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ESTUDO DO EFEITO DO EXTRATO DE LEVEDURA E DO AMIDO DE
MILHO NO CULTIVO DE Bacillus firmus CEPA 37 PARA A PRODUCAO
DA ENZIMA CICLOMALTODEXTRINA-GLUCANO-TRANSFERASE
(CGTASE)

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

RESUMO: Ciclomaltodextrina-glucano-transferase (CGTase) € uma enzima monomérica, que catalisa a
conversdo do amido, formando as ciclodextrinas por meio de reagbes reversiveis de transglicosilagcdo
intramolecular. A producdo de CGTase é, em geral, realizada em condigbes aerdbicas e em reator batelada
com agitacdo. Os meios de cultivo utilizados para a cultura das diferentes cepas sdo bastante complexos.
Como substratos sdo usados diversos tipos de amido e as fontes de proteinas, geralmente, sao
polipeptona, extrato de carne ou levedura. Este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da
concentracdo de extrato de levedura e amido de milho no cultivo de Bacillus firmus CEPA 37 para a
producdo de CGTase. Nos ensaios realizados em reator batelada foram testados meios contendo 2,0% e
4,0% (p/v) de extrato de levedura e amido. Inicialmente, o microrganismo foi semeado em placas de Petri e
mantido a 37°C em estufa incubadora por 72 horas. Em seguida, a massa celular presente nas placas foi
transferida assepticamente para o pré-indculo, que foi mantido a 150 rpm e 37°C por 48 horas. Entao, uma
aliquota do pré-inéculo foi adicionada aos meios de cultivo, que permaneceram em agitador rotativo a 150
rpom e 37°C por 72 horas. Amostras dos meios foram retiradas a cada 12 horas. As andlises utilizadas para
avaliacdo do processo fermentativo foram: espectrofotometria para a determinagédo da concentragéo celular,
método de Bradford para determinar o teor de proteinas sollUveis, método DNS para analise de agucares
redutores totais e 0 método descrito por HAMON & MORAES (1990) para andlise de atividade enzimatica.

PALAVRAS-CHAVE: Amido de milho, Bacillus firmus, batelada, CGTase, extrato de levedura.

1 INTRODUCAO

A enzima ciclomaltodextrina-glucano-transferase (CGTase) € uma enzima
monomeérica, com um peso molecular da ordem de 74,5 kD e que apresenta uma
sequéncia de aminoacidos que revela uma similaridade estrutural com a enzima alfa-
amilase, sendo por isso considerada uma enzima da familia das amilases. Essa enzima
catalisa a conversdao do amido, formando as ciclodextrinas por meio de reacdes
reversiveis de transglicosilacao intramolecular (ciclizacao). Exibe, ainda, atividade em
reacdes de acoplamento e desproporcionamento e em reacgdes de hidrolise do amido. As
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ciclodextrinas tém sido amplamente aplicadas industrialmente devido a capacidade de
formarem complexos com algumas substancias que passam a apresentar propriedades
mais interessantes em relacdo a molécula de origem. Um exemplo é a aplicacao das
ciclodextrinas na industria farmacéutica. A inclusdo de um farmaco na ciclodextrina pode
alterar consideravelmente suas caracteristicas, principalmente no campo farmacotécnico:
modificacdo da solubilidade e da biodisponibilidade, transformag¢ao do estado liquido ao
estado soélido, melhoria da estabilidade no estado sélido (Matioli, 2000).

A producéao de CGTase é, em geral, realizada em condi¢Ges aerdbicas e em reator
batelada com agitacdo. Os meios de cultivo utilizados para a cultura das diferentes cepas
sdo bastante complexos. Como substratos sdo usados diversos tipos de amido, tais
como: amido de milho, de batata, de mandioca. As fontes de proteinas, geralmente, séo
polipeptona, extrato de carne e levedura, farinha de soja (Matioli, 2000). Prema e
colaboradores (1990), citados por Matioli (2000), conseguiram melhorar a producao de
CGTase obtida de cepa selvagem de Bacillus sp., variando os constituintes do meio de
cultivo. A produgdo maxima ocorreu quando amido de mandioca a 1% p/v de
concentragao e extrato de levedura a 1,5% p/v foram utilizados como fonte de carbono e
de nitrogénio, respectivamente. Alves (2002) e outros autores demonstraram que altas
concentragdes de extrato de levedura favoreciam a sintese da CGTase obtida de cepa de
Bacillus firmus CEPA 37.

No presente trabalho, quatro ensaios de cultivo descontinuo de Bacillus firmus
CEPA 37 foram realizados em sistema agitado (shaker) variando a concentragdo de
extrato de levedura (2% e 4% p/v) e amido de milho (2% e 4% p/v).

2 MATERIAL E METODOS

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

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

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

Em seguida, uma aliquota do pré-inéculo foi transferida para os quatro meios de
cultivo, cujas identificacbes e descricdo das composicdes estdo expressas nas Tabelas 2
e 3, respectivamente. Aos meios de cultivo foi adicionada a enzima alfa-amilase, a fim de
hidrolisar parcialmente o amido.

Tabela 2: Identificacdo dos Meios de Cultivo
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Ensaio Identificacdo do Meio
2-e Meio E
2-f Meio F
2-g Meio G
2-h Meio H
Tabela 3: Composi¢cao dos meios de cultivo
Componentes (% p/v) Meio E Meio F Meio G Meio H
MgS0,4.7H.0 0,02 0,02 0,02 0,02
KoHPO4 0,1 0,1 0,1 0,1
Polipeptona 0,5 0,5 0,5 0,5
Extrato de Levedura 2,0 2,0 4,0 4,0
Amido de Milho 2,0 4,0 2,0 4,0
Na>COs3 1,0 1,0 1,0 1,0

Os meios foram mantidos a 37°C e 150 rpm em agitador rotativo por 72 horas.
Amostras de 20 mL foram retiradas a cada 12 horas. Ap6s a centrifugacédo das amostras,
as fragdes liquidas foram armazenadas sob refrigeracdo para analises posteriores. O
precipitado foi ressuspenso para analise de concentracéo celular, com leitura direta em
espectrofotdbmetro a 610nm, conforme descrita por Olivo (1985). Para anélise de aclucares
redutores totais, as amostras foram submetidas a um processo prévio de hidrélise acida
(Falcone & Marques, 1965), com posterior neutralizacao e reacdo com DNS (&cido 2,5-
dinitrosalicilico), procedendo-se a leitura espectrofotométrica a 600 nm. Para a medida do
teor de proteinas soluveis, utilizou-se o método colorimétrico de Bradford (1976). A
atividade enzimatica foi determinada pelo método das velocidades iniciais envolvendo a
complexacdo da beta-ciclodextrina produzida pela enzima CGTase com a fenolftaleina
(Hamon & Moraes, 1990).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando os resultados, observa-se que o pH dos meios de cultivo com
concentracao de amido de milho mais baixa (2% p/v) permaneceu acima de 7,0, enquanto
que os meios que continham maior porcentagem de amido apresentaram pH na faixa
acida (figura 1). Esse fato afetou diretamente o consumo de acucar. Nota-se pelos perfis
plotados na figura 2 que, a medida que o pH atingia valores abaixo de 7,0, o consumo de
acucar cessava (Meios F e H). Isso se torna mais nitido quando analisamos o Meio H;
com 36 horas, o pH do meio cai para 6,1 e o consumo de acucar, a partir de entao, torna-
se praticamente insignificante.

Quanto a concentracao celular, observa-se que o Meio H, que continha a maior
porcentagem de extrato de levedura e de amido de milho, apresentou a maior
concentragao de células, chegando a 8,4 g/L com 72 horas de cultivo (figura 3). No
entanto, esse efeito positivo da alta concentracdo de nutrientes nao foi observado em
relacdo a atividade enzimatica. Os quatro meios de cultivo em estudo apresentaram
valores muito baixos de atividade, como mostra a figura 4.

Anais Eletrénico
VIl EPCC — Encontro Internacional de Produgao Cientifica Cesumar
CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Editora CESUMAR
Maringa — Parana - Brasil



pH Aglicares Redutores Totais
11,00 35,0
10,00 3 300
500 SB0
° 20,0
T 80 &
g 150
7,00 i
! Y 10,0 -
L, c Y )|
600 N A'T S 50 N :‘\*\—x: i
5,00 T T T T T T 0,0 T T T T T i
0 12 24 36 48 60 Ik 0 12 24 36 48 60 n
Tempo (h) Tempo (h)
=4=MeioE =H=MeioF =A=MeioG =+=MeioH =4-MeioE -f=MeioF -A-MeioG =MeioH
Figura 1: Variagdo de pH vs. tempo Figura 2: Variagdo de ART vs. tempo
Concentragdo Celular Atividade Enzimatica
90 )( - 0,005 A
~ 80 £
370 ~ 5 oom Za /
8 v N £ 0,003
¢ 5,0 / v >
ht £
i Y |
§ 20 / / //A E
Y1 3
00 T T T T I \ g
0 12 24 36 a8 60 72 < 0 12 2 36 48 60 72
Tempo (h) Tempo (h)
=#=MeioE =f=MeioF =A=MeioG =>=MeioH =#=MeioE =H=MeioF ~A-MeioG =*=MeioH

Figura 3: Variagao de concentracao celular vs. tempo Figura 4: Variacdo de atividade enzimatica vs. tempo

Proteinas Soluveis Atividade Especifica

0,80 _ 0016

70 ., £ 0014 //x\\
- ~
S 060 X 2 0012 / \
5 050 | S 0010
o &
? 000 = oo o/ >(”\\ //-\:
§ 030 VY g 0006 =
€ 020 - 0,004
010 3 0,002 VA

! >

0,00 T T T T T T 1 & 0'000 ! ! ! ! ! ! !

0 ) u 36 It 60 7 0 12 U 36 48 60 n
Tempo (h) Tempo (h)
~4-MeioE  —-MeioF ~A-MeioG =+=MeioH =#=MeioE =H=MeioF =A-MeioG ==MeioH

Figura 5: Variagao de proteinas sollveis vs. tempo

Figura 6: Variagao de atividade especifica vs. tempo
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Na figura 5, observa-se que a variacao de proteinas soluveis ao longo do cultivo é
semelhante para os Meios E, F e G, enquanto que o Meio H apresenta um perfil quase
linear. No entanto, o Meio G, que continha 2% p/v de amido de milho e 4% p/v de extrato
de levedura, foi 0 que apresentou a maior concentracao de proteinas, atingindo seu valor
maximo com 72 horas de cultivo (aproximadamente 0,7 g/L). Nota-se que o Meio G foi o
que apresentou menor crescimento celular, porém os resultados de consumo de acucares
e atividade enzimatica foram satisfatérios. O controle de pH entre o valor neutro e a faixa
alcalina nesse meio também se mostrou mais efetivo.

A figura 6 mostra a variacdo da atividade especifica ao longo do cultivo, sendo a
atividade especifica a razao entre a atividade enzimatica e a concentragdo de proteinas
soluveis no meio. Os quatro meios de cultivo apresentaram valores baixos. O Meio H foi o
gue obteve o valor maximo; com 12 horas, a atividade especifica chegou a 0,015 U/mg.

4 CONCLUSAO

Do estudo realizado pode-se concluir que o controle de pH acima de 7,0 contribuiu
para o consumo efetivo dos acucares redutores totais disponiveis no meio. Conclui-se
também que altas concentracdes de extrato de levedura e de amido de milho favorecem o
crescimento celular. No entanto, ndo se observa esse efeito positivo na atividade
enzimatica. O estudo de outras combinacdes de concentracboes de extrato de levedura e
amido de milho aliada ao controle de pH na faixa alcalina podem gerar resultados mais
satisfatorios de atividade enzimatica, considerando da literatura que o pH ideal da enzima
CGtase € 8,0.
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