, 1937; BENDER e KOMIYAMA, 19787 .

Tabela 1. Propriedades fisicas das ciclodextrinas.

Ciciodextrinas al I£] ¥ &

N2 de unidades de glicose & 7 . - 4
Feso molecular{daltons) G733 1135 1297 1495

<
Diametro da cavidade(h) 4,5 2 7 ~ 8,5 -
o

Praofundidade da cavidade(A) 78 -8 78 o

( a )ga (HoO 1% ) +150,5° $142,5°  +177,4° +394°
Solubilidade em ggual{%), a 25°¢ 14,58 .85 c3,2 grande

Dentre as ciclodextrinas, a #-CD tem a menor splubilidade em

dgua (FRENCH, 19357; BENDER e KOMIYAMA, 1978y, b aque pode representar

Uhicampe
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uma limitasHo para sua utilizacleo. Como alternativa, sstudos vem sendo
conguzidos para obtengio da £-LD ramificada, 3 maltesil #£-C0, cuja
solubilidade em dgua ¢ de 151.6%, a 25°C (HISAMATSU e TSU, 198%9; ABE e
col., L19846; BANKAND e c¢ol.,1983).

Snlvehtés organicos como o} toiueno, o bromobenzens, o
tricloroetiienc e o tetraclovoetileno entre outros, reduzen
substancialmente a solubilidade das COs em soluc8o aguosa, tanto aque
freqientemente s8¢ utilizados como precipitantes{FRENCH, 1%49%).

s moleculas de £0s ¢3¢ moderadsmente estdveis em  solucdo
alcalina, mas muito instdveis em selugbes dcidas. Por exempié, 3

constante de hidrdlise da £#~CD em pH 2,13 2 4¢°C era ixiﬁ_ﬁminwﬁ, e &

162°C era 4,8x10°C min~', correspondendo a uma meia vida de 48 dias no
primeiro caso e de i4min no segundo. & energis de ativsc3o para a
ruptura das ligacdes glicdsidicag'da $~Ch € de 34,2 Keal/mol, enguanto
a da maltose, uma moléﬁula linear, € de 3¢,5 Kcal/mol (BENDER e
KOMIYAMA, 1978) .

A LD tem sabor doce. Uma.sulucﬁa de 2,5% de £-C0 €& t3o doce
quanto uma solugdo 1.7% de sacarosg. Portanto, gquando a -0 for
utilizada em "prQCessamentc de alimentos, seu poder adogante n3o pode
ser ignorado (SZEJTLI, 19847,

Dutra interessante caracteristica da ciclodextring, observada por
Schardinger ¢ citada por FRERCH(1957), & a sua resisténcia & hidrdlise
pelas enzimas que degradam o amido. Tem sido constantemente dito dque
as «iclodextrinas 530 .ccmpietamente resistentes - BC3I0 da
hweta-amilase. Esta resisténcia € baseada no mecanismo de ag3o desta
amilase, que initiaz a hidrolise do amido 8 partiv do terminal nEo
redutor da cadeié, removengo unidades de glicose 80% pares, Comno

maltose, até atingir as proximidades da ramificacic. Como as Cihs sBo



cirlicas, nioc apresentam grupos n3o redutores, sendo portanto, imunes
3 bets-amilase(FRENCH, 1957). As amilases do Aspergillus oryeae,
Pseudomonas, Bactillus macerans (CGTase) e Bacillus 38-2 (CGTase) podem
degradar a #S-CD. Mas a amilase do Bactllius subtilis {(tipo
liaquidificante) e a amilase salivar nSo hidrolisam (HORIKOSHI, 1979).
BEPINTQ'E CAMPBELL (1968) isolaram uma enzima intracelular de Bacillus
macerans, denominada ciclodextrinase, que € capaz de hidrolisar
cirlodextrinas sem sintetizi-las. Alguns microrganismos como Baelllus
macerans, Bacillus polymixa, Bacillus 38-2, e algumas linhagens de
Kiebsiella podem wutilizar a f-CD énmn fonte de cearbpno. Outros
microrganismos, como Escherichia, Aerobacter. Salmenella 2
Saccharomyces, nio a utilizam como fonte de carbono (HORIKOSHI, 1979).

A caracteristica mais notavel das CDs € a capacidade de formar
complexos com grande ndmero de compostos orgnicos, através de um
processe conhecido como inclusdo ou encapsulacio molecular L(FRENCH,
1957 ; HORIKOSHI, 1979; YU e col. 1988,). Esta capacidade de formar
inclusdo malécu}ar é resultante da cavidade central das moléculas de
Chs. A Figura 1 exibe as estruturas da o, £# e y-Lhs, obtidas por
computaclo grafica de modo gque as cavidades podem ser facilmente

visualizradas (PSZCZIOLA, 1780

s ciclodextrinas tém a forma de uma rosguinha{confeitarial,
formada por unidades de glicose, as quais nSo spresentam distor¢in de
sua canfurﬁacﬁo em cadeira (BENDER e KOMIYAMA, 1978). @A Figura =@
mostra um modelo molecular para a [F-CD (SAENDBER, 1989¢). &sta estrutura
requer um arrvanjo especial dos grYuros funcionais, responsdvel por uma
variedade de caracteristicas peculiares das CDs. Assim, 0% 8rupos
hidroxilas dos atomos de carbono C2 & C3 da unidade de glicose estio

localizados numa lateral da molécula da ciclodextrina, Ja DS grupos



hidroxilas dos dtomos Cﬁ localizam~se do lado oposte. 0 interior da
molécula consiste de grupos de C-H e oxisénio glicesidice. Portante, o
interior das Chs é relativamente apolar. As cavidades internas das Chs
tem formato #e um "V, com 3 hidroxila do CS mais aberta do que a do

e A hidroxila do CE pode girar livremente e bloguear parcialmente =

B
cavidade, enguanto a do ﬁa é relativamente rigida, n8o apresentando
rotagio (BENDER e KOMIVAMA, 19¥78).

Enguante a superficie externa possui natureza hidrofilica, =
wavidade iﬁterna apresenta uma alta densidade eletrdnica, devido =aos
hidrogénins e oxigénios plicosidicos orientadeos para o interior (YU e
col.,1988; BENDER e KOMIYAMA, 1978} . Gracas & natureza hidrofdbica da
cavidade, moléculas de tamanho, forma e hidrofobicidade adequada, s3o
capazes de interagiv de forma ndo covalente, para formar um complexo
estavel, por incluslo molecular {(HORIKGSHI, 1979; HIRAL e col., 1981
TAGUCHI, 1984; YU e col.,1988). A Figura 3, obtida computagdo por
grafica, mostra a encapsulaglo malécuiar de um esterol eela S-CD.

Segundo  TABUSHI e col . {1578}, és Chs exibem um comporiamento
semelhante ao de uma enzima, em relagdpo ao substrato ligante,
sugerindo que existe uma interaclo especifica entre a ciclodextrinzg e
a molécula hdspede. Pontes de hidrogénio (CRAMER & HKAMPLE, 19452,
intevracBes de van der Waals (ORAMER, 194673 ou interacles hidrofdbicas
(NEMETHY e BCHERAGA, 1962), t8m sido propostas como forgas de
interacia. TABUSHI e col.(1978) dizem que ainda existem muitas duvidas
a serem esclarecidas, tais como a natureza da forea de ligagdo, =&
naturezs ds estrutura da dgua em torno ou proxima do cemplexo de
inclus8o, a dinfimica molecular da inclusBo entre outvas. Estes
autores, pesquisando o tipo d; interac8c na encapsulagdo molecular,

ronclulram gque as interagfes de van der Wazlis, 2 Benergis de



Figura 1. Moléculas de ciclodextrinas obtidas por computacio grafica.
(a-ciclodextrina, acima a esquerda; f3-ciclodextrina, acima a direita,
¥—-ciclodextrina, abaixo).

Figura 2. Estrutura quimica da /2-CD, com enumeracio dos atomos.
e atomos de oxigénio, @ 9grupos hidroxilas



Figura 3. Representac3o da 3-ciclodextrina encapsulando uma molécula
de um esterol, obtida por computacado grafica.

conformac3o0 e os grupamentos de agua governam O processo de inclusao.
Outro fendmeno que tem sido muito estudado € o da participacao
das CDs na catalise de reacOes, por elas apresentarem um comportamento

tipico de enzimas, o que demonstra que as CDs servem como bons modelos

de enzimas (SAENGER, 198@). As catalises podem ser divididas em dois

grupos, de acordo com a formac3o ou nao, pelas ciclodextrinas, de
intermedidarios covalentemente ligados. No primeiro grupo, as reacoes
podem ser representadas do seguinte modo(van ETTEN e col., 19673,
1967b)
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ks k2 k=
8 4+ L b 05 ey Pi~fl + P2 e P2 o+ D+ P2

Kne & & constante para 3 reagdc sem a ciclodextrina (L) ks
reflete a constante de formacdc do complexo "enzima substrato” (C.8);
g K2 descreve a formacBo do complexo intermedidrio FPi-C, o aual B
midrolisado de acordo com ke para formar a ciclodextring e o praodute
final. HNo ssgundo grupo, = catalise resulta de um gfeito
“microsoivente” das microcavidades heterogéneas dentro da
riclodextrina. NSo existe o intermediadrio Ps-C, mas todos os outros
passos da reagdeo sio andlogons. Como o substrateo reaje para  formar o
complexno de inclus3p (L£.8), a reaclo deve assintoticamente &
aprovimar de um valor limite com o =sumento da concentracio da
ciclodextrina. A inibi¢3o também pode ocorrer com a adig3o de uma
molécula inerte, gque possa competir com o substrato para  ocupar a
ravidade da CD(van ETTEN e col., 1%67a). A hidrdiise de fenil-ésteres
por ciclodextrinas fol estudada detalhadamente por van ETTEN e ¢l
(1967a, 19467b). GRIFFITHD e BENDER (19&7) publicaram uma revisic de

literatura tratando as ciclodextrinas como catalizadores.

2.3) Mecanismo de acdo de LhTase

Nog primeiros estudos, considerou-se gue a acdo da  amilase do
Brrillus macerans (CBTase) era, essenciaimente, = de degradar o amido,
formando as Schardinger dextrinas, do mesmo modo que & beta-amilase
produz a3 maltose (FRENCH, 1957). Atuslmente s3io conkecidos treés tipps -
de reagdes catalizadas pela CGTase: ciclizaglo, acoplamanto e

desproporcionacio (FRENCH, 1937, PONGSAWASDI e YAGISAWA, 19873
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3} Ciclizaglo
& atraves dests catdlise que as CGTases produzem as L[hs. Esse
processo hidrolitico & conhecido  como ciclizacido, atividade
daxtriﬁizanté (FUWA, 1954; KOBAYASHI e col ., 1984} ou
ftransglicosilacio intramolecular (KITAHATA 2 cnl ., 1978; KITaHATA ¢
OKADA, 1982a e 1782b). A CGTase ao degradar o amido produz uma reducio
da cor azul do complexe iodo-amido. Baseasndo-se neste principio,
FUWACLP34} elaborou um métpdo parva determinar a atividade de enzimas
amileoliticas, conhecido como atividade dextrinizante. Esta teécnica
pote ser empregadas para determinar 3 atividade gnzimiatica ou
especifica da CGTase, desde gue o microrganismo em estudo n8o produza
putras enzimas amiloliticas aleém da CBTase (PONGSAWASDI e YAGISAWA,
1987; NAKAMURA e HORIKDGHI, 1976a, 1%76b, 197646d}. A reacdo é
apresentada a seguir:
CGY¥ase

) , . 1y + . .
Amido AR c;gladextr1 as dewtrinag limite

£} dcoplamento {(coupling}

Levine em 1947, citado em FRENCH{1957), observou gue = amilase
do Bacillus macerans ccnvertia a~CD em /#-CD na presenga de certos
rp~substratos como glicose, maltose, sacarase, etc. Estas Qbae%uacﬁas
permitiram concluir que a agho da (BTase era reversivel (FRENCH e
cal., 1948; FRENCH, 1%37). Esta reacio € representads pels Figura 4 g

pelas seguintes equagdes:



w»

{Glicosein £ {(Blicosein~s + O-~[§

-
r

(Glicosein ({Glicogelny . 4+  [G-0D

ticlizagdo »

¢ acoplamento

9 HOCH,

HL0H

gy

HOEH

HOCH,

a

Figura 4. Ag8o reversivel da amilase do Bacillus macerons, (Compostos
iineares e ciclicos sBo interconvertidos atraveés das reacdes de

transglicosilacio intermolecular. O grupo R pode ser qualauer um de
uma variedade de acucares redutores ou ndo.

4 ccorréncia desta reagso reversivel, também conhecida como
transglicosilacio intermolecular (FRENCH, 1957; KITAHATA e col ., 1978
KITaHAaTA e OKADA, 1982a,. 1%82b), +foi comprovada por FRENCH e
rol . (19547, atraves do isoﬁamenta dos compostos  acopiados. filgumas
CGTases 530 mais eficientes na. reagic  de transglicosilacido
intermolecular (KITAHATA ¢ OKaDaA, 197%9). A& D-glicose, a D-xilose e a
_~sorbose mostraram-se mais eficientes como receptores para as COtases
dp Bacillus macerans e Bocillus megaterium. KITAHATAR e OKaDaciggohy
conduziram estudos comparando as reagies de transglicosilagio
intermolecular entre as CGTases produzidas peelos microrganismos
Boeillus megateriwum, Bacillus circulans, Bacillus stearcthermophilus e
Boacillus macerons . (Blicose e sacarose foram os receptores mails

eficientes para a enzima do Bacillus steasrothermophilus, seguidos por
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maltose e maltotriose. Mo caso das CBTases dos Bacillus megaleriwm g
Bacillus circulans os receptores, guanto a eficiBnocia, eram: maltose,
glirose, maltotrinse e esatarpse, nests ordem. Para a enzimsma 4o
Bacillus mnocerans, '3 ordem era aelicose, maltose, satarose, e

maltotrioge,

£} Reagdo de desproporcionscsg

NORBERG e FRENCH (1956} observaram que, em presenca da amilase do
Bacilus mucerans, dextrinas lingares eram capazes de reagir entre
5i, zpresentando um efeito de redistribuigio de vesidugs de glicose
entre as dextrinas, Esta reacio denominada pelos autores Ccomo
"homologizing” ou “disproportionation”™ ¢ apresentada 3 segulr:

{in + Gm

» Girness + Dimewd

E 3
L

Onde § representa os oligossacarideos; m & n  as unidades de
glicpse, &€ X, o numevo de unid§d&s de glicose tran5¥eridasf'

NAKAMURA & HORIKOSHI (197&6cy, estudando a converslo de glicose,
maltonse & meltotriocse em ciclodextrinas pela LGTase do Baciluw s,
ATCC 21783, concluiram gue a enzima era capaz de converter 18% da
maltotriose e 7% da maltose em {Ds, enguanty que a glicose ndo era
convertida. Ds resultados mostrarvam que g enzima scmente wtilizava
como substrato maltooligossacarideos com duss ou  mals unidades de
glicuose.

Na producio das Schardinger dextrinas, = partir do amido, &
amilase do Bacillue mocerans assemelha~sg & beta-amilase, pois a3  sua
agdo se inicia no terminal nSoc redutor da cadeis do amido, produzinde

as ciclodextrinas (ou maltose com beta-amilased. A formaglo do produto
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é interrompide quando 3 enzima chega ao finagl da ¢adeis oo no ponto de

ramificacBo. A amilaze do Bacillus mocerans apresenta uma  ocutra
atividade, também semelhante & alfa-amilase, detectada pela reduclo da
viscosidade do substrato ou pela rdpida reduclo da cor azul do
complexc amido—ipde.

Norbera(citado por FRENCH, 1%37) em experimentos ndo divuloados,
mostyou gue » agl3o ds amilase do Pacillus macerans sobre o amido,
reduz rapidamente a viscosidade, sem a formag3c de aguantidades
aprecisveis de agucares redutores. Nenhuma <quantidade detectavel de

riclodextrinas foil produzida.

£.4) Caracteristicas de CGTases e dos microrganismos produtores

0 primeiro microrganismo descrito na literatura como produtor de
[GTase foi 0 Bacilius amylobacter (Clestridium butyricum), com o0 qual
Yilliers produziu =as primeiras dextrinas de Schardinger (FRENCH,
1957 Mas naz realidade, o Pacillus macerans, isolado em 194 por
Schardinger, foi o primeiro microrganismo que teve a sua CBTase
eatudada por TILDEN e HUDSON, em 193%. Este mesmos pesquisadores
comprovaram que. as ciclodextrinas nio eram produtos sintetizsdos
durante o metabolismo microbiane, B sim, resultantes da a¢do de uma
enzima extracelular produzida pelo microrganismo, gue hidrolisava
amido e compostos velacienados.

TILDEN e HUDSON <(1942) estudaram i1 linhsgens de Bacillus
mocerans, g concluliram que todas elas produziam  uma dnica amilase
capaz de converter o amido em dextrinas de Schardinger. A enzima
permanecia relativamente estavel ao calor, sendo gque uma desprezivel
inativagdo grorria durante 1lh @ 5¢°C. A maior atividade enzimabtica

ocorria entre o pH B 2 4, 3 46°¢
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Segundo DePINTD e CAMPBELL (19683, incubacBes prolongadas  do
Bretllue mocerans, pOr uma Semans OU mais, favoreciam o aparecimento
da enzima no meio de cultivo, mas em auantidades insuficientes para
purificac8c, o gue limitou os estudos de outros pesauissdores. A
purifica¢ao ﬁa CGTase tornou-se possivel com 3 demonstracdo de aue a
amilase do Bacillus macerans podia ser produgids em meio contendo
amido, caseina e extrato de levedura. A enzima ersa produzida em maior
pra#arcia na forma intracelular do gque na extracelular (DePINTO =
CAMPBELL, 1944). Em 1948, eles obtiveram a CGTase do Bacillug moesrans
numa preparacio homogénea por eletroforese de disco, purificada 149
vezes. A enzima tinha peso molecular de 139 300 e pH otimo entre &,1 e
&6,2. D8 estudos revelaram que a composicio de amingdcidos da enzima
CGTase era similar & o-amilase do Bacillus subitilis, e & amilase
salivar, exceto pelos teores mais elevados de treoninm, valina e
ausencis total de cistina.

KOBAYASHI e col. (1978) obtiveram a CGTase do Bacillus mocerons
na forma cristalizada. A enzima dismociava-se em duas subunidades,
pela eletroforese em disco contendo o dodecil sulfato de sodio, as
quais nBo tinham atividade enzimdtica. U sed pH Otimo era & & o pH de
estabilidade entre 5,3 e 9,35, Esta CGTase . tinha maior atividsde a
46°C, mas sua sstabilidade térmica era inferipr a 560, KITAHATA e
col. (1974) disseram que a amilase do Bacillus mocerans tinha pH otime
entre 5 e 9,7 e estabilidade ao pH entre 8 & 1. A temperatura otima
era 5570, com estabilidade térmica em temperaturas inferiores a 4870

Para KITAHATA e col. (1974}, desde que TILDEN & HUDSON (1939)
divulgaram a descoberta de aqu® preparagBes livres de c¢elulas de
Beet Llus macerans gram capazes d€ produzir ciclodextrinas a partir 40

amido, nio se conhecia  oulre microrganismo produtor de LGTase.
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KITAHATA e col. (1974) divulgaram uma novas espeécie de Bacillius n®
5, gue era diferente do Bacillus macerans, e que produzia uma LGlase
extracelular. A enzima fol separvada em duas fracdes durante =z
eletroforese em disco. 0 pH d6timo das duas fracles variava de 5 a 3,7,
e u estabilidade ao pH situava~-se entre 7 & 1¢. Ambas as fraghes

tinham temperatura Otima e estabilidade térmica a 55C. Esta CGTase
produzia principalmente #-CD a partir do amido, enquanto aque 3 do
Bacillus macerans produziz a o~UD. Em outro trabalho, KITAHATA e DKADA
ii??é) identificaram a linhagem como Bacillus megalerium, e observaram
que a enzima produzia @, § e y~CD numa proporcio de 1:2,4:1, enauanto
a CGTase do Bactllus ma&érans mantinha a propor¢Bo de 2,7:4:1. QOutros
trabalhos sobre a CG6Tase em guestdo foram publicados, envolvendo
estudos de especificidade de receptores nas reacdes de acoplamento
(KITAHATA & DKADA, 1974, 1975, 19746, 198Bb; KITAHATA e col., 1978).

Em 1974, Ckada ¢ Kitahata (citados por KITAHATA e UOKalDa, 1782a)
estudaram a CGTase produzida pelo PBacillus circulans ATCC 9995, A
enzima foi fracionads em duas subunidades com pontos igsoelétrices 5.8
¢ &.6. D pH ftimo variava entre 7 & 9, a temperatura d&tima e =3 de
estabilidade térmica eram 855°C.

HORIKDSHI (197%1), diz gque em 1969 iniciou uma pesquisa sobre =2
producio de engimas poy microrganismos alcalofilicos. isoclados do solo
em meio alcaling. Uma das bactérias slcalofilicss estudadas produzia
ereferencialmente #-CD & partiv do amido. enm gquant idade superior as
demais C(GTases citadas na literatura. Esta linhagenm denominada
Bacillus n@ 38-2, foi posteriormente catalogada como Bacitllus sp  ATLC
Z1783. A CGTase produzida por este miﬁrcrganisma foi estudads em uma
sérip de trabalhos por NAKAMURA e HORIKOSHI (197 4a, 1974b, 1974c,

1974d), = ¢ considerada Como 3 melthor linhagem produtora de
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COTase(NDHMOTO, 1984). A enzima bruta mostravas atividade numa ampla
faixa de pH, com duas faixas de pH dtimos entre 4,5 ¢ 5 ¢ 7.5 ¢ 8,3
(s autores concluiram gue mals de uma COBTase poderia estar presente no
filtrado da cultura (NAKAMURA e HORIKOSHI, 1976c). Em outro trabalho,
NAKAMURA ¢ HéRIKOSHI {1976d) conseguiram obter duas fragles da C(BTase
atraves da eletroforese em gel de poliacrilamida. Uma frac8o tinha pH
gtimo em meic dcido, & outra em pH neutro. A CGTase neutira, com peEso
molecular 85.000¢, tinha pH 7 como Otimo, € o de estabilidade entre 6 e
2. é temperatura otima era 5@”8, com estabilidade térmica = 48°C 2m pH
7. & adigio de 1¢mM CaCIﬁ aumentava a estabilidade teérmica. A LGTase
doida era mais ativa em pH 4,5 3 3, a 45%C  (MAKAMURA e HORIKOSHI,
1974b). & enzima era capaz de converter 70% do amide de batata 1% em
ciclodextrinas, eroduzindo principalmente =  (3-CD  (NAKAMURA e
HORIKOSHI, 1976&b, 1976d; MATZUZAWA e col., 1974), e ndo era inibida
pelo oroduteo, A concentraglo dtima para a producBo  dindustrial de
ciclodextrinas f0i fixada em 15% de amido, com a gual podia ser obtida
uma taxa de conversio de 49K em CDs (MATZUZAWA e col ., 1973).

BENDER (1977a, 1977b) constatou gue uma linhagem de Klebsiella
pneunoniae grescia muito bhem em amido, produzindo, além da pululanase,
uma CGTase indutivel e extracelular. A enzima, por hidrdlise da
amilopectina, produzia 47% de «a-CD, B%%X de £#-LD e 18,7% de oa-CD
ramificada do total de CDs. A temperatura ofims era 43 C ¢ o pH dbimo
entre 3,2 ¢ 7,3

Outro microrganismo alcalofilico produtor de CGTase fol isolade
por NOMOTO e col. (1984). A linhagem denominada Bociltus HA& n%  3-3-2,
produzia uma enzima com pesc molecular 68.@@@ £ apresentavsa
caracteristicas diferentes de outras jd estudadas. Durante os westudos

de caracterizscio da [GTase, a atividade enzimatics foi acompanhada
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pela atividade dextrinizgante (FUNA, 1994) e pelo metodo ciclodexirina
tricioroetllennilD-TCE, precipitagio das £hs pelo TE-¥ de

triciorpetilena). A formac8o de Chs foi maior em pH entre 4,5 e 8,
enquanto pela atividade dextrinizante dois foram os picos de pH dtimo,
um em 5 e putro em 9. A estabilidade ac pH situava-~-se entre é e 11, A
temperatura otima para a atividade dextrinizante era 7¢°C, e opara a

formacio de CDs era 40°C. A atividade dextrinizante nlo apresentou

sensibilidade aos inibidores fenilmetilsulfonil fluoreto &, 2mM,
p~cloromercuribenzoato(PCMB) @,4imM ou EDTA @,imM. Metais como Zn*®,
M9+23 Fe+2 2 Cm+2 eram inibidores eficientes.

SATO & col. (1983) relataram tambem a prmducﬁé de C{GTase pelo
Bacillus ohbensis .

Uma linhagem de Boacilius subtilis que produzia somente p-CD, foi
estudada por KATO e HORIKOSHI (19846). A CGTase com peso molecular
44 £00 ¢ ponto iscelétrico em pH 7,4, ers mais ativa em pH 8 e a 650,
com estabilidade térmica até 30°C, entre os pH 6 & ©.

FONGSAWASHT e YARISAWA (4987, 1988) purificaram =a CGTase do

Bocillug circulans £-31 através da cromatografia em coluns de amido e

de Biogel. A enzima foi purificada 90 vezes com um rendimento de 30X,
Com peso molecular 1@3.0092, s enzima convertia ZBX do amido soldvel 3%
(pH 7) em fA-CD. 0O pH & a temperatura o&timos eram 3,5 @ 40°¢,
repepect ivamente, & estabilidade ap pH situava-se entre 3,3 e ¥, até

uma temperatura de S¢ C.

0 estudo do Bacillus amyloliguefaciens Al 33 demonstrou que este
tambeém produz uma CBTase extracelular (YU e col 1988B). A& enzimsa egihiu
umz temperatura ctima de 70°C, o pH otimo era &. Segundo os  autores,
ects OGTase tambem mostrou uma estabilidade térmica incomum, Com menos

de 5% de perda de atividade ap0s incubag¢io a 40°C por i%min, ® 3
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adicio de calocio aumentou em 5°C p limite de sus resisténcia t8rmica.
Eia apresentou também uma estabilidade ao pH alcaline, com menos de S
de perda apds Zh de incubacdo em pH de B a 1@, A enzima produzia

principalmente a-CD{¥5% do total de CDs).

2.5) Efeito do cdlcio

Todas as o-~amilases bacterianas possuen ca® lTigsdo & moleéculr, @
2 forga de lisac8o entre o ion e a proteina depende da origem da
enzima (VALLEE e col., 959). O calcio ¢ essencial para a zc8o
catalitica das o-amilases bacterianas, & em SuUa presenga a enzima &
mais resistente a valores extremos de pH £ temperatura (OGASAHARA e
col., 1970}

e maneira semelhante, o calcio parece ter um importante papel na
resisténcia térmica das CGTases (MATZUZAWA e col., 1973; NAKAMURA e
HORIKOSHI, 197éb, 1976d; BENDER, 1977; YU e tol., 1988y, & presenga dg
EDTA aumentou & aensibilidade'térmica da CGTase do Bacillus sp  ATCC

P17B3 (NAKAMURA e HORIKOSHI, 1974d).

2,6? Fatores que afetam a produsdo de ciclodestrinas

Para FRENCH e col. (1i943), alsuns fatores podem alterar a pureza
¢ o rendimento durante a conversfo do amido em CDs pelas CGTases. B30
eles: o tipp dge substrato usado, 2 concentrac8o do substrato, o wétado
de dispersfo do amido, a temperatura de hidrdlise, 2 concentragio da
enzima £ a presen¢ga de precipitantes de Cls.

& amilese foi o carboidrato aue apresentou  esior taxa de
conversio (85-90%) em CDs pela CGTase do Bacillus sp  ATCC 21783,
fiutvros carboidratos apresentaram as seguintes taxas de converstes: o

amido de batatal(75-BOX}, a amilopectina(s5-~40%), o glicogeniol{4d~J0K},
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;a maltptriose(2@-234) e B maitogeiig-iﬁx)(NﬁﬁéMURﬁ e HORIKDSHI,
i;??édB‘ Resultados semglhantes foram encontrados  POT NAKAMURA @
WORIKOSHI (1976b). Segundo FRENCH e col. (1962), o emprego de amido
inﬁa modificado resulta e€m maior rendimento. 0 emprego de substrato
;madi¥icada, como 0 amido soluvel, pode resultar nums reduc3o de atée
;56% do rendimento.

| 0 aumento da concentragio da CGTase, dentro de certos limites,
Ereauita ruma maior taxa de Conversao. Entretanto, O aumento da
;cmncentracim do substrato resulta =m decréscimo constante da  taxa de
Ecanversﬁa (MATZUZAUA € col., 1975; SHIRAIBHI e col., 1989},

A pressnga de precipitantes durante = canversio de amido ew Cis,
é pela CGTase do Bacillus macerans, C3usou  Um apreciavel aumento 0o
rendimento do proaduto (McCLENAHAN e ctol., 194g) . Begundc 05 autaores,
um sugenie camplexantie apropriado pode promover 2 reacin, pela remoL 30
de um dos constituintes da misturs e gequilibrio. AS reagbes de
riclizacio s80 prontamente reversiveis no caso da a-0D, & mais lentas
com a 3-C0. Se um precipitante for sasdicionado, eventualmente uma

gyange propovedo de Chs precipitarﬁa como complexd (EREMCH e col.,

1943) . SHIRAISBHI e col (198%a, 198907, afirmam que B sroducic de Chs &
fortemente in?luenciéda pela adicdo de ilcoois, esteres, eteres e
retona. A PYEsEnta de etanol a 10%v/v, no meio de reaciao, aumentou O
rendimento em a~CDh de 1.6 a 1.7 vezes, enquanto 8 2 p-gn teve sSeu
rendimento diminuido (SHIRAISHI e col., 198%a) . Ectes Mmesmos
pesauisadores (178%b), estudaram também o efeito de outros 3d1Co0is
alifaticos, como n-butanol € n-decanocl, sohre a3 formacic de LDs. Em
presengs de putanol pDoorris maior formacdc de a-CD g um decrescimo na
g-Gh. Entretanto O n~decanol sumentou O rendimento 42 o~Ch & da 3-CD.

Iato demonstra que nEc s0 =& concentracdo, mas  Q tipo de alcool
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rresente afeta o rendimento da conversio. A producdo da  y-CD
praticamente n3o foi afetada pela presencga dos adlcoois. Segundo 0s
sutores, os dlcoois alifdticos ainda implem uma restriclo as rescdes
de transglicosilacip intermolecular da CGTase, as quais convertem o em
#f-0n, resulténda num incremento da producido da a-CD. |

BENDER (1983), estudando um meio de aumentar o rendimento da p-CD
com a CGTase da Kiebsiezla preunontae M 0 al, concluly que Bm PreseEnga
de bromobenzeno e acetato de sodio E@omM (pH $,9), ororria um
incremento de 13,3% na producSo da #-CD, a partir do smido de batata

159%.

2 73 Procedimentos para formac8o e dissocisgdo dos complexos de
inclusdo

s procedimentos s8o detalhadamente descritos pov HORIKOSHT
(1579) e por NSKK (1983). Para formacdo do complexo de inclusdo
adiciona—sg & soluclo acuosa de £B, o complexante em concentragio
molar superior, € espera-se gue O0CLovra a8 precipitacio. Se o
complexante for insolidvel em dgua, @ necessario agzitaclc. 0 complenc @
lavado com agua fria, depois com acetona @ éter. O precipitado & seco
enbh varuo . Caso o complexo ndp se precipite, gntio usa-s€ © Processo
de liofilizacSp. Os complexos (CD-molécula kispede) poden say
dissociados pelos seguintes processos: ehulicfo ., suando o complexante
g volatil: extrac®o com metanol ou dimetil sul fonido; hidrdlise &cida

{ FRENECH e col ., 19493y ou enzimaticva das CBs, o «que libera o

complexante.

2 B) Metabolismo & toxicidade das cicliodextrinas

4 primeira condigdo necessaris para gue um  novo produto seia



utilizado pela indidstria farmacéutica ou alimentar, & aque elg tenha
sido estudado detalhadamente quanto ae metabolismo e
a toxicidade(SZEJTLI, 1984),

Segundo FRENCH(41957), nos primeiros estudos toxicologicos, a
sdministracio das CDs a ratos, resultou em morte dos animais. Embora
as experimentos nio tenham sido muite conclusivos, lpvaram a Crer gQque
as Clls exibiam um efeito iéxico, possivelmente devido & marcante
capacidade de formagio de complexos. Naguelwz gpoca utilizavam—se
precipitantes prg8nicos para a ohtenglo das Chs, nos qualis poderian
estar presentes contaminantes tédxicos aps animais, resultando em
morte (HORIKOSHI, 1979; SZEJTLI, 1979). -

De scorde com os estudos de FRANK e ool (1976), a administracio
intravenpsa de = g f#-C0 produzid toxicidade renal en ratos
Sprague-Dawiey. A administracio de 1400mg de a-CD e 1B2@my de 8-CD por
Kg de pesec corporal, resultou na morte de 100% dos animais, apds 24h.
s7r JTLI & SEBASTYEN (1979, entretanto, consideraram estas doses
elevadas demsis para afdministracio de forma intravenosa.

andersen & col.(1963), citados em EZEJTLI & SEBABTYEN (1979},
administraram oralmente amido e ricliodextrinas radioativas 2 rates.
Foi observado aue a expiracdo do Lo, radipative devido ap amido,
ocorria entre 1 e Bh mpds a ingestlo, e © da fA-CD entre 8 e %h,
Sequndo estes pesguisadores, =2 3-CD scomente era absorvida, apos
hidrélise, pelas enzimas da microbiota intestinal, sendo em segulda
metabolisada pela mesma rota do amido.

A administragBo oral de um hidrolisado de amido {(contendo 38% de
p-CD e 2,8% de o-UD) e $#-CD cristalina (97% pura), a ratos e ci3es, em
doses diadrias de 200, 406 e 420mg pov Kg de peso corporal, nEo  causou

diferencas significativas em relacio sn  grupo  de animais controle,
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seggundo os testes clinicos e bioguimicos., Os estudos patoldgicos e
histopatoldgicos realizados apds seis meses, nao provaram  qualguer
alteraclo dos sistemas digestivo, nervose central ¢ cirvculatdrioc, A&
2-00 nfp apresentou qualauer efeito embriotdxico ou teratogénico. Us
testes de crﬁmﬁssumas desenvolvidos com ratos, apos seis meses, n3o
aumentaram a incidéncia de aberracio espontdnea, e nenbuma mutzcido foi

pbservada (SZEJTLI e col., 1978, SZEJTLI e SEBASTYEN, 1979).

2.9) Aplicaghes das ciclodextrinas

Fara GSAENGER (1980, a inclusio maletulaf representa uma
microencapsulacio. Assim, as ciclodextrinas podem ser empregadas de
diyersas modos, devido ap fato de podesrem  formar complexos com A
maioria das pequenas moléculas com diimetro entre 5 e 88 As
ppesibilidades de aplicagles pridticas das LDs tém aumentado durante os
dltimos anos, redflietinds em crescentg numero de patentes (SAENGER,
198 .

A utilizac8eo dos campiexn% de ciclodextrinas pelas inddstrias tem
resultéﬁc nos seguintes melhoramentos (HORIKOSHI, 1979; SAENGER., 1982,
MEKK, 1983):

13 Fstzbilizacio ou prevencBo das oxidacbes e degradacdes por UV,
durante o processamento e a estocagem.
I3 Modificaclo da atividade quimica da moldcula hospadeiva:

a- substinciss reativas sdo protegidas pela inclus8o., e podem ser
misturadas como outvas sem qualquer risco;

b- reagfes podem ser conduzidag seletivamente pela inclusic de
arupos funcionais.

I1I) Fiunclo de substlncias muito voldtels:

a~ egstocagem £ manuseio sio melhorados, especialmente no Case de
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substincias tdénicas;

b- & cquantidade de substancia volatil réquerida pode s@r
reduzida, uma VeZ dgue POUCE DU nenhuma volatilizac®e ocorrera durante
a estocagen;

c- pstabilizacho de flavor em condimentos, especiarias, etc.

I4) Modificaclc de propriedades fisicas e quimicas.

B~ aumenta a solubilidade de produtos medicinais em 2gua;

h~ mascara a mudanca de corves e fluorescéncia;

c~ mascara o amargor em eprodutos alimentares e medicinails.
¥) Emulsificacio de esterdis, olecs, gorduras e Arigos graxos.

Y1) Solidificacioe de hidrocarbonetos, fleos 2 BCidDs Yraxos.

Reiners e Birkhang (197@}, citados por SZEJTLI {1984), elaboraram
um procedimento pares remover dridos graxos livres de oleps vegetais,
haseado na formecdo de CoOmplexos com ciclodextrinas. As ciclodextrinas
foram dissolvidas em dgua e emulsificadas com dlec. A Fase 3aquosa
era separads pm&teriarmeﬂtei Com o aguecimentp desta ate 2 shulicso,
ps complexos Chs-dcidos graxos ervas decompostos. Com o resfriamento,
o5 acidos graxos solidificavam-se na fase supevior, enguanto na fase
inferior, as Chs cristalizavam~se ¢ podiam ser reutilizadas.

as Cds aumentam a solubilidade de diversos compostos farmacos enm

dnua. LACH g COHEN {4963), werificaram gue 3 o @ -0 aumentaram a

colubilidade de 19 farmacos em dgua, entre eles 3 sulfadiazina, &
morfina, o0 acido benzdicp, @ benzpcaina, a vanilina, etc. TAKKAR e
col. (1972} constataram que & A-Ch  forma inclusdo molecular com
harbituratos, aumentando a solubilidade destes em A5UB.

KONND e col. (1981) observaram due & adic3o de ®,3% de p-0D =mos

sucos citricos reduziu censivelmente o amargor conferido pela
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naringina e limoninag,

As riclodextrinas ppdem ser polimerizadas CoW epiciorohidrinas,
ohbtendo~se resinas que podem ser utilizadas em cromatograftia em  gel.
Cfeitos especiais de separagidn puderam ser gbtidos durante a
cramatsgra?ié, devide 3 inclusSo molecular (WIEDENHOF, 1969, BZEJTLI e
col., 1978, WIEDENHOF e col., 196%92. A aplicaco destes polimeros na
remocin de componentes responsaveis pelo amargoy de  SuCos citricos
{naringina & limpninal, tem sido estudada por diversos
pesquisadores(SHAW e col., 1984, SHAW e WILSON, 1985; SHAW e BUSLIG.
1?8&# WAGNER & col., 1988; WILSON e col., 1989). GZEJTLI (1984) relata
aue 3 sdic3e de 10% de #-CD eliminou completamente o sabor amargo  em
hidrolisado protéico de caseina.

s prostaglandinas sﬁa. gfetives agentes estimuladores da
wusculatura lisa, mesmo em diminutas quantidades, entretanto, s3o0
muitos instdveis. A complexatio com ciclodextrinas provou ST UR
gucelente métada.para estabiliza-las e aumentar a suz solubilidade em

dgus (GIEJTLI, 1984).

*

A eroducio de antibioticos do  grupo lankacidina foi bastante
estimulada pela adi¢So de 2-CD ao wmeio de fermentacio. A ciclodextring
nao apresentava éualquer efeito sobre o crescimento do Streptomyces. A
presenca de 1,5% de £-CD elevou a produclio do antibidtico de &, 4mgsml
para 3,1 masml no meio de cultive (SAWADA, e cpl., 1987). BAR e ROKEM
(19%8) constataram que também a adiclio de « g A~CO av meio de cultiveo
dz Serratic marcescens, em concentracio final de @,81M, favorecia 2
producio do antibictico prodisiosina, A presenca da o~-CD aumentou O
rendimento em &8%, para a (-CD o aumento foi de 92%. A adigdc de y-LD,
an contrario, diminuiu a producho do antibidtico.

CINDNER & col. (1981} estudaram =2 encapsulagdo de exiratos



aromaticos de slho, alecrim, mostarda, cebola entre putyos, com 19% de
: f1-Ch. Os comelexos resuliantes eram estaveis por MAYiong &anos, SEm
asualguer perda do aroma, € isentos de 1mpurezas microscdpicas @
microbiplogicas.

0 bengaldeido, uma substdncia carcinostdtica, @ facilmente
oxidavel, com pungente odor € propriedades irritativas locais. Estes
problemas podem ser superados complexando-se © benzaldeido com a
p-ciclodextrina, sem gualauer perds da sua propriedade carcinostatica
(TAKEUCHI e col. . 1978).

SAENGER (19B®) relata que ms piretrinas =80 muito tdxicms a0s
insetos e pougo toxicas aaé animais de sangue quente. Elas constituem
um olea amarelado com  grande sensibilidade a lug, © que tem
dificultado seu emprego como inseticids. Entretanto, a inclus8o das
piretrinas com a #-CD forma um po que ¢ facilimente manusegavel, mnuito
ectdvel e toxico aps insetos, apos um longo periodo de aplicacio.

Segundo MIKOLAJCZYC e DRABOWICS (1978), vs ciclodextrinas poden
cer utilizadas na resolugcdo de racematos. As £Ds s3pn moldculas
Gticamentes ativas, uma Vvez Que. s8n constituidas de wunidades de
slicoses oticamente ativas. 4 inclusBo molecular de_pampnstcs quirais
resulta numa mistura de diasterecisémeros, que sipo formados en
quant idades desiguals, especialmente quando o excesso de compostas
quirais s¥%e usados. Por esta razSo, =5 esterecespecificidade da
inrlus8o com ciclodextrinas, pode ser aplicada para = resolugsc de
misturas racémicas. A vantagem deste processo ¢ a resolucdo sem 3
nerpssidade de se adicionar de grupos funcionzis basictes onu acidos,
normalmente utilizados pelos ProcCessDs classicos.

Outvas possibilidades de aplicasBes das ciclodextrinas, podem sevr

ohtidas nas publicagfes de GRIFFITHS e BENDER (19473, HORIKOSHI
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1979y, SZEJTLI (1988), (1984), SAENGER (19881, NSKK {19833 ¢ PSZCZOLA

{1988} .
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3} MATERIAL E METODOS

£ cultura de Bocillus lentus alraleofilico eprodutora de CGTase
estudada neste trabalbho, foi isclada durante a execucBo do experimento.

Reagentes gquimicos tais comp dcidos, bases, sais minerais,
soplventes, carhbpidratos e indicadores de pH, comercializades pela
Merck, Reagen, Carlo Erba, Riedel, Ecibra ou equivaiente: apresentavam
PUYEZa analitica desejivel. Reagentes especificos ‘como
p-cloromercuribenzoato, iodoacetamidsa, albumina bovina, acido
ascérbico oxidase 2 cicledextrinas, eram comercializados pela Sigma.

Ingredientes de meios de cultivos como peptona, agar, extrato de
levedura eram da marca Difco ou Merck.

Foram utilizadas 8S resinas DEAE-celulose{distilaminoetil
celulose, Sigmal, CM-celulose(carboximetil celulose, Sigmal e Sephadex
G-2eR{40~120u, Pharmacia Fine Chemicals Inc. 3.

Fauipamentas utiligadas:

~ CBmara climatica, modelo 344 FANEM.

- Estufas bacteriocldgicas, FANEM,

- Espectrofotdmetro Perkin-Elmer, duplo feixe.

- Egpectrofotdmetro Coleman, modelo 293

~ Banhos de agus com temperatura controlada, FANEM.

- Potencibmetyo Digimed.

- Centrifuga refrigerada Beckman, modelo J-21B.

- Coletor de fracBes Buchler, modelo Fractometre Alpha 200,

- Cyomatdgratno de alts epressio, marcs Waters composto de  homba
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$600h, coluna ZORBAX ~NH3€4,éx€3®mm, da Dupont), detector de indice de

refracio UK e integrador Hp—339@(VDL).

4. 4) Isolamento do microrganismo alcalofilico produtor de CGTase

Para o isolamento dos microrganismos produtores de CGTase foram
analisadas 156 amostras de diversos locais da cidade de Campinas{GP),
tais como: soiops de plantacBes de milho, soja, mandioca, &rYoz,
algodio, solos de terrenos baldios e solos ndo cultivados. Foram
utilizadas também amostras liguidas procedentes de efluentes de
Fabricas e esgoto doméstico. Um gramallg) ou  um mililitrodliml) da
amostra era diluida em D¢ml de dgua destilada gstevil, e @.iml da
diluic8o era inoculado superficialmente em placas rontegndo o meio de

rultivo alcslofiliceo de PARK e col. (1989), descrite no Guadro 1.

Quadro 1. Composic3o do meioc de cultive de PARK e col, (19872,
juntamente com a marca do ingrediente utilizado,

Amido soldvel . ... ..., 1% ¢(Reagen?.

Paotipeptona. . ... ... . ... ... T.o@,3% (Difcod.

Ewutrato de levedura. ... ... .. &,5% (Bifcor.

KQHPD¢ ..................... @14 iHerechy.

MgBO ZH DO ..o @;@23\(ﬁaa & Baker),

Na CO_ ... .......... 1% (Reagen), adicionado apos esterilizaglo.

Fénalftaleina ,,,,,,,,,,,,,,, &,83% (Ecibral.

Alsranjado de mebtila. .. ... .. #,01% (Carlo Erbal.

BOBY . . . e 1,9% (Difcor.

pH Final . . ..o 1@,3
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&c placas foram incubadas em aerobiose a 37°C por  ate 8 dias.
ppds este periodo, as coldnias com halo amsrelo, sypostament e
rTases positivas, eram inoculadas em tuboe inclinados contendo ©
agar de manutenco alcalofilico de NAKAMURA e HMORIKOSHI  (1976d),
descrito no Quadro 2. Apds incubpc3p a 237°C durante uma npite, &%
culturas foram conservadas em temperatura ambiente, sendo repicadas 2

cada trés meses.

L

guadro B. Composicio do meip de manutencio(NGKAMURA € NARKAMURA,
1976d3 .

amido seldvel ... ... ... o 1%
PepbONB . . o oo o e e @, 0%
Extrato de levedura. . ... ... ... .. ¢,5%
K OMPDO e %,1%
4
MgS0 ?Hzﬁ ........................ @,02%
MNa Cﬁa ............................ i%
BGAT oo e e =
pH Finmal. . . o L 19.3

3.9) Métodos de determinasdo da atividade de CGTase

A atividade enzimidtica da CGTase fol determinada atraves
da vapacidade de formacio de riclodextrinas, pelo metodo
ciclodextrina-triclorpetilenc (CD-TCEY, descrito par NOWOTO e col .-
(1984), ¢ pels medida da atividade dextrinizante da enzima (FUWA,

1954, com As modificacBes introduzidas POV PONGSAKAGTI e YARISAWA
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(4PHYY. B Unidade Engimatics (UY fol  expresss pela atividade

dextrinizante da (GTase. Teis mdétodos estio descritos 3 sesulir:

#) Método £D ~ TCE

A enzima em soluclo foi diluida sucessivamente, de duss em duas
vezes com tamplo boratp SémM, pH 8,5 (GOMORI, 1935), de modo a obter
fatores de diluiglo de 2%, 25, &%, #* ... €. Um wililitro (iml) da
soluclo de enzims diluida foi adicionado a Sml de amidpo soluvel 2%,
preparado com o mesmo tampio, e 3 mistura incubadas a 55°C por P24k para
que houvesse a reacio de formacSc de ciclodextrinas. Apds a incubagio,
adicionou-se 2,9ml de tricloroetileno(TCE) & mistura aue foi, ent3o,
submetida » uma uma forte agitacBo, seguida de repousc durante uma
naité % tempevatura ambiente. Com estes procedimentos, deve pcorrer um
abundante precipitadeo do complexo CD-TCE nos tubos de ensaio, ate o
fstor de diluicBo que seja seguido de um fator com fraca ou nenhums
orecipitacia, O ultimo fator de diltuic8o cow precisitacko representa o
limite de dilui¢ip da ativida%e de {GTase ainds capaz de formar Lls ew
quantidade suficiente para precipitar. Sob estas rondigBes, 4

atividade oe formag3o de ciclodextrinas pode ser expressa pelo limite

do fator de diluicBs (87) .

b} Atividade dextrinizante e Unidade enzimdtica (U

A unidade enzimatica foi calculada em funclo da propriedade
dewtrinizante da enzima. Para isso, @,iml de sclugdp da enzima,
convenientemente diluida, foi adicionado a €,3ml de amido soldvel
@.2%, ambos preparados em tamp3o acetato SomM{pH 5.8). Apos  ingubacio
a 55°C por 1@min, & reacBo foi paralisada com 2 adic3c de 4ml de HOI

g Depgis. a2 solugle recebeu meio mililitro do reagente e
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iodol@,2% de KI e 0,024 de Ie) g, a seguir, foi a diluida pars 1éml
com @gua destilada. A  absorbancia  foi determinads a 78énm em
espectrofotdmetro Coleman, modelo 2953, No tube controle, a enzima evra
ﬁmlacada apos a adicdo do HC1. Uma unidade enzimdtica foi definida
como a3 guantidade de enzima necessdria para reduziv em 1¢4 por minuto
a intensidade da cor azul do complexo idodo-amido (FUWA, 1904,
PONSAWASDI ¢ YABISAWA, 1987).

Nas condicBes anteriores, o ndmero de unidades da enzima por

miTilitre da solucfol(Us/ml) foi calculado pela seguinte formula:

ﬁ¢ - A .
Usml = ¥ 129 + 19
£
F=2
Onde ﬁaz absorbincia do tubo controle (enzima inativada)
A = absorbincia do tubo teste (enzima ativa)

4.3) Produc&o ¢ suantificacdp da CGTase dos microrganismos isolados

Na avaliac3o da capacidade da producso de C6Tase, o5
microrganiemos alcalofilicos isolados foram cultivados durante 72k =
37°C sob agitacio de 18@ ciclos/min, em Béml deo meio Iliavido
alcalofilico (pH 12,3) de HORIKOSBHI(1971), descrito no Quadro 3. Este
meio de cultivo foi denominado MEID A. Apds a remocio das celulas
por centrifugacdo(lic®dxg ror 1@ min a 5°¢3, em centrifuga refrigerads
Beckman modele J-P1B, a CGTase presente no sobrenadante fol analisada
sgmiguantitativamente pelo mefodo da Cicliodextring
Tricloroetileno(CD-TCE). Os microrganismos gue spresentaram atividade
da enzima CGTase ewm diluic8o maior ou igual a 8? foram considerados’
hans produtores de CGTase(NOMOTOD, 19843, e submetidoe & uma repetigio

do teste CD-TCE para a comprovagdo dos resuliados.
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Guadro 3. Meio de cultiveo para produclo da (GTase {(HORIKOSHI, 1971,

Amido soluvel . ... ... ... ... 2%
Peptona. .. ... ... . ............. @, 34
éxtrata de levedura... .. ........ @, 35X
Ma80 THLOL &, 08%
KaHPB‘ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, @, 1%
NazCﬂa ........................... ix

pH FfFinal. . ... L L ie.3

3.4) Avaliasg8p da capacidade de produgfy da (GTase em pH 7,8

As culturas alcalofilicas que apresentaram atividade CO-TCE em
diluigio 88, foram submetidas a estudos para avaliascBo da capscidade
de producio da enzima UBTase em pH 7,2,

Para isso, as culturas alcélaff]icas toram cultivadas a 37°C  por
18h em tubops contendo o meio 6? manutencio inclinadofeH 12,32 fpds =
incubac8o, as culturas foram repicadas para o mesmo meio com pH 9,6 =
incubadas nas condicdes anteriores. Tal procedimento fol executado
sucessivamente, em meios com pH 8,8; B,8; 7,85 & 7,2. U pH do meio foi
ajustado tom a adic3oc de soluclp aquosa de MaﬁCOQ & 3%, estéril. Em pH
7,2 {sem NagCUai, o meioc foi suplementado rcom 1% de Nall, com 8
finalidadse de suprir as necessidades d4dps microrﬁanismag para 1ong
Na' (GORDON e HYDE, 1982). As linhagens com capacidade de crescimentn
em pH 7,2, obtidas desta forms, foram cultivadas a 3¢°C por 72+ sob
agitagio de 199 ciclos/min em Meino & liquido {sem NaaCGsé, com pH 7.8,
suplementado com 1% de NaCl. Em seguida & incubacio, a CGTase foi

auantificada pelo metodo CO-TCE {NOMOTD ¢ col., 1984,



3.8) Estudos taxondmicos dos microrgasnismos isclados

fls microrganismos isclados aque apresentaram atividade enzimatica
em diluicdo 88 pelo teste CO-TCE foram submetidos a estudos
morfologicos, fisioldgicos e bioguimicos, para a classificacio
taxonbmica. Estes estudos foram conduzidos de acerdo com o Manual de
Bergew 's (SNEATH, 1986).

Considerando~se gue 06 microrganismos eram alcalofilicos & o fato
gde nip existirem meieos de cultivos especificos para estudos
taxonbmicos, o meios de cultivos descritos por SHEATH (1986) foram
supiementados com 1% de NaZCQkaH i¢,3), desde que 3 leitura da provs
bioguimica n3o fosse alterada pelo pH alcalino. Neste pH foram
conduridos os seguintes testes: colorac8e de Oram, esporulacio,
temperatura de crescimentp, reducdo do nitrato, hidrdlise da Caseina,
gelatina, amido, fenilalanina desaminase, tolerdncia ao ¢loreto de
spdin, Voges Proskauer, crescimento anaercbio, catalase, indol,
motilidade & producio de acidos a partir de carboidratos. O teste da
hidrdlise da tirosina foi  conduzido em pH 7.2, wutililzando-se as
l1inhagens variantes dos alcalofilicos com capacidade de crescimento
naquele pH{obtidas no item anterior), de modo semelhante ao0s estudos
de GORDON ¢ HYRE (19823 .

& partir dos estudos taxondmicos, =8 cultura de n¥ 42,
identificads como Bacillus lentus, foi escolhida sasleatoriamente pars

eestudos de produclo e caracterizaglo da CGTase.

% &Y Efeito ds temperatura sobre o crescimento microbiano € produsiao

da EGTase

0 Bacillus lentus foi cultivado, por uma noite & B?QC, gm avsar de



manutengio. Depois da incubaclo, preparou—-se uma suspensic celular
homooénea, usando-se o Meio A liquido como dilusnte. Meio mililitrp da
suspensio foi uszads como indculo em 70m)} de Meio A liquido(pH 1@,3),
em erienmevyer de £350ml. s frascos foram incubados em temperaturas de
36, 37 e 4@éc por 96k, sob sgitsgdp de 108 ciclos/min. Durante 3
incubacio, alicuotas de trés mililitros eram retirvadas ¢ centrifugadas
B 11Z2€%xg écr 1¢min, a S5 C. No schrenadante determinou-se @ atividade
de CGTase pelo metodo €D - TCE.

0 crescimento celular foi avaliado pels medids da Densidade otica
a £40nm (MALLETTE, 196%). Para issoc, 3 massa celular sedimentada com a
rentrifugacio anterior foi ressuspendida com Smil de Agua destilada, e
novamente centrifugadas em condigbes idénticas. Este processc Joi
resetido por duas veres, Finalmegnte, as células foram ressuspensas com
Sml de dgus destilada. e a densidade otics da suspensio foil

determinsda a &£49nm, em popectrofotbmetro Coleman modelo 295,

3. 73 Estudp do efeito de diversass fontes de casrbono e nitrogénio sobre

a2 produsdo de LGVTase

Procurando seguir 0% procedimentos de NOKAMURSA &
MORIKOGHI (19748, amlgumas variacBes sobre as fontes de «carbono e
nitrogénio foram intropduzidas no Meio A, pars verificar o efeito sobre
s producioc da CGTase pelo Bacillus lentus. Estes estudos foram
canduzidos em forma de tratamentos, o5 gquais estio descritos  nas
Tabelase £ € 3. Em frasco erisnmever de 250wl  {foi adicionsdo,
separadamente, 70ml do meic cultive correspondente 3 cads tratamento.
fApds a ceterilizacin(i5mins/i21°C), o pH foi corrigido pars 1,3 com
Nazﬂﬁa Pex, entéril. Cada frasco foi inoculado com o wmicrorsanismo. Em

seguida & incubacdo por 78k a 370 sob agitaclo de 109 ciclossmin, o

Lok
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mein foi centrifugado a 11P88xg wpor Dmin a S L. No sobrensdante
determinou-se a atividade enzimdtica pelos metodos CD-TCE & atividade

dextrinizante a 40°C, conforme descrito no item 3.2.

Tabela 2. VariagBes das fontes de carbono introduzidas no Meio A,

(meio de cultivo: 6,5% extrato de levedura, @,1% Kaﬂpﬂq, ¢,82%
Mg§94,7ﬂeﬂ, 14 Naatﬁg, pH 16,3, supiementado com os tratamentos
indicados)
Tratamentos Fonte de carbonof{g®) Fonte de nitrogéniol(@,3X)

Ti nenhuma peptona

TEZ glicose -

?3 frutose "

T4 maltose N

T5 dextrina "

T6 amido soldvel "

T? SRCAYOSE "

T8 lactose "

Te fF-viclipdextrina B

Ti@ amilopectina ”

3.8) ProdutBo e fraciopamento da CGTase

Para =g certificar de aue ¢ Bacillus lentus ndo produzia outras
amilases além da CGTase, um hidrolisasdo obtide de uma solucBo de
amido 2% em tampdo borato S@mM (pH 8,%), apds 48h de incubaclo a 55°C,
foi submetido 3 cromatografia em papel @ 3 dosagem de agdcares

redutores pelo método de SOMOGYT (19437

2.8.4) Produgdop de (CGETase

Um cultivo do Bactllus lentus em meio de manutencas fol inpculado

37



Tabela 3. Variacles das fontes de nitrpgénio introduzidas no HMeio A
{meio de cultivo: @, Q2% MQSG4.?HEG, e.1% KBHPoq, 1% ﬂaECQB, pH 16,3,
suplementado com os tratamentos indicados)

Fountes de Fontes de Extrato de
Tratamentos nitrogénip carbono levedurs
Tii ' nenhums BY% amido soldvel &,8¥%
TiE i¥ Ffarinha de saja " "
?13 1% extrato de carne " "
?14 1% ureisa
?15 1% dcidops casaminos * !
?15 1,5% extrato de levedura " -
Ti? i1¥ peptona ¢,5%
Tia 1% sulfato de ambnio ” .
Ti? 2% dgua de maceragdo de 1% amido soldvel "
milho(amn®™
TE@ 2% arM 2% amido solivel -
" b
?Ei 4% AMM
Tae 2% AMHM -
TES 1¥ AMM -

a~ AMM com S58% de sdlidos

b~ ni3g adicionado
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num frasco erlenmever de £50ml  contendo 7@ml do meioc AlpH 18,30
eﬁtéfil, desprovido de peptuna; conforme descrite no fratamento 'ﬂi
{Tabhela 3) do item 3.7. 0 frasco fol incubado a 37°C durante uma
naite, sob agitacio de 198 ciclossmin. Um mililitro{imi) deste cultivo
foi utilirado tomo indculo para 29 novos frascos contendo o mesmo meio
de cultivo. Todos os frascos foram incubados a 37°C  por 96k, s0bh
agitacio de 12¢ ciclos/min{condicdes dtimas de incubac®o para producdo
da CGTase). Apds a incubac3o, os conteudos destes 89 frascos foram

reunidos num dnico wvolume, e as celulas foram separadas BOY

rentrifugacio a 14208xg durante i@min.

q.8.2) Fracionamento com sulfato de ambnio

Ao sobrenadante a 5 C, obtido com a centrifugscio citadas no  item
anterior, foi adicionade sulfato de amdnio sclido até atingir §OX de
saturacio, e a mistura foi wmantida a 5°C durante uma npite. O
precipitado assim obtido, foi sepavrado por centrifugacio a 1120&xg por
1@min a 5°C, ressuspendido em tamp3o0 borato 3@mM(pH 8,3}, ' dislisado

a S°C por 48h em sgua destilsda. A CGTase foi suantificads pelo metodo

da atividade dextrinizante, a 55 C em tampfo acetato S2nMipH 3,8).

3.8.3) Fracionamento em coluna de DEAE - celulose

1l dialisads obtido na etapa anterior foi aplicado em coluna (23 %
4%56mm) de DEAE~celulose, previamente egquilibrada com tampEo borato
SpmMipH 8.5). Posteriormente & lavagem da coluna com 388ml do  mesmo
tampio, as proteinas foram eluidas aplicando-se volumes de 4¢8ml do
tgmpio borato contendo concentracoes crescentes de Nall(g,1 a iM). As
fracBes coletadas a ume vazio de 1@ml por 20min, por meio de coletor

de fracBes Buchler (modelo Fractometre Alpha ppey, foram submetidas @
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leitura da absorbdncia a 280nm em aparelho Perkin-Elmer, duplo feixe.
FracBes contendo atividade dextrinizante foram reunidas num  udnico
volume, o aqual foil transferido para um saco de didlise e concentrado
pov psmose, a 5 0, mediante 3 adic¥o de Polietilenoglicol (PEG) 6080
(Reagen!} sdiido, conforme procedimento descrito em NaKAMURA &
HORIKGSHI {1976b). {1 concentradp foi dialisadeo por 48k em  dgua

destilada, = SOC.

3.8.4) Fracionamento em coluna de CH - Celulasé

i efluente da coluna DEAE-celulose, apds concentracdo com
PEG-4000, foi aplicado em coluna (25 x 40¢mm) de CHM-celulose,
pfeviamente equilibrada com tamp&o borato 39mM(pH 8,33, Iniciou-se a
eluicic com 280ml do mesmo tamp3o numa vazlo de 18ml  por  30min,
sgguida de a?licacﬁm do mesmo volume de tamp8o contendo concentracbes
crescentes de Nafl{®,1 a iM}). As fracdes foram submetidas a3 leitura da
absorb8ncia 3 PBOnm, o aquelas aue continkham atividade dextrinizante
foram reunidas e concentradas com PEG-4000. Esta preparacio contendo 3
LGTase, constatada pels atividede COD-TCE(NOMOTO 2 col, 17845, foi
5ubdividﬁda &M pequUenas porcdes, & conservadas em  congelador.  As
porgdes eram descongeladas de acordo com B necessidade, durante os
estudos de caracterizac3o da enzima.

0 método de determinagio de proteinas de LOWRY e col (19313 o1
utilizado para os calculos da atividade especifica, durante as etapas
de purificacfo da CGTase. A albumina bovina{Sigmalr Ffoi usada oomo

proteins padrio.

3.93 CaracterizscBo biogsulimica da CGTase purificadsa

Nos estudos de caracterizacio bicauimica da CGTase do Bacillus



tentus, a atividede da enzima purificads foi  acompanhada rela
atividade dextrinizante (FUWA i?ﬁé), com as modificacdes introduzidas
por PONGSAWASDI e YAGISAWA {(1987). e pela formaclo de ciclodextrinas
através do meétodo CD-TCE (NOMOTD e col., 1984), conforme & descrigdo
fgita no item 3.2. Foram avalisdos os seguintes pardmetros: pH dtimo e
de estabilidade, temperatura Gtims e de estabilidade, efeito de ions e

inibidores, peso molecular, gtc.

3.9.1) Efeito do pH

O emfeito do pH na atividade dextrinizante g ns formagio de
ciciodextrinas da CGTase. fol estudado numa faixa de pH de 3,3 a 1¢,2,
especificamente em valores de pH 3,5; 4,5; 5,4, 35,8, 4.8, 7,3, 8.5,
¢.5 ¢ 10,2, Foram utilizados os seguintes sistemas tampBes a SemM:
tamp3e scetatolpH 3,5 a 5.5), tamp3o fosfato( pH 5,8 a 7.8), tampio
borato~dcido bdricol{pH 7,35 3 9,0), tampio borato-NaQH(pH 9,5 a 10,5).

a) Efeito do pH na atividade dextrinizante

Para cads valor de pH estudade, @.iml de uma soluclo da CGTase
purificads contendo sproximadamente 6,7U/ml foi adicionado a ©,3ml de
amido solivel @,2%, ambos preparados em tampSo 50mM com o respectivo
pH previamente ajustado. A& atividade dextrintzante fol entio
determinada, apGs incubaclo por t@min a 55°C.

b) Efeitc do pH na forwaglo de ciclodextrinas

Para determinar o efeito de cada valor de pH na formag3oc de
ciclodextrinas, cada ¢,3ml de umz solugdo de CGTase contendo  337U/ml
Foi transterido para um tubo contendo iml do tampie 2 ©.iM, com ©
recpectiva pH em estudo. O volume foi completado para 2ml  com  &Egus
destilada. Para a série de diluigBies da enzima, necessarias para o

metodo CD-TCE, o tamp3c foi preparado a 5S@mM. 0 substrato, amide
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soluvel B%, tambeém foi prepavado em tamplioc & 56mM. A mistura reagente,
contendo S5ml deste substrato g iml da enzima diluida, foi  incubadas =
9% amyr P4k, Terminada 2  incubacio, determinou-se =3 formzegin de

cicliodextirinas pelo método LD-TCE.

3.%.8) Estabilidade ao pH

A establlidade da LGYase ao pH, medida rela at ividade
dextrinizante & pegla formacdo de ciclodextrinas, tai estudada
tratando-se 3 enzima com solucdes tampDes em valores de pH 4,3, 3,5;
5.8, 6,5, 7,5; 8,%; 9,5 e 10,5, utilizando-se us mesmos sistemas de
tamples descritos ne subitem antarior.

a) Estabilidade da mtividade dextrinizante ao pH

A enzima purificada fol diluida =a uma concentracdo Final de
&,7U7ml nos sistemas de tampSes a S0mM cada aual com o respectivo pH,
g submetida 3 um tratamento teévrmico a 45°C  por 39min Em  seguida,
determinou~se a atividade dextrinizante residual em @,iml da enzima,
utilizando~se como substrato, €,3 ml de amido suldvel €,8%, preparado
em tampio fosfato €,4M{pH 3,83,

by Estabilidade da formacdp de ciclodextrinas so pH

Alinuotas de @,.8ml de uma solugdc da C8Tase purificada com
337usml, {foram transferidas para tubos de enszio, cada um  Ccobmoum pH
papecifico e contendo iml dos sistemas tamples a3 ©,1iM.  0Os volumes

foram completados para #ml com dgua destilada. Depois de se submeter

ot tubps an tratamento teérmico ja mencionado, determinou-se -1
atividade de formacio de ciclodextrinas residual. Fara a seris de
dijluicBes da enzima, NeCessarias para O metodo CH~-TLCE, utilizgnu-sg O

tamp¥c boratoc @,.8M(pH 7,53, 0 substrato, amido soldvel 2%, foi

preparado em tampic borato @, iMipH 7,3). A mistursa reagente, contendo



Sml deste substrato e iml da enzima diluida, foi incubads a 350 por
24k . Apos o que determinou-se a formaclo de ciclodextirinas pelo métcda

CD~-TCE.

3.9.3) Efeito da temperatura na atividade enzimdtica

0 mfeito da temperatura sobre a stividade de CGTase foi estudado
numa faixa de 22 a ¥9°C, especificamente em temperaturas de 28; 35,
40; 45; 50; 935, 6@ e 70°C.

a} Efeito da temperatura na atividade dextrinizante

Aliquotas de @,iml de solug8o da CGTase purificada contendo
&,7U/ml foram tranferidas para tuboé contendo @,3ml de amido soldvel
#,2%, ambos preparadpos em tampioc fosfato SomM(pH 5,8). apds incubacdo
dos tubos nas diversas temperaturas por 19min a 55 C, determinou-se a
atividade dextrinizante,

k) Efeito da temperatura na fourmacdo de ciclodextrinas

0 efeito da temperatura na formagBo de ciclodextrinas foi
gstudado com 2,%m) de solucSo da CGTase purificada contendo 337U/mi,

em tampio borato 50mM (pH 7,5}, atraves do metodo CR-TCE, incubando-se

par 248h nas diversas temperaturas.

3.9.4) Estabilidade térmica

4 termoestabilidade da atividade dextrinizante g formacS3o de
ciclodextrinas da CGTase foi estudads em temperaturas entre 30 g v

a) Termoestabilidade da atividade dextrinizante

fliauoctas de Zml de uma solugdo da CBTase purificada, contendo
&,7U/ml, em tampi3e borato SomMipH 7,83, Foram mantidas nas .
temperaturas de 35; 40, 43; 5@, 55; 40 e 70°C por 3@min. Em seguida, 2
atividade dextrinizante residual foi determinada em @,1iml da enzima

tratsds termicamente, utilizando-se como substrato ©,3mi de solucac de
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amideo spluvel @,2%, preparado em tampdo fosfato @, 4aM{pH 35,8).

B} Termoestabilidade da formagdo de ciclodexirinas

Em tubos que ceontinham im] de tamp3oc borato &,1iM (pH 7.5, foram
adicionados ©,5mwl de solugdo da £6Tase purificada contendo 337U/mi. Os
volumes ?araﬁ completados para £ml com dgua destilada. Os tubos foram
mantidos nas tempevaturas de 35; 49 45, 59 55, 6@ e 7¢°C  por  3@min
Em seguida, determinpu—~se a formacho de ciclodextrinas residual da

CGTase, através do metodoe CD-TCE.

2.%9.5) Efeito do Call EDTA na termoestabilidade da stividade

5 €
dextrinizante ¢ formagSo de ciclodextrinas da enzima CGTase

0 efeito do Call e EOTA sobre a termogstabilidade da atividade
dextrinizante da CBTase foi estudado em solugdes da gnzima
purificada(sé,” U/ml) em tamplo borato S@mMi(pH 7,57, contendo
respect ivamente, concentracles de 3, 1€, e 20mM de CaC}z, e imM de
EDTa. Uma soluclio contendo somente a CBTase, fol usada como controle.
Fstas solucles, colocadas em tybas, foram incubadas em banhpo de dgua B
5570, 8 em intervalos de tempo predeterminados (13, 3¢, 6@, %@, 120 e
$15¢min) foram retiradss aliquotas de ©,1iml para a determinaclo da
atividade dextrinizante residual, usando-se como substrato €,3ml de
amido soldvel 9,8% preparadeo em tampio fosfato @,4MipH 5,8

Para o estudeo do efeito do CaCfisz g EDTA na termoestabilidade ds
farmacio de ciclodextrinas da CGTase, foram colocados €,3ml da soluclo
de enzima purificada({337U/ml} em tubos contendo, cada om, iml de
tampiio barato 2.1M (pH 7.3}, Lall  nas concentraches de 5, 1€ & 2¢mH,
e EDTA na concentraclo de imM, Um tubo contendo somente a enzima foi
usado como controle. O volume de cada tubo foi ajustado para Zml  com

dgua destilada Apos submeté-los a um tratamento térmico a S55°C  por
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15emin, determinou~se a atividsde de fnrmacio de ciclodexirinas

residual ds (GTase peleo metode CR-TCE.

3.9.6) Efeito de {ons e inibidores

D efeiteo de ions e inibidores sobre 3 formacio de ciclodextrinas
da CGTase foi estudado utilizando-se 0s s2is CcClﬁ; ﬁgﬁﬁi, Zns0, .
%nSB‘, Hgﬂia, CuSG‘, FESD4 e KC1 na concentragdo de SmM, @ oS
inibidores iodoacetoamida a SmM e p-claoremercuribenzoate a 9,1 e
®,5mM. Para isto, amostras de 9,3ml dea splucido de enzima purificads
om 337Usml., foram diluidas até 25, pelo método de NOMOTO e
col (1984} em t#mpﬁa borato 56mM (pH 7,5) contendo o ion ou o inibidor
em estudo. Apds ih de repousc s temperatura ambiente, adicionQu-se a
rada amostra Sml do substrato amido soluvel 2%, preparadl no MESMO
tampiq, contendo também o ion ou © inibidar na concentragdo em estudo.

lepois de uma incuba¢lo 2 85°C por 24h, determinbu-se 3 formacin de

ciclodextrinas pelo metodo CD-TCE.

4.9.7) Determinaclo do peso moleculsr da CGTase

& enzima tewve seu peso molecular, determinado em coluna de
SEPHADEX G-290(Pharmaciz Fine Chemicals Inc.}, conforme a metodologis
de ANDREWS (1965). Foram utilizadas come padrBes =3 enzima acido

serdrbice onidase (PM 140 008, Sigma) e 23 albuminza bovina (PM &5 .088,

Sigmalk.

3 46) Efeito das concentragso ds CGTase na formasSo de riclodextrinas

0 efeitp dea roncentracio da enzima sobre & velocidade de:
conversio do amido soluvel em criclodextrinas foi  estudado  com  uma

roncentracio fixs de substrato, 1% de amido coluvel contendo 1@mM  de
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Caﬁig, preparvado em tampao borato S50mM  (pH 7,3}, Cada uma das
diferentes concentraches ds snzgima (8,41, €.2; 0.4, ¢,8 ¢ 1,6m] dg uma

solusio da CBTase contendo 740U/mir foi, separadamente, adicionada =

180m1 do substrato e incubadas a 55°C. Nos tempos de 1, 3, 8, 24, 32 e
48h de incub%cﬁa, foram retiradas, simultaneamente, aliguotas de 2 @
5ml para a determinsgdc imediata da porcentagem de substrato
convertido em ciclodextrinas, atrawves do métedos da glicoamilase
descrito por MATZUZAWA e col {197S), e por gravimetris, apds a
precipitacdo com tricloroetilenc (KITAHATA e OKADA, 1973). Tais

métodos sio descritos adiante:

a) método da glicaami}ase

A= aliquotas de 2ml foram colocadas gm  tubos com tampas
rosquedveis g submetidas a um tratamento térmico por 10min em égua' @m
sbulic8o. O pH foi corrigido para 4,5 (pH Stimo da glicoamilase? com a
adicio de 2,03ml de dcido acético ©.2M. Apds 3 adigio de 384 unidades
de glicoamilase (atividade dex%riﬂizante a S5°0) de Aspergillus niger
(NOWD), rontidas em @,2ml de tampice acetato HemM (pH 4,3}, os tubos
foram incubados a S5°0 por &h rara hidrolisar o amido n8o convertido
em ciclodextrinas. Terminada a in&ubatae, a glicovsmilase fo1 inativada
por um tratamento térmico zm dgua em ebulicio por 1d0min. Os agdcares
redutores foram  quantificados .?EIQ método de SOMDBYI  {(1945). &
ausntidade de carboidrato total foi determinado pela técnica de DUBOIS
e col. {19535).

& porcentagem de ciclodextrinas foi calculada atraveés da farmula:

carboidrato total - agdcares redutores

¥ cicliodextrinas = x 106
rarboidrato total
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b} metodo gravimetrico

As aligquntas de Sml retiradas durante a incubagao foram
transferidas para tubos de ensaic, previamente tarados, € submetidas 3
tratamento térmico(iémin em agua em ebuliglo) para a inativagio da
CGTase. Apos seu resfriamento em banho de dgua com gelo, adicionocu-se
2.,%5m] de tricloroetilenc =os tubos e o5 submeteu-os a3 uma intensa
agitac8c manual por imin, opbjetivando-se - precipitagio das
ciclodextrinas, a gue se seguiu um repouso de uma noite para a
sedimentagdo. Realizada a centrifugagio em rotor radial por idmin =a
A4Pxg, o sobrenadante (fase aguosa) foi descartadoe, & o material
precipitado nos tubos PAasSsOU POY um ProCeESSO d; Eetagem de 48k a &5 L,
e foi pesado novamente. Alternativamente, a aplicacdio de vdcuo reduziu

g tempno de secagem. 0 rendimento emn ciclodextrinas foi calculado pela
seguinte formula:
ricipdextrinas formadas

% ciclodextrinas + x 108
carboidrato totaltem ZSmli

2.14) Determinssfo da propore®o entre os tipos de ciclodextrinas
formadas durante a hidrdlise do amido pels enzima LGTVase

A& proporcSo de formagBo das CDs durante a hidrdlise do amido foi
avaliada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE), seguindo
SATO & cpl. (198%). & 106@m] de suspensioc de amido soldvel a 11X em
tamp3p borato SemM{epH 7,5), foi sdicionado €,8m1 de uma solugdo da
C6Tase(760U/ml) e t@mM de CaCl_. A mistura foi incubada a 55C e, apds
24 ¢ 48h, retirou~se aliquotas de 2ml, as 4quais foram tratadas com
amiloglicosidase pars hidrolisar o amido nie ronvertide ewm (bs,

conforme foi descrito no item 3.18. Em cpguida, (1€x1 da amostyra foranm
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submet 1dos a CLAE nos aparelhos e nas condi¢des descritos 3 seguir.
Foi utilizado um cromatdgrafo mavrca Waters, composto de bowmba modelo
L0026, injetor UK, detetor de indice de refragio R-491{, eauipado com
integrador Hp 339VIC) e ccluﬁa 28RBRX~NHE€4,6x23@mm}, da Dupont. As
amostras Fm?am eluidas c¢om acetanitrila"HEG(&E:aﬁ} a2 tpmperatura
ambiente, nums vazdo de 1mls/min. As amostras foram comparadas com
padrdes o, B e y~CDs{Sigmal}, preparados em concentracido de 2,4% em

dguz destilads.

3.12) Efeito do tipo de carboidrato saobre a formacdo de
ciclodextrinas

Este estudo foil conduzide dg modo semelhante ap de  NAKAMURA e
HORIKOSHI{1976b) . Preparou-se 0 substrato em concentragdo de 1% em
tampdc borato S@mMipH 7,33, contendo 1omM de Call_, Com s
carboidratos amido soluvel, amido de batata, mandioca. wmilho e
amilopectinag de milho., A cada 108m]l de substrate com temperatura
estabilizada em S53°C, adic{cncu*se @,8m1 de solucBo da CbBTase
contendo 740U /ml . Durante a incoubagio foram retiradas aliquotas de 5ml
para determinar a porcentagen do carboidrato convertido =3

riclodextrinas, siraves do metodo gravimétrice, descrito no item 3.19.

3.13) Efeito de c¢o-substratos schre a atividade dextrimizante g
formacado de ciclodextrinas

Para verificar o efeito de co-~substratos sobre a atividade
dextrinizante ¢ a formatdo de ciclodextrinas pela C8Tase, foram
conduzidos estudos seguindo NAKAMURA e HORIKOGHI(197&4b) .

Fara o gstude do efeito de co-substratos sobre a atividade

dextrinizante, foi adicionade ?,iml de soluc8o da C8BTase purificadsa



{(&,7U/ml) 2 amostras ge &,3ml de amido splivel ©,8% em tampdo acetato
semMipH 5,8), contendo cada uma 2 wWeESma quant idade de ©,03% ou de
glicose, ou sacarpose, ou lactose, ou maltose, & @.3% de 3~-CD. Apods uma
incubacio a 55°C por i0min, determinou-se€ 3 atividade dextrinizanie.
0 efeito de co-substratos sobre a formacio de Cls foi estudado,
adicionando-se @,Bml de colucBo da ChTase(7é68U/nl) a 10@ml de amido
soluvel 1% em tampRo borato segmM(pH 7,5}, contendo separadamente 08
ro-subsiratos nas concentracBes descritas antericrmente. Depois da
incubag¢io 2 55°r por 24k, determinou-se a porcentagem de conversio do

csubatrato em CDs, através do métondo gravimetrico.

1 14) Ohtencio da CGTase bruta em melo de cultura industrial

Nects experimento procdrou-se obter uma preparacio da  enzima  na
fprme comercial. Fara 3 producioc da CGTase pelo Bacilius Llenius
ufilizou-se O MESHMO PYOLESS0 descrito no subitem 3.8.1, exceto o me 1o
de cultivo aue foi modificado para a seguinte composicBo: B4 dgua de
maceracio de milho{AMM, da RefinacSes de Milho, Brasil), 2% amido
soldvel, ©,1X KQHPQ‘ e @,082% HgSD‘.?Hﬁa, conforme tratamento T,
(Tebels 3) do item 3.7. Apos o crescimento microbiano, O meio  {foi
centrifugado por i0min a 11200xa a 5°C a4 engima fpi precipitsds do
cobrenadante mediante a adigdo de ilcool etilico, na concentracdo de
7% w/v de saturagdo. A mistura foi mantida 3 5°¢ durante uma noite,
para sedimentacdo do precipitado. No dis seguinte, decantou—se o
sobrenadante & o precipitado foi centrifugado novamente a 1180@xg  poOv
iemin. A massa sedimentads contendo a (GTase foir  sela 3 temperaturea
ambiente sob corrente de ar, @ conservads em geladeira. 0O numgroc de
unidades de CGTase/g desta Preparsgan bruts desidratada toi

determinada pela medida da atividade dextrinizante.



3.18) Efeito da concentragcho ds O8Tase brutz na producdo de

ciclodextrinas

Este estudo fol conduzido de modo semelhante ao de HATZUZAWS e
col . (1975). é taxa de conversdo do substrate em ciclodextrinas foi
avaliada com diferentes concentragdes da preparacio bruta da C8Tase,
obtida de acordo com 0s procedimentos descrites no subitem anterior.
ddicionou~se de ©,8 a 2,0% dests preparac8o da LBTase, em relagido peso
seco do substrato amido soluvel 10% em tampBo borate SémM(pH 7.3),
contendo  iemM de Call . Apos uma  incubac3e ror E24h a 55°C,

determinou-se o vrendimento em €0s pelo meétodo gravimetrico.
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A3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4 1) Isoalamento ¢ caracterizse®o dos microrganismos ChTases positivos

& Tabela 4 mostra a acorréncia de MmMicrorganlsmos alcalofilicos
pradutores de CGTases, levando em consideracio o local de amostragem.
Lomo pode ser veri?icada, 57 ,97% das amostras originsrias de solos gue
estavam sentdn cultivados, foram ppsitivas para microrganismos
alcalofilicos produtores de CGTase. Este resultado sugere gque O
erocesss de aracio e adubacfo do solo, seguide de sombreamento pelo
crescimento da  elantac3o, pareces contribuir paRYa U maior
decenvolvimento dagueles microrganismos. De um total de 136 amostras
analisadas, 3@,.74% revelaram a Presenga dos migrorganismos. Os
microreanismos CGTases positivos corresponderam 3 7,93% da vpopulagio
total de bactérias alcalofilicas (Tabela 37

s coplénias alcalofilicas CGTases positivas foram ispladas
adotando~se 0% criteérios de tamanho, morfologia diferente = malor
disdmetro do hale amarelo (Figura 3}, sobre o meio da.cultive de PARK e
col. (19893 . Desta forma, foram iscladas 57 roltnias, as aquais foram
cultivadas em Meiop A (pH 18,3, Quadro 3) e avaliadas quanto 3
capacidade de producio de CGTese através do método LO-TCE de NOMOTD e
col {(i984). A Figura 6 ¢ uma ilustraclo deste metodo. A formacioc do

precipitado brango, indica a Presenes de rcirlodextrinas complexadas

com o tricloroetileno(TCE) . Neste caso, a enzima presente ns  cultursa
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Tabela 4. Frequéncis de microrganismas alcalofilicos
LbTases, de acordo com a grigem
analisada.

produtores de
da ampstra

Procedéncisa Total de NE® amostras % de amostras

da amostra amostras analisades positivas poasitivas

Bolos de bosgue i5 ? 8

Bnlos de terrenos

baldios, lotes,estc. 3¢ 7 232,33

Snlos de plantacies

de milha, soja, arrocz,

mandioca, algodio, ete. A 49 57,97

Esgoto doméstico g8 ? @
{emissdrio) .

Estacio de tratamento

de efluente de fdbrica

de biscoito 3¢ & 2

Fitio de fabrica de

racag de ave 4 o @

Totais 134 48 36,76
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;Taheia 5. Freaquéncia de microrganismos alcalofilicos CBTases
-positives, em  relacao & populaglo total de micrarganismos
~alcalofilicos.

: N% de bactérias N2 de bacteérias % de bactérias
S NR da placa aicalo£i}igas EGTases positivas LCGTases positivas
: {UFC/q7 {UFC/g}
i ghed 2502 2% .41
2 17599 3290 17,14
3 1759 3309 £¢,00
4 13000 2009 15,38
3 39508 2o00 8,19
& 5000 Se9 i¢,69
7 17500 500 2,85
g gt 2ol iee9 5¢,09
¢ S90 509 109,00
ie 4509 50@ 11,11
11 3500 _ 1000 18,18
ig 1569 Se9 33,33
13 ¢ee 2009 49,09
14 5000 1¢00 2,690
19 7329 1500 20,00
16 43¢0 10009 22,22
i7 16000 1399 2,37
i8 45500 4500 : v,89
i% 47 08P : 3060 4,87
oo 27309 2000 7.e7
21 agsee 2000 65,18
2e 20500 . 30909 17 .97
23 72002 15¢0 . 2,08
24 32000 iéoe 3,1
25 5£G08 590 B.33
2é 21500 1560 6,98
27 30600 2500 8,33
28 14509 1200 5,0%
29 2509 509 2e,ee
39 z2een 509 25.,.¢9
31 785e¢ o0ee b,37
Médias 21967 1742 7.93

;a~os dados referem-se as placas em que foram isoladas as coldnias
. produtoras de CGTase. -
- b-Unidade Formadora de Coléniafg.
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Figura 5. Colonia produtora de CGTase com halo amarelo, sobre o meio
de cultivo de PARK e col. (1989).

Figura 6. Ilustragc8o da determinag3o da atividade de CGTase pelo
método CD-TCE (NOMOTO e col.,1984). No exemplo a atividade foi de 25_
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croduziu 0ODs sté um estdgio de diluiglo de 1:38, ou seja. stividade
CD-TCE igual a 2.

NOMOTO e col. (1984), comentam que uma das melhores linhagens
produtoras de CGTsse, Bacillus n® 17-1, isplada por Horikoshi e
rolaboradores em 1981, tem atividade CD-TCE entre 8? 2 88. gdotado
gste critério no experimento, observou-se (Tabela &) agque 23 das
linhagens iscoladas asresentaram atividade CD-TLE sntre 87 & 88. FPara
confirmacgio destes resultados, conduziu-se uma repeti¢io do método com
as 23 linhagens anteriores. Os resultados deste estudo, apresentados
na Tabela 7, demonstrarvam aue nove linhagens (n2 32, 34, 37, 3%, 49,
42, 47, 49 e 533, apresentaram atividade ﬁD—TCE em diluigio 88 em PpH
B.% a 530, apos 48h de incubacBo.

De modo semelhante aos estudos de GORDON e HYDE (19822, a partir
das nove linhagens alcalofilicos isolédas toram opbtidas linhagens
variantes com capacidade de crescimento em pH 7,2 {Tabela B), as quals
foram avaliadas gquanto 8 capacidade de producio da CGTase naquele pH.
s linhagens wvariantes, quando cultivadas a 30°C en Meio & (pH 7.2).
sem Haﬂﬁﬂﬁ, apresentaram ainds 3 capacidade de producdoc  da EnRima
(Tabels ). A atividade CD-TCE foi menor, Eé, 0 que pode dever-sg  ag
Fats de os microrganismos terem sido cultivados 2 3e°c, em vez de
27°r  Pste resultado indicza aug o pH ndo e um fator determinante para
a producio de CBTase pelos microrganlismos.

as nove linhagens alcalofilicas, produtoras de (CGTase en malor
nivel foram submetidas a estudos tawxonbmicos Para a identificacio ds
supdrie. Pelo exame microscopico, todas as culturas apresentaram forma
de bastonetes moveis Gram positivos, COm ESPOYOS glipticos centrals =

subterminais. A Tabela 1€ mostrs zlgumas caracteristicas, fisinlidgicas

& Bioquimicas dos isolazdos alralafilicos. Observa-se que todos 0OsS



Fabeln @.‘ﬁvalia;§o da capatidade de produclo de CGizse dos isxvlados
#lcelofilicons. atraveés do método CO-TCE(NDHOTO e col., 19847,

. Fator de diluicio da enzima %:
Mumero do 8 -
fsolado . 2® . &t g 2 a’ 2®
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. Tabela 7. RepeticBo da avaliag8o da capacidade de produgdoc de CGTase,
D pelos isolados alcalnfilico; que apresentaram atividade enzimatica eom
dilui¢8o maior ou igual a 2, pelo metodo CO-TCE(NOMDTO e col., 1984) .

Fator de dilui¢8o da enzima 1:

©NE do

isolado 2 3

& 7 8

2 a 2 2? 10

2 2

<]

|
]
H
i

4

8

ie
17
32
33
34
33
34
37
38
3%
49
42
43
45
47
49
3a
33
54
35
36

i
I
i

i
§
i

1+ 1 % 1
i
1

(I 2 B B
1
i

a

a.

[ B
t
i

i
i
1

N - I N Y- T N S Vit A APRNE. - T R SO W Sy
I I I I N R O R R N R "
e T I T T N R N A A N T S G R A I
R I S T B S S T e N N R

nd-n3c determinado.

f Tabela 8. Isclamento de linhagens wvariantes dos alcalofilicos con
" ¢gapacidade de crescimento em pH 7,2.

pH decrescente

- N® do isolado 10,3 2,0 8.5 8,0 7,5 7,8
ag + + + + + +
34 + 4 + + o+ -+
37 + + + + + +
1= + + + + + +
42 + + + + + +
42 + + + *+ + +
47 + + + + + +
49 + + + + + +
53 + + + + + +

[ ]
~J



Tabela 9. Verifics¢8c da capscidade das linhagens variasntes produzirem
2 EGTase em pH 7,28, pelo método CD-TCE (NOMDTO e col., 1984, 1986}

Fator de dilui¢cio da enzima 1:

N2 do ) { 2 3 4 5 & 7 8

isplado 2 z2 g 2 2 g 2 o4 2
3¢ + + + + + + + - -
24 + + + + + + + - -
37 4 + + + + + + - -
39 + + + + + + 3 - -
4 + + + + + + + - -
4 + + + + + + + - -
/7 + + + o+ + + + - -
4% * + 4 + + + + - -
)] + + + + + + + - -

micvrorganismos isolados apresentaram caracteristicas identicss. Pelo

Manual de Bergew s (BNEATH, 1984), as caracteristicas apresentadas na
Tabela 10 z8o similares as descritas para a especie Bacitlius lentus
Considerando~se m chave simplificada para identificaclo de espécies de
Bacillus, propeosta por DESK = ’TIﬁdR (1988, foi ohservado gug 3%
cmracteristicas da Tabels 12 tawbeén s8p similarses as da especie
Bocillus lentus. Baseando-se nestes resultados, as culturas de nB® 32,
34, 3F, 329, 49, 47, 47, 49 ' 53, relscionadas na Tabela 12, foram
claseificadas coma PBacillus lentus.

GURDON e HYDE (1982 conduziram estudos taxontGmicos com 174
linhagens de Pacillus alcalofilicos, e constataram que mais de 8%
das linhagens eram Bacilius lentwus.

Nentre as linhagens que apresentaram atividade CD-TLE em diluigdo
Sﬁi?aﬁela 73, quando cultivadas em Meio & {(pH 16,3}, a de n¥® 42,

classifirads como EBEacillius lentus, foi escolhida aleatoviamente pars

sutudos de producio e carascterizacan da sus CGTase .
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Tabela $1@¢. Caracteristicss morfolodgicas e bioquimicas dos isolados
alvalofilicos que apresentaram maiov produclo de CGTase,

NE do isnlado

32 34 37 39 4% 42 47 42 a3

Coloracio de Gram + + + + + + + + +
Forma de bastongte + + + + + + + * +
Endosporo + + + + + + + + +
Motilidade + + + + + + % + +

Temperatura de
=

crescimento 5 C - - - - - - - - -
ie ” + + + + + + + + &
3e + + + + + * " +
49 + + + + + + + + +
he - - - - - - - - -
33 ¢ - - - - - - - - -
45 - - - - - - - - -

Crescimento em
Nall 2% + + + + + + + + +
3" + + + + + + + + +
YA + + + + + + + 4 +
_ 18 + + + + + + + + +

Crescimento

anaerobico - - - - - - - - -
Acido de glicose + + + + + + + + +
manitol + + + + + + +
xilose + + + + + + *
arabinose + + + + + + + + +
Indol - - - - - - - - -
Catalase + + $ + + + + + "
Redugdo do nitrato - - - - - - - - -
Gas de nitrato - - - - - - - - -
Yoges—FProskaugr - - - - - - - - -
Fenilalanina desaminase - - - - - - - - -
Hidrolise da tirosina - - - - - - - —~ -
” " gelatina + 4+ ¥ + % + + 4 +
* " caseina + + + + + + * + +
" do amido + + + + + + + + +




4 2 Efeito da temperatura sobre s producdo de [GTase

Para o estudo do efeito da temperaturz sobre crescimento celular
¢ producic de {GTase, o Bacillus lentus foi cultivado em Meio A {pH
18,3} em témperaturas de 39, 37 e 4¢°C (Figuras 7, B ¢ g,
respectivamenter. O crescimento microbiano foi avaliado pela
turpidimetria 8 a C6Tase pelo método CO-TCE. O microrganisme Cresceu
satisfatoriamente nas trés temperaturas estudadas, com produclo da
enzima. Entretanto, a 37°C ocorreu um maior cresciments celular. A
srpima parecia ser produzida mals rapidamente 3 38°¢C {Figuvra /¥, MAS,
neste caso, ac final da incubac8o a astividade CD-TCE ers 8?* inferior
em relacio & alcancada nas temperaturas de 37 e 40°C, rujs a stividade
CO-TCE atingiu 88 {Figuras 8 e ¢, respectivamentel). # erodugio da
enzima foi maie lenta a 4@°0C (Figura 9) 0 efeito ds temperstura sobre
a producdo de CGTases nde tem sido descrito na literatura.
Temperaturas entre 3¢ e 4¢°C  foram utilizadas para =2 produclo de
CGTaseyr por oulros miarergaqismugiﬁﬁKéMURA e HORIKOSHI, 197 én,
KITAHATA = OKADA, 1974, KUBaYASHI e col., 1978 NOMOTQ & ol 19846, YU

e ocol., 1988, PONGSAWASDI e YABISAUWA, 1988).

4 3) Efeitos das fontes de carbono ¢ nitrogénio sobre 3 produgdo  da

LGETase

0 efeitc de diversas fontes de carbong sobre o crescimento
celular e eroduclo de C6Tase pelo Bacillus lentus, ¢ wmostrado pels
Tabela 1% Conforme se pode notsr, o crescimento celular fou
satisfatorio cm todos os tratamentos, excebto no tratamenteo Ti; SEMm Uma

frmnte de carbonn especifica. O microrganismo somente produziu a enzims
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1.6

1.4 4 Crescimento teIular

A& Atividade CDH~-TCE
Iliq

Densidade otics (648nm)

At ividade (D - TCE

&
3 fz 24 3 & 4 72 81 74

Tempg de incubacdo (k2

Figura 7. Crescimento celular e produgdo de CGTase pelo Ernei{llus
lentus, a 3@“’(3 )
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1.4 4 Crescimento celular
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Figura 8. Crescimento celular e produgdo de CGTase pelo Boocillus

lenfus, 2 37°¢
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14 A Crescimento celular
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Figura 9. Crescimento celular e produgio de CGTase pelo Bocillus

lentus, a 40°C.
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gm  presencs das  fontes de  carbono: dextrina, amido s luvel,
fF~riclodextrinag ¢ amilopectina. A A-00 foi o indutor menos eficiente,
Estes resultados indicam que a LGTase do Bacillus lenifus € uma enzima
indutivel, porém nioc € induzida pelos carboidratos glicose, frutose,
maltose, ﬁacérmse e lactose. NAKAMURA ¢ MHORIKOSHI (197633 tfambém
verificaram que mono g dissacaridens ndo induziam s CGTsse do Bacillus

sp nlcalofilico.

Tabela i1, Efeito da fonte de carbono sobre s producio de C6Tase pelo
Bacillus lentus . {(meio de cultivo: €,5% extrato de levedura, ©,08X%
HQSBQ.?HEG, g,i% Ka
tratamentos indicados)

HPﬂﬁ, i% NaaCG3, pH 1&,3, suplementado Com DS

Tratamentos; Fonte Crescimento Atividade
fonte de nitrogénio celular Atividade dextrinizante
carbono 2X% ?, 5% Ch-TCE (U/mi )
T, :nenhuma peptona fraco - -~
Ta:glicuae ” bom - -
Yg:frutage - -

T, maltose - " - -

4 ’ g

Tﬁzdextrina " * = 68,38
Té;amida soldvel " atimo 88 61,19
??:satarase * bom - -
T.:lactose " a - -

8 &
T?:ﬁwticindextrina " * 2 34 .85
Tie;amiZGPentina " ” EE 71,44

a~gtivigdade Ciclodextrina Tricgaroetilena(CB~YCE)
v-atividade dextrinizante a 40 C
c~ausente

A Tabela 12 wmostra o efeito de diversas fonte de nitrogénio schre

o rrescimento microbiano g8 a2 producdo de CGTase do Pacillus lontwus

Comparando-se o tratamento T com T . verifira-se sue 3 adicio de 1Y
L



Tabela 12. Efeito da fonte de nitrogénio sobre a producBo de L{0GTase
pelo Bacillius lentus ., (mgio de cultivo: @.82% %9804-?H80, 2.1%

KEHPGQ, i% Naaﬁﬁa, pH 12.3, suplementado com os tratamentos indicados?

Tratamentos: At lvi~ Atividade
Fonte de Fonte de Extrato Crescimento dade Hextrinizante
nitrogénio carbono levedura celular £n-TLE® (Ufm}}b
T, -nenhuma 2% amido  @,5% gt ima 28 71,44
saldvel
T,.:1% Ffarinha
ig =
de soja " ' bom e 53,33
Tia:i% gxtrato . o
de carne " " “ & hé,5b
T, 4 1% uréia 5 : fraco 2 ¢, 44
Tiﬁ:i% acidos ,
CABSAMinOs " gtimo é 346,89
Tié;extratu de ,
levedurs * {1,5% * 2 3%, &9
T,,:1% peptona - e,5% . 27 23,00
Tiazix sl fato
de ambnio " - ausente - -
Ti?:az dgum de mace~ 1% amide '
racio de milho(AMMY® soldvel " Gt imo 2? 27,19
TEQ:EA AMM 2% amido
soldvel 2 a7 42,89
T 4% AMM “ d T 87 47,77
21
T B% AMM g - - o 76,93
EE- 1
T_. . 1% AMM - - g 2 17,74
a3- ’

a- atividade Ciclodextrina Tricénraetilenn(ﬁﬂ~?€£)

b atividade dextrinizante a 49 Clunidades da gnzimasml do meio de
cultivol

- AMM com S0¥ de solidos

d~ nio adicionado



de peptpna ap meio de cultiveo resultou numa menoy producdo da  enzima,
demonstrando que o nitrogénio contido em €,3% do extrato de levedura
do tratamento T“J foi suficiente para atender as necessidades do
microrganismo, com produclo de CGTase em niveis de 28 pelo metodo
CO-T0E, ou 7i,é4U/ml pela atividade dextrinizante a 48°C. De scordo
com 3 Tabela 1B, o micvorganismo ndo cresceu em presenga de 1% de
sulfato de ambnio (tratamentc‘nas, 0 motivo desta imibiclo nio foi
estudade. O meio de cultive constituldo de AMM BY, smido B4 & demais
ingredientes (tratamento Taa) suportou um bom crescimento do
micvrorganisma, com satisfatdria producBo da CGTase. Como pode ser
ohservado, nﬁp foi zadicionado extrato de levedura so meio, indicando
aus GMM, 3 nivel de 2%, atendeu as possiveis necessidades vitaminicas
do Bocillus lentus, Comparando-se o tratamento T}ﬁ com o 3&2,

verifira-se que a adiglo de 6,5% de extrato de levedura, na realidade,

resultou numa sparente inibic¢3c da produc3o da CGTase.

4 4y Purificagdo ds (6Tase
4. 4. 1) Precipitat8o com sylfato de amdnio

s meios de cultura de Boaci{llus lentus contendo a CGTase, obtidos
conforme subitem 2.8.1, foram reunidos num dnico volumg de 2000mi.
fGocs centrifugacio, obteve-se um volume de 173@mil, que foi resfriado a
59r & ap aual foi adicionsdo sulfato de ambnio ateé uma  saturagdo de
Br% . O precipitado formado foi separado por centrifugagic, obtendo-se
soml de um concentrado contendo a C6Tase. Parte deste material. 3bml,

fni dimlisado s 50 em sgus destilada por 4Bh.
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4 4. 2) Cromatografia de LGTase em coluna de DEAE-celulose

Os 55ml de dialisado obtidos no subitem anterior, foram
submetidos 3 cromatografia em coluna contendo a resina DEAE-celuibse.
0 resultados da eluigdo com tampdEo borato SemM(pH 8,3 contendp
sradientes de NaCl, estBo representados na Filgura 19. Pela leitura da
absorbincia das fragles 3 280nm, obteve-sg dois picos de proteinas. O
srimeiro pico, entre as fracbes 935 e 115, apresentou atividade
proteolitica socbhre a caseing a 37°C, em pH 19,3, O segundo pico, entre
as fracBes 140 e 205, apresentou atividade dextrinizante a 55 C. Estas
fragdes foram reunidas num volume de 28Beml, aque a seguir foil

a

concentrado com Polietilenoglicol 4000 para A4iml, = 5%°¢

4 4. 3) Cromatografia da CGTase em coluna de CH-celulogse

Parte do concentradoe obtido no subitem anterinor, 38ml, foi
submetideo & cromatografia em coluna contendo o resina CM~celulose. Os
resultades da eluicdc com tamplio borato SemMipH 8,35 cantendo

aradientes de NaCl, est3o representados na Figurs i1, Fela leitura da
absorbincia das fragdes a £BOnm, obteve-se um pico entre as fracies de
n® 1@ =3 38, © aual apresentou atividade dextrinizante & 55°¢
Observa~se também gue praticasmente tnda a proteina havia sido sluida
antes da splicacio do NaCl, mostrando gue a enzima nio fpi retida pela
tM~celulose, em pH 8,30, As FracBes contendo atividade dextrinizante
foram reunidas num  volumpe de  Femli, pasteriormente fracionadoe em
valumes menpres & conservados em congelador, Esta preparacan contendno
437U/ ml, Ffoi utilizada nos estudos de caracterizacdo da enzima, €
representava P8% do total da enzima original com atividade especifics’

de 3370@U/mg (Tabela 43). § grau de puvrificacio fol de 37B vezRes.

6?2



5., A0
- Ghsorbincia (PBOnm}
e § Concentragio de NalliM)
b ptividade enzimdticadU/ml da fraclo)
+ 4 Kyic] . 4
ko)
~ 31 |2se 3
&
o
2
a ¥l E
0 L
e P
ot o~
] 2 148 I:? i o
= W 1]
o i =
7 a
o 1 12@ -
®
& =
i 52 "
=
| 48
o [0 < ' m— — b e
A %5 o5 5 Hs M5 15 145 5 145 195 185 195 265 218

NS da fracio

Figura 16. Purifitascio da CGTase do Bacillus lontus por

cromatografia em DEAE-relulose.



i LAH0 5
_ fbsprb3ncia (£28¢%nm)
9 140 § Concentracio de NaCl(M)
i & Atividade enzimatical{Ur/ml da fraglo)
LB . 4
' 1260
e *
% 1000
0 15- —t3
£
N 2 -~
5 b 2 E
1t £
oyl ™ -
L
@ - g L2 £
b
a T
a ¥ 3
408 —
A :E--:-
Wit
. i
&) ok i a
S S A A A A !
ME da fraclo
Figura 11. Purificsc8o da CGTase do Bacillus lentus

rromataogratia em CHM-celulose.

rovr



Tabela 13. Sumirio da purificacio ds (G6Tase do Boacillus lenlus,

Volume Atividade
Etapas total o eapecifica Rendi-
{ml3 UAml Ys/totais iifmy proteina) mentoilkl
Cultura
fiuida 1958 7Y 1524052 /e 190
Precipitagio
(%Hqﬁgﬁﬁé Bo¥ 55 i744 FHP2D 1059 &
BEaE~celulose 386 151 57523 15862 37
CH-celulose g 337 3i2¢4 33768 28

a~ atividade dextrinizante s 5570

4.%) Carascteristicas gerais da enzima purificada
4.3 1) Efeito do pH

0 efeito do pH sobre a atividade da CGTase & 35€ ¢ mestrado  ns
Figura 12. & enzima mostrou malor stividade dexirinizantg em pH  entre
% B e 4,7, wnauanto a atividade de formacio de ciclodextvinas, medida
peiz atividade CO~TLE, foi maior em pH entrve 4,5 a 7,5, NOMOTO & ol
tiv8Ay phservaram que 3 O06Tase do Bacillus HA 3-3-2 exibia dois pigos
de atividade dextrinizante otima , um em pH 5 e outro em pH 9,
gnauanto a atividade de formacBo de ciclodextrinas, era malor entre pH
£.% ¢ 8. A atividade dextrinizante tem sidoe usada como pardmetro unico
de awvaliagio da atividade de CG6Tase. Entretanto, conforme foi
ahsprvado neste egxperimento, g antes no de NOMOTO e col . (19B&r. o pH
stimo de atividade dextrinizante da C6Tase pode ndo refletir o gH
Stimo de formecfo de ricliodextrinas. Isto pode acarrebar  ums  mOnoy
raxa de conversido do amide em CDs, No sug se vefere ap pH  Stimo  ge

psutras C0Tases, s valores relatades na litevaturs oscilam de scorvde

0
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com 3 #specie de microvgsrismo produtor de (GYsse. A Tabsla 14
spresenta gm resump das cavactevisticas das CLOGTases produzidas eor
especies de Bacillus, Observa-se gue existe CGTase, como s do Bacillus
sp (ATCC 217830, estudada por NAKAMURA e HORIKUOSHI(1978b, 1974d), que
tem pH étima.em meio Ccom acentuada scidezipH 4.5 & 4.7}, Ja & CLhTase
produzida pelo Bacillus subtilis (KATD & HORIKOSHI, 1984: tem pH
otimo em meio alcalinodpH 8.

A atividade UD-TCE do Boacdilus lentus mantgve R LA de
gstabilidade em wvalores de pH entre 6,59 e B,5, apds trataswento térmico
de 3@min., a 45 C em tampSo borato S5@mM(pH 7.5). Nestas mesmnas
condiches, mais de Y94 da atividads dewxtrinizante foil mzartidas gm pH
gntre 7,% e 9,9 (Figura 43). Aqui constata-se novamente uma diferenca
entre us métodos. Em pH 9.5, a3 enzima ainda mantinhs cerca de F&X de
sua atividede dextrinizante, enquanto s atividade CD-TLE j& hawvis sido
reduzida em 59P%. NOMOTO e c¢ol. (1984), ndc encontraram estas
diferencas para @ CGTase do Pacillus sp  HA 3-3~2, & o pH de
estabilidade situava entyre & 2 i1, A Tabela 14 mostra o pH de
gestabiltidade das C6BTases produzidas por outros Micyorganismos
descritos na litersturg. & UhTase do Bocdllus sp (ATCC 21783)
spresentou tambem uma ample faixa de pH de gatabilidade, entre & & 1€

{NAKAMURA & HORIKOGHI, 1%¥7&b) .

4.3.8% Efeito da temperasturs

Pela Figurs 14 nota~se que 2 enzima apreseniou maior aitividade de

formacio de CDs entre 4% e 550, & com relscio & atividade
dextrinizante, a temperatura otima foi de 550 Estes rzsultados
assemelham-sg aos ohiidos por outros pesguisadores {(Tabelas 14) . As
GTaees produzidas por Boacillus, descritas nsa literatura, tém
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temperaturas Otimas entre 5¢ e 76°C (Tabela 14} £n produzidss pelos
Bacillus macerans (DePINTO ¢ CAMPRELL, 1%68) ¢ Bacillus megaterium
(H1ITakAaTa e OKADA, 1974), em especial, apresentaram atividads dtima 3
55°C.

2] estabi}idade térmics da enzima em estudo Foi avaliazds pela

atividade enzimatica residual, apds tratamento btermico de 30%min em  oH

7.8 ina tempevatura em estudol). Verifica~se pela Figura 19 ocug =2
grizima manteve mais de BEX de atividade dextrinizante, apos 30min. en
temperaturas inferiores a S¢°0. & formagan de Chs, medids pelsa

atividade CD-TCE, era 100% estdvel até S5°C. & estabilidsde termica
tdas COTeases produzidss por outras espécies de Bacdllus situaram-se
entre 5@ e 76 C, conforme mostra a Tabela 14. A& CGTase do Bacillus  sp
H& 3~3-2, isolado por NDMOTO e col. (1988), € & gue apresentou maior

gstabilidade térmica.

£.53.3) Efgito do CaC}a e oo EDTA,

Na Figuraz 146 € apresentado o efeito do CaC}ﬁ e do EDTA  sobre s
atividade dextrinizante residual da CGTase do Bacillwus leniwue, durante
oo

o tratamento térmico por  sté  15@min. a3 55 0. wm  tampis  borato

SmM(pH7 . 5) . Observa-sg que 3 inativacdo ds enzima controle acentuya-se

com o aumento oo tempo de exposicio. A& adicBeo de imM  de EDTA,  um
spquestrador de cations Divalentss., resultou nums maior faxa  de
inativac3o termica. Este resultado sugere aque cations pariicipam na
estabilizacio térmica da COTase. A adicBo de ions £x"®, em todaz  as

roncentractes estudadas neste experimento, conferiu praticamente 164
de estabilidade a atividade dextrinizante, mesmo apds 158min a2 5570
& 33812 o o EDTA seresentaram efeito semelibhante sobre s

atividade CO~-TCE vesidusl., depoisg de ter submeidido 2 enzima @ um
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tratamento de 15@min a S53°C, no mesmo tamplo. Conforme 3 Tabels 15, o
tratgmenta térmica da enzima.em auséncia de EDTA ou Caﬁlz, resultou
numa atividade residual de 13%. Com =23 adic3c de 1mM de EDTA, =
atividade ¥foli reduzida a 2%. J&a a adi¢8o de 9mM de CaCl2 garantiu 199X
de estabilidade, enquanto a presenca de 1¢ ou 20mM resultou num
incremento de 1¢94 & atividade CD-TCE., Isto sugere aque a presenca de
1@mi de Caﬂlz ¢ suficiente para diminuir a desnaturacdo teérmica da
£GTase, durante a convers3c do substrato em CDs, garantindo uma
atividade da enzima por um tempo maior, a ponto de permitir a formagsa
de LDs eﬁ diluiéﬁa 88,

Segundo OCASAHARA e col. (1970}, o ctdlrio ¢ essencial para a acdo
ratalitica de a~amilases bacterianas, & na sua presencas =23 enzima @

mais resistente 3 valores extremas de pH ¢ temperatura, 0 celcio

Tabela 15. Efeito do EDTA e do CaCla sphre a estabilidade teérmica da

formacio de ciclodextrinas pela CBTase do Bacillus lentus.

Tratamentos At ividade Atividade

Cp-TCE® residual (%)
b - , 7
€3 controlei{nio sauecidal c 190
[EJ squecida sem EDTA ou CaCl, ot 13
ey - em CaCl, SmM 27 109
. . . & 2]
[E3 1 Om 2 290
% I . v pem 8 200
> 2 EDTA tmM 2t 2
a~ atividade ciclindextrina ftricloveoetileno(CD-TLE? residual, apos

aquecimento por 2,%h a 55°¢
b~ ¢,5m1 de soluglo de CGTase(337U/ml), em tampldo borato S50mM{pH 7.3

¢~ precipitacio mais acentuada



parece atuar de manegira semelhante sobre as (GTases . Neste sxperimento

v calcio aumentou sensivelmente a estabilidade térmica da U8Tasse do
Bacillus lentus . NAKAMURA e HORIKOSHI (1974h) disseram aque 108 de
ﬂaCIz aumentou a resisténcia térmica da CGTase do Boeillus zp  {(ATCC
21783}, enquénta imM de EDTA 2 diminuta. YU e col. (198B8) afirmam que
g cglicio também aumentou a estabilidade da C8Tasg do Facillus
anyloliguefaciens AL 35, 0 EOTA a imM n3o afetou a estabilidade

rermica ¢da (GTase do Bacsillius HA 3~3-2, segundp NOMOTO » col. (198B4) .

4.5 4) Efeito de lons e inibidores
% Tabpls 16 mostra o efeito de ions e inibidores sohre a
atividade de formsgio de Cls da (GTase do Hacillius lenfus. A enzims

. R . o - . . 7
soresentou ums forte inibici0 causada pory ions metalicos, como Lo o,

0%, 0u™®, He™® 2 Fe™, em concentracBo de SmM. Ji o Mg’ ndo
provocou nenhum efeito sobre 3 formacio de CDs. Entretanto, HOMOTO e
col. (19843, afirmaram <gue 3 CGTase do PBacillus HA 3-3-2 era
tortements inibida selo Mg o, QSém dagueles fons. O fon Ca ., conforme
discutido antericormente, aumentou 3 estabilidade térmica da gnzima enm
estudn, © gue tampbém ocorreuw com outrag CGTases. Nip fol  observado
inibicso por SmM de iodoscetsmidas ou @,3mM de p-~clovomercuribenzosato,
suserindo gue a COTase do Boeillus lentus n3o ppssul  grupamentos
sulfidrilicos essencizis para 2 sua atividade cgstalitica. & [GTase do
Bacilius HA 3-3~2 também nao wmostrou sensibilidade s0s inibidores
fluoreto de fenilmetilsulfonil @,2mM, p-cloromercuribenzoato @,.1mM  ou
ENTA  @,1imM  (NOMOTO e col., 198B&). A wndlise ds composigio de
aminoscides da [GTase do Bucillus macerans, nio apresentou residuocs de
cistina, segundo os estudos de DePINTO e CAMPBELL (1968). 0 efeito de

inibigores schre a atividade da CBTase de sutros microrganismos nag
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foi descrito na literaturs.

Tabela 146, Efeito de ifons e inibidores na atividade de formacio de
ciclodextrinas da C8Tase do Pacillus lentus.

Atividade Atividade
Tratamentos cp-TCE® residual (%)
tEP controle e’ 100
“ + SmM CoCl, e: 13
” 4 SmM H9894 Bg 199
"+ OmM ZnSE}4 2? i
* o+ SmM MnSO4 Ee ipe
"+ BmM HgCl, 2 i
T+ 3mM Cu534 9? 2
"+ OmM KC1 2 190¢
"+ TmM FeSﬁ4 2; [
+ SmM iodoscetamida 2 192
“ % @,imM p~cloromercuribenzoato 8? 109
* 4 9,5mM p-cloromercuribenzoato 87 109

a~ atividade ciclodextrina triclorcetilena(CD-TCE)
v~ 9,5ml de solucdo de L6Tase{(337U/ml}, em tampio borato S8mMipH 7,5}

4. 6) Efeito da concentragclo da COTase na formacdo de cicvlodextrinas

0 efeito da concentrac3o da enzima sobre a conversdo do amido
spldvel 1% em £Ds, foi avalizdeo pelos meétodos da  glicoamilase e da
gravimetria, descritos no item 3.19. Os resultados deste estudoe estio
apresentados nas Figuras 17 e 18, N30 houve interesse em COmMParar
potaticticamente os dois métodos, mas parece que o metodo gravimebrics
(Figura 1i8) esta menos sujeito ap cogficiente de variacdo. Observa-ce

queg o aumentsn da concentracio da enzima  resultou em aumento  ds
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veiocidade inicial da reaclo de ciclizacBo. Para uma concentraclo de
1216U por 100ml de amido soldvel 1%, cercas de &8% de conversio ocorria
apas Bh de incuba¢lo (Figuras 17 & 18). Incubacdes prolongadas por ate
48k, com concentraches reduzidas da enzima, favoreceraw a conversSo do
amido em Cls. Um rendimento superior a 45% fol observado com 74U por

188m} de amido soluvel 1%{(Figura 18}.

4.7} Proporcdp de formascdo de ciclodestrinas pela CGTase

A propovgdo entre os tipos de CDs produzidas pela CBTase do
Baci{llus lentus foi determinada por Cromatografia Liguida de #lta
Eficiéncia, conforme descrito no ftem 3.11. & Figura 19 mostra oS
cromstogramas dos padrdes de CDs ¢ agueles obtidos apds 24 e 48k de
hidrolise do amido soldvel 1% com =z CGTase. Mo cromatograwa @A, o
primeiro picg corresponde ap solvente das CDs que foi 3 #gua. Nos
cromatogramas B e £, o primeiro pico corresponde & agun, o segundo e
terceiro correspondem 3 glicosse & maltose, erroduzidas peia
amiipglicosidase a partir do ayida ndo convertido em Cbs. Nota-se que
gz £~CD ¢ produzida auase gue exclusivamente, independente dp tempn de
incubacio estudado. Baseando-se na porcentagem de svsa  {fpormada para
cada CD, calculou~se 85 proporgles de 1:.67:1.6 8 1.4 . 541 para «, & ¢
¥-LD, respectivamente, apods 24 ¢ 48k de invubaclo Tais proporebes nio
foram sinds descritas na Jitervratura. Ests importante caracteristica
sugere que a [6Tase do Pacillus lentus tem potencial para producio
gapecifica de £F-00, podendo permitir =2 obtengSo de uma preparacio
comereisnl desta ciclodextring mais purificads.

A Tabela 14 mostra as principais Cls produzidas de acordog com B
eapecie de microrganismo. RITAMATA e OKABA {(1974) verificaram gque as

CGTases do Bocillus megateriun ¢ Bacillus mocerans eroduzizm as  LDs
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nas proporedes de 1:2,4:1 e 2,7.4:4, respectivamente. Para a CGTase do
Bucillus circulans a proporclo era de 1:.10,5.08 (POGSAMASDT & YAGTSAKA
1987y YU e col. {1988} comentam que =3 CGTase do Bacillus
amiyloliguefaciens produz pricipalmente a-0D (BE-~99Y% do total de CDY e
gque 3 -CD nﬁn tol detectada. Jd, a (BTase do Bacillus subtilis
produziu somente a »-CD (KATD & HORIKOSHI, 19B&). & wmasioris das
COTases descritas na literatura, com ewxceclo da anterior, produz
pricipalimente a3 o ou. B-CD (Tabela 14).

BEMDER (1983} explica que 3 reaclo de ciclizacin & favorecida
pela conformaclo helicoidal do substrato. Cada espiral do smido contem
de & a 7 residuos de glicose, e isto facilita a formacSo das o« e fa-Cn
Enguanto a »~CD € provavelmente produzida a3 partir de regifes n3o
helicoidais, ou pela distorcis da hélice durante a lisac3o do
substrato, o gue gxplica sua baixa taxa de formsclo. A& presenca de
alcopis, esteres, €teres, cetonas e bromobenzeno no meio de reaclo,
afetam a proporcioc e os rendimentos das CDs durante 3 hidrdlise

(BENDER, 1983, SHIRAIBHI # col., 198%9a, 198%b:.

4.8) Formagdo de ciclodextrinas a partir de vérios carboidratos

U efeito da origem do carboidrato sebre o rendimento da conversio
em CDs também foi estudado. Os substratos foram preparados a 1%, de
atorde com 03 procedimentos de NAKAMURA & HORIKOSHI (197&4b), Na Figurs
28, nota-se aque até 2k de incubacic, a enzima apresentavs  uma
conversdo em torno de 51% do amido de milho, seguida poy amida de
mandiocald?N), awmilopectina(43%) 2 aproximadamente 43% para os amidos
de batata ¢ socldvel. Mas com 4k de incubacio praticamente, inexistianm
tais diferencas de rendimento, e a taxa dg conveyrsio era

sproximadamente 38X para todos o8 carboidratos.
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KAKAMURA e HORIRKOSHI (1974b) obtiveram maiores rendimentos com &
CGTase do Bacdllwus sp (ATCC Bi783). pois cerca de 73% do amido de
hatata e 65X de smilopectina foram convertidos em C£Ds. Estes mesmos
sutores (19746d) declaram aue nBo entenderam por cue, sspecialmente com
carbmiératag'altamente ramificados, 0% rendimenios  eram maiores  que
aqueles obtidos por CBTases de cgutros microrganismos.

FRENCH (1937) cita gue s CGTase do Boactllus mocerans produzia
uma rapida liquefacso do amido, sewm gualquer formaclo de agdoares ou
LHs. Este comportamento de liguefac3o do amido, sem formac3o de
acucares redqtmre%I tambéw foi observado na CG6Tase do Bacillus lentus,
# tem sido descorito por ocubtros pesauisadores (MATZUZ&WA e col ., 1973,

HORIKGSMI, 1979},

4.9) £feito de co-substratos

A Tabela 17 mostrs que a presenca de 9,003X% de glicose, Sacarose
ou lactose ndo apresentou qualguer efeito sobre s atividade da gnzims.
& presencga de maltose aumentou em 174 3 atividade dextrinizante, wmas
nin aumentou a formwaclo de CHs. No entanto, = presencs de @,3% de £-CD
inibiu 41% da atividade dextrinizante & 234 da atividade de formscdo
de {ls, demonstrande aue a3 enzima foi inibida pelo produto.  Este
experimento foi semelhante ao de HNAKAMURA ¢ HORIKOBHI  (i1%74bJ, que
noptaram gue 3 glicose, maltpse & maltotriocee sceleraram 3 atividade
dextrinizante, mas @,3% de £#-CD ndc sfetou tal atividade da L0GTases do
Bacillus sp (ATCC 21783) s autores relatam que a3 enzims do Boacilius
macerons foi inibids em 38 por @,3% de £2-CD. A n3v inibigSo ds OGTase
do Bacillus sp {(ATCC 21783) selo produto pode s8ry uma oxelicaclo para

wua maior eficifncia na conversio do =amido em ChDs, #m relagio  &s

putras {GTases. D estudo da inibicso pele produto para outras C6Tases
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nio fpi descrifto na literatura.

Tabela 17. Efeito de co-substratos sobre a atividade dextrinizante e

formacSo de ciclodextrinas pela CGTase do Bacillus

lentus.

atividade enzimatics relativa (%)

Co-substratos Concentracio

(%) dextrinizante formacio de CDs®
Controle - 16@ 1¢8
Glicose 2,95 1e3 76
Bacarose " 1¢0 iee@
l.actose N ieo 1904
Maltose " 117 io4
£-Ch 9,3 =34 77

g~ atividade cicladextriné triclioroetilena(CR-TCE)

4.19) Peso molecular da CGTase

0 peso molecular da CGTase do Boacillus lentus
filtrac8o em gel SEPHADEX 6-28€. como foi descrito
o resultado € mostrado na Figura 21. Pela curva
melscular da enzima em 33.0090. Comparando-se esie
apresegntados na Tabela 14, wverifica-se gque esta

um peso molecular inferior as demais citadas na

foi determinada por

no subitem 2.9.7, &
gstimpu-52 O pEsh
resultado com  os

enzima apresentou

literatursa, PETE 0

género Bacillus . Este resultsdo sugere gue 3 (GTase do Bacrvllus lentus

pode ser considerada uma nova CGTase.
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4.11) Estudo da producslo da CGTase ewm meio de rulturs industrisl

0 Bactllues lentus foi cultivado no meio descrito no tratamento
Téa da Tabela 12, e nas tondicBes descritas no subitem 3. B.1. A partir
de 1700ml de cultura obteve-se, apds precipitacBo das proteinas com
aicool e secagem do precipitado, 6,1g de uma preparagdao bruta contendo
aproximadamente 15 099U (GTases/g. A enzima foi recuperada em rerca  de
55%. A dgua de maceracSo de milho(AMM), a nivel de 2%, e 05 demais
ingredientes constituiram um excelente meic de cultive & de produclo
da CGTase, para o0 Bacilliuwus lentus.

4.12) Produgdo de cicludextrinas com 8 CGTase bruta

A preparscio Bruta da CBTase, obtida =0 procedimenta
anteriormente descrito, guando adicionada em concentragles de £,.2 =
2%{p/p), em relacip av peso seco do amido soldvel a 18%., em tamp3n
borato D@mM(pH 7,5), 2 apds passar por uma incubzgleo por 246 & ﬁsﬁc,
alcancou taxas de conversbes do amidg em {Ds que variaram de 17 3 31%
{(Figura &21.

MATZUZARWA e col. (19730) obtiveram cerca de 45% de conversio do
amido de batata a 13%, mediante a adicHBo de ©,7 a 1% de uma preparaclo
ga ChTase do Bocillus sp (ATCC 21783), contendo 1&.900U/g. Conforme
discutido no item 4.2, 3 L06Tase deste microrganismo ni3p apresentou
inibi¢c8o pela ﬁ«CDx e isto pode explicar a sus maior eficifncia na

conversiao do amido em ciclodexirinas.
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5} CcONCLUSOES

1} O microrganismo alcalofilico estudado neste experimento  foi

isolade do solo e identificado como PBacillus lentus. Fsta bhactéria

produziu B CGTace em proporedes semelhantes a0s melkhores
microrganismos produtores deceta enzima, descritos na literatursa. Isto
sugere que a linhagem tem potencial como produtor de CGTase a nivel

industrial.

2} f CBTase era extracelular e indutivel, e sua producloc era

getimulada por amido, fA~cicladexirina, amilopectina B gextrinas.

3) D pH otimo da CGTase ficrou entre de 5,8 a 6,2 para a atividade

dextrinizante e 4.5 8 7,5 pavra a fprmagsdo de ciclodextrinas.

4) A temperaturs Stima para a produgdo de <ciclodextrinas situcu-se
entre 45 & S50 Na ausénria de substrato, a enzima ficou estdvel até
3570, em tamp3o borate S@mM{pH 7,35}, A adigSo de 1@mM de Cai:lE
aumentou 2 recisténcia térmica da enzima para @ formaclo de

ciclipodextrinas ¢ atividade dextrinizante.

%} A enzima nio foi inibida por p-clovomercuribenzoate @,3naM ou

iodpacetamida DmM, sugerindo gque a mesma nio apresents grupos
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sulfidrilas pessencinis paras 3 catalise.

41 0 peso molecular da C6Tase foi estimado em 33,088, atraves de

filtrag8c em gel Sephadex L-260.

7y atrvavés da Cromatografia Liguida de Alta Eficieéncial(CLAE},
verificou-se gug =8 ChTase do Bactillus Leritus produziu as
ciclodextrinas numa proporcdo de 1:.67:1.,6, para a, £ e ¥y-£o,
vespectivamente . Este resultado sugere que a enzima tem potencial pars

ser utilizads na producdo especifica de B-riciodextrina.

8 & CGTase do Bacillus lentuws demonstrou  inibkig8o parcial pelo

produte, o que pode ter contribuido pars o menor rendimento da

canverysio do amido em ciclodextrinas.,

93 Neste experimento, observou-se aue 2 atividade dextrinizante da
ffiTaze, pode ndo refletir as c§ﬂdic§eg Stimas da snzima nas reagdes de
riclizaclo. & medida da atividade dextrinizante &, assim, vr2comendads
somente para expressar a atividade enzimaticallUsml ou g2, ou 2
atividade especifica (Uslmg de proteinad. Para estudos de otimizaclo de
reardes de ciclizaclo, recomenda-se o ewmprego de  um  dos  seguintes

metodos . glicoamilase, gravimetrico ou CR-TCE.
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