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RESUMO

Peixoto, C. M. Producéo de ciclodextrina glicosiltransferase por Bacillus sp.
SM-02 utilizando residuos da industria de farinha d e mandioca e do milho

como substratos para fermentagdo submersa e em esta  do sélido.

A enzima ciclodextrina glicosiltranferase (CGTase) possui a capacidade de
converter moléculas de amido em ciclodextrinas (CDs) que, por sua vez,
apresentam a propriedade de formar complexos de inclusdo com uma variada
gama de substancias, podendo ser aplicadas em diversos setores industriais.
Residuos oriundos de industrias de processamento da mandioca e do milho tém
sido vistos como excelentes substratos na producdo dessa enzima, devido ao seu
alto contetdo energético, sua abundancia e facil acessibilidade, além de
possuirem precos acessiveis. A casca de mandioca e a manipueira sédo residuos
gerados a partir do processamento da raiz de mandioca e a milhocina é oriunda da
maceracdo Umida do milho, e apresentam todas essas vantagens podendo ser
considerados substratos promissores na producdo de CGTase. Este trabalho teve
como objetivo estudar a producdo de CGTase por Bacillus sp. SM-02 utilizando
residuos da industria de farinha de mandioca como fonte de carbono e a milhocina
como fonte de nitrogénio em fermentacdo submersa e em estado sélido. No
processo de fermentacdo submersa foi possivel otimizar a sintese da enzima
alcangando uma producdo média de 352,53 U/mL. Na fermentagdo em estado
sélido a produgcdo méxima obtida foi de 141,48 U/g, com aproximadamente 49%
de umidade e indculo com uma ODgqo fixada em 0,7. Em ambas as fermentacdes a
enzima apresentou temperatura oOtima e pH o6timo em 55°C e pH 8,0,
respectivamente, sofrendo uma influéncia positiva do ion CaCl, De modo, a casca
de mandioca e a manipueira se apresentaram como substratos eficazes na
producdo de CGTase, principalmente por conter quantidades significativas de
amido em sua constituicdo, proporcionando elevada producdo da enzima. Além
disso, 0 uso desses residuos em processos fermentativos pode diminuir os

impactos ambientais gerados pelo descarte inapropriado dos mesmos.

Palavras-chave: residuos agroindustriais, enzimas microbianas, otimizacao,
bactéria.



ABSTRACT

Peixoto, C. M. Microbial production of cyclodextrin glycosyltransferase of
Bacillus sp. SM-02 using waste from cassava flour and corn industries as
substrates for submerged fermentation and solid sta te.

The enzyme cyclodextrin glicosiltranferase (CGTase) has the ability to convert
starch molecules in cyclodextrins (CDs), which in turn have the property of
forming inclusion complexes with a wide range of substances and can be
applied in several industrial sectors. Wastes from cassava flour and corn
processing industries has been proved as excellent substrates in the production
of this enzyme because of its high energy content, abundance and easy
accessibility, besides having prices accessible. The peel cassava and cassava
water waste are wastes generated from the cassava root processing and corn
steep liquor comes from wet corn steep and both of them have all of these
advantages may be considered promising substrates in the production of
CGTase. This work aimed to study CGTase production by Bacillus sp. SM-02
using cassava industry wastes as source of carbon and corn steep liquor as
nitrogen source in submerged and solid state fermentations. In the submerged
fermentation was possible to optimize the synthesis of the enzyme reaching an
average production of 352.53 U/mL. In the solid state fermentation a maximum
yield obtained was 141.48 U/g with approximately 49% humidity and inoculum
with a O.D.gp set at 0,7. In both fermentations the enzyme showed optimum
temperature at 55 °C and optimum pH at 8.0, suffering a positive influence of
ion CaCl,. According to the above results of the peel the cassava and cassava
water waste presented as efficient substrates for the CGTase production due
significant amounts of starch in its constitution resulting in enzymatic production
increase. Furthermore, the use of such wastes in in the enzyme production

decrease the environmental impact generated by the same.

Keywords: agroindustrial wastes, microbial enzyme, optimization, bacteria.



INTRODUCAO

As amilases sdo enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar a
molécula de amido. Dentre elas, destaca-se a Ciclodextrina Glicosiltranferase,
também conhecida como CGTase, que tem a capacidade de converter amido
em ciclodextrinas (CDs). As CDs séo oligossacarideos ciclicos que podem
formar complexos de inclusdo com diversas moléculas apresentando uma
grande aplicagdo industrial em muitos setores na indulstria alimenticia,
cosmeética, farmacéutica, téxtil, entre outras (VENTURINI et al., 2008; ASTRAY
et al., 2009; ANDREAUS et al., 2010; LEEMHUIS et al., 2010).

A CGTase € uma enzima microbiana produzida exclusivamente por
bactérias e sintetizadas, principalmente, pelas espécies do género Bacillus, as
mais estudadas para este fim. Essas espécies de bactérias sdo isoladas de
diversos ambientes, principalmente de solos proveniente de varias culturas
como batata, milho, trigo, mandioca, cana-de-acucar, entre outras (PRADO et
al., 2002; COSTA et al., 2007; MORE et al., 2012).

Varios substratos de baixo custo contendo amido em sua constituicdo
sdo empregados na producao desta enzima (MATIOLI et al., 2000; COSTA et
al., 2007; BLANCO et al., 2009; MORE et al., 2012). A manipueira e a casca de
mandioca apresentam-se como excelentes substratos na producéo da enzima,
pois sdo residuos oriundos da industria de farinha de mandioca e possuem
potencial poluidor para o meio ambiente (MARQUES, 2009; SANTOS, 2009).

Além dessas fontes de carbono, muitos pesquisadores vém usando
extrato de levedura, peptona, polipeptona, triptona e varios outros substratos
como fonte de nitrogénio (ABDEL-NABY et al., 2000). A milhocina também
pode ser considerada uma Otima alternativa dessa fonte ja que € um residuo
gerado em abundancia pela industria do milho, apresentando precos acessiveis
(ZANOTTO, 2011).

A fermentagéo submersa e em estado sélido estdo entre 0s processos
fermentativos mais utilizados na producado da CGTase, empregando diferentes
micro-organismos e substratos, com a finalidade de se obter processos

economicamente viaveis industrialmente, com menor tempo para obtencéo e



maior producdo da enzima. Com o uso de ferramentas estatisticas, como o0s
planejamentos fatoriais e superficies de resposta, € possivel otimizar a
producdo da CGTase (PRADO et al., 2002; RAHMAN et al., 2004; CUCOLO et
al., 2006; RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Nesse contexto, essa revisdo tem como objetivo fornecer uma base
tedrica sobre a enzima CGTase enfocando sua acéo, producédo e aplicacdes
biotecnoldgicas, além de apresentar novos substratos (casca de mandioca,
manipueira e milhocina) como alternativas ecolégicas e economicamente

viaveis para producao desta enzima.



REVISAO DE LITERATURA

Enzimas

A capacidade catalitica das enzimas levou ao emprego dessas proteinas
em diversos processos industriais com amplas aplicacbes, ndo s6 no setor
alimenticio, na producado, processamento e deterioracdo dos alimentos, mas
em diversas outras areas. Muitas delas apresentam propriedades que
permitem seu uso como medicamentos, tais como, as lisozimas e bromelina,
com acdo antibidtica e anti-inflamatéria, como também a papaina e tripsina que
facilitam a digestdao (MONTEIRO e SILVA, 2009; PALUMBO et al., 2010).

Outras enzimas séo aplicadas na industria de papel, tais como as
celulases, que tém a funcéo de hidrolisar a celulose em moléculas de glicose.
Seu uso na industria téxtil vem aumentado nas ultimas décadas atuando nas
fases de fiag&o, tingimento e acabamento de tecidos. Outras sdo usadas em
produtos de limpeza como amilases, proteases, lipases e celulases, bem como
no tratamento de efluentes e residuos industriais (MUSSATO et al.,, 2007;
CASTRO e PEREIRA JR., 2010).

As enzimas também vém ganhado espaco na industria de cosméticos,
no processo de fabricacdo de tinturas, cremes depilatorios, alisantes de cabelo,
entre outros produtos (MUSSATO et al., 2007).

O processamento total ou parcial do amido apresenta-se como uma das
inUmeras aplicagcdes industriais, sendo realizadas pela acdo combinada de
enzimas denominadas amilases, que atuam hidrolisando as liga¢cbes a-1,4 e a-
1,6 desta molécula (Figura 1) (CARNEIRO et al., 2006).
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Figura 1: A acdo das enzimas envolvidas na degradacdo do amido. (*)
Molécula de glicose com extremidade redutora; (0) Molécula de glicose sem a
extremidade redutora. As setas indicam a preferéncia pela quebra na molécula
de amido. Fonte: Carneiro et al. (2006)

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) € uma enzima amilolitica e
faz parte da superfamilia a-amilase. E uma hexosiltransferase e esta
classificada dentro da classe de transferases. Essa enzima apresenta grande
interesse industrial por suas inUmeras aplicacdes, principalmente na producéo

de ciclodextrinas (AGUIAR, 2001; QI e ZIMMERMANN, 2005).

Ciclodextrinas (CDs)

As ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos contendo de 6 a 13
unidades de D-(+) glicopiranose (Figura 2a e 2c) unidas por meio de ligacdes
do tipo a-1,4 (Figura 2b) formando um anel cilindrico cénico truncado cuja
cavidade € hidrofébica e seu exterior é hidrofilico (Figura 2d). Sua forma
circular € adquirida pela conformacdo do C1l da glicose e suas ligacdes
glicosidicas. Essa caracteristica na estrutura das ciclodextrinas permite a
formacgéo de complexos de inclusdo com uma enorme variedade de moléculas,
alterando suas propriedades fisico-quimicas (CARNEIRO et al.,, 2006;
ANDREAUS et al., 2010).
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Figura 2: (a) unidades de glicopiranose; (b) ligacfes do tipo a-1,4; (c) estrutura
da B-CD; (d) propriedades das CDs. Fonte: Adaptado de Singh et al. (2010)

A estrutura das CDs apresenta um lado com diametro maior, contendo
grupos hidroxila secundarios no C2 e C3, e o outro lado com diametro menor
possuindo as hidroxilas primarias no C6 da molécula (CARNEIRO et al., 2006).

Existe uma grande variedade de CDs e dentre elas as a-, 3- e y-CDs séo
de ocorréncia natural contendo 6, 7 e 8 mondmeros de glicose,
respectivamente, possuindo formas que se assemelham a um cone. Esses trés
tipos de CDs apresentam algumas caracteristicas como uma cavidade com 7,9
°A de profundidade. A a-CD tem 4,7 °A e 5,3 °A de diametro superior e inferior,
engquanto que na B-CD esses diametros sdo de 6,0 °A e 6,5°A e na y-CD é de
7,5 °A e 8,3 °A (Figura 3) (VENTURINI et al., 2008).
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Figura 3: Estrutura e propriedade de a-, - e y-CDs. Fonte: Venturini et al. (2008)



As ciclodextrinas, descritas como “moléculas sedutoras”, pertencem a
familia dos oligossacarideos macrociclicos e tem despertado grande interesse
da comunidade cientifica devido a sua habilidade de formar complexos do tipo
substrato-receptor, usado como ambiente Unico para reacdes quimicas, como
também possuem a capacidade de formar complexos de inclusdo com muitas
substancias alterando suas propriedades fisico-quimicas por meio da
complexacdo (VENTURINI et al., 2008).

A complexacao é descrita como o fenbmeno em que moléculas inteiras,
ou suas partes, sdo acomodadas no interior da cavidade das ciclodextrinas
sem ocorrer o estabelecimento das ligacbes covalentes entre elas. Para a
formacao de complexos de inclusédo é necessario que, ho minimo, o tamanho e
a geometria entre a cavidade das CDs e a molécula héspede sejam
compativeis. As ligacdes envolvidas na formacdo desses complexos sé&o
ligagcbes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e forcas de Van De Walls
(SALTAO e VEIGA, 2001).

As ciclodextrinas tém diversas aplicacbes biotecnolégicas em muitos
setores industriais, mas sdo empregadas, principalmente, na indastria de
alimentos, cosmeética e farmacéutica (ASTRAY et al.,, 2010). Na industria
alimenticia, as CDs apresentam diversas aplicacbes envolvendo o
processamento de alimentos na protecdo de seus componentes lipofilicos, na
solubilizacdo de enzimas e corantes e, principalmente, na estabilizacdo de
fragrancias e sabores, mascarando odores e sabores desagradaveis (ASTRAY
et al., 2010).

Devido as reacdes adversas causadas nas pessoas pelo uso de
substancias para evitar 0 escurecimento enzimatico, como o sulfito, e pela
preferéncia do consumidor em produtos naturais mais seguros e sem aditivos
quimicos, o interesse por agentes antiescurecimento tem aumentado. As
ciclodextrinas sdo usadas para esse fim nos alimentos através da complexacéo
dessas macromoléculas ciclicas com agentes fendlicos presentes em bebidas,
frutas e vegetais, aumentando a vida de prateleira desses produtos. Sua
cavidade hidrofébica encapsula os precursores antiescurecimento tornando
esses compostos indisponiveis e, consequentemente, inibe a reacdo de
escurecimento enzimatico (CARNEIRO et al., 2006).



Os lipossomas, as nanoparticulas e microparticulas sdo novos sistemas
terapéuticos que vem sendo planejados com a finalidade de diminuir e, até
mesmo, ultrapassar as dificuldades expostas por diversos medicamentos como
a perda da atividade, ma absorcédo pelo organismo e a baixa solubilidade. As
ciclodextrinas s&o utilizadas no desenvolvimento desses novos sistemas
terapéuticos permitindo a alteracdo da solubilidade e da velocidade de
dissolucdo desses farmacos, além de aumentar a estabilidade e proteger a
mucosa de irritagdes causadas por esses medicamentos (SALTAO e VEIGA,
2001).

A melhoria da eficacia dos farmacos pela CDs ocorre devido a formacao
de complexos de inclusdo com essas substancias que sdo disseminadas no
organismo, atingindo sua biofase e ndo causando problemas ao individuo,
funcionando assim como uma via mais comoda para a administracdo do
remédio e aumentando o seu indice terapéutico (SALTAO e VEIGA, 2001).

A formagdo do complexo de inclusdo gera modificagcbes quimicas e
fisicas na estrutura de muitas moléculas hdspedes tais como estabilizacdo das
substancias sensiveis a luz e ao oxigénio, mudanca da reatividade quimica,
fixacdo de diversas substancias volateis, melhora da solubilidade, protecéo
contra a degradagcdo microbiana, além de mascarar odores, sabores
desagradaveis, pigmentos e a coloracao, entre outras (DEL VALLE, 2004).

Leemhuis et al. (2010) descreveram que, no processo para obtencao de
ciclodextrinas puras, € necessario que o amido seja liquefeito (Figura 4) e que
a conversao desse polissacarideo em CDs muitas vezes nado é total variando
de 50% a 100%. Essa converséao parcial do amido em ciclodextrinas tem varias
causas durante sua producéo, tais como a dificuldade da enzima em hidrolisar
as ligacdes a-1,6 das ramificacdes da amilopectina. A producédo de CGTase é
também limitada pela inibicdo do produto da enzima, pela hidrolise de CDs em
oligossacarideos lineares e repressao catabdlica, uma vez que, sob elevadas
concentracfes de sacarideos, a enzima cessa sua producéo a partir do amido
(LEEMHUIS et al., 2010).
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Figura 4: Fluxograma da producdo das ciclodextrinas. Fonte: Adaptado de
Leemhuis et al. (2010).

Ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase)

A ciclodextrina glicosiltransferase (1,4-a-D-glicopiranosil transferase),
pertence a superfamilia das a-amilases diferenciando-se das demais por
apresentar um dominio na por¢cdo C-terminal em sua estrutura molecular
(PINTO, 2007; LEEMHUIS et al., 2010).

O alinhamento dos genes de CGTases produzidas por diferentes
bactérias ja publicados na literatura foi realizado por QI e Zimmermann (2005)
com o objetivo de se obter uma arvore filogenética. Nesse estudo a enzima foi
classificada em trés grupos de acordo com o produto em a-, B- e y-CGTase
(Figura 5). Existe uma similaridade de 47% a 99% das sequéncias de
aminoacidos entre esta enzima produzida por diferentes fontes de carbono
encontrando 51 residuos de aminoacido completamente conservados
envolvidos na catalise, na ligacdo do substrato e do calcio situados em cinco

regides que sao conservadas em todos os membros da a-amilase.
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Figura 5: Arvore filogenética do alinhamento de todas as sequéncias de
CGTase ja publicadas. Fonte: Qi e Zimmermann (2005)

Essa enzima possui cinco dominios estruturais denominados de A, B, C,
D e E descritos na Tabela 1 (PINTO, 2007). A enzima possui seu sitio ativo
localizado no dominio A da molécula. Os dominios A e B da enzima podem
acomodar, pelo menos, 7 moléculas de glicose no sitio doador e 3 moléculas
de glicose em seu sitio aceptor. O sitio de clivagem da enzima encontra-se
entre os subsitios -1 e +1(LEEMHUIS et al., 2010).

A CGTase age clivando as ligagfes glicosidicas a-1,4 do amido usando
seu sitio de clivagem, produzindo um intermediario glicosil que fica ligado ao
sitio doador da molécula. Esse intermediario sera deslocado para o 4-hidroxil
da extremidade nado redutora da enzima formando as ciclodextrinas (Figura 6)
(LEEMHUIS et al., 2010).



Tabela 1: Caracteristicas dos dominios estruturais da enzima ciclodextrina
glicosiltransferase.

Dominios Caracteristicas
A (a/B cataliticos) Mais conservado
B Contribui com a ligagao ao substrato
C e E (conformacéo ) Ligagao com o gréo bruto do amido
D (conformacéo ) Desconhecida

Fonte: PINTO, 2007

Sitio de clivagem

Sitios doadores Sitios aceptores

He £ Cho Srg Gio dro Eho dha g™ O ot

-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 43

Figura 6: Sitios de clivagem da enzima ciclodextrina glicosiltransferase. Fonte:
Leemhuis et al. (2010)

10



A CGTase é uma enzima microbiana extracelular capaz de converter o
amido em maltooligossacarideos ciclicos ndo reduzidos denominados
ciclodextrinas (CDs) através de reacdes de ciclizacdo. Essa enzima também
realiza reacdes de acoplamento, que € reversa a ciclizacdo, em que as
ciclodextrinas séao clivadas e transferidas a um receptor linear (dextrinas
lineares). Nas rea¢fes de desproporcionamento os maltooligossacarideos sédo
clivados e transferidos também a um substrato receptor (Figura 7) (MORIWAKI
et al., 2009; CHEIRSILP et al., 2010; OLIVEIRA, 2010).

ciclizacao

Gn « — » G(n-x) + CD
ligacao
Gn + GM < desproporcuonamentﬁ G(n-x) + G(M+x)

Figura 7: ReacOes catalisadas por CGTase bacteriana, onde: Gn, Gm séo
cadeias de a- 1,4-D-glicopiranosil com n e m unidades de D-glicopiranosil. X é

a parte da cadeia de a- 1,4-D-glicopiranosil. Fonte: Fogarty e Kelly (1990) Apud Aguiar
(2001)

Dentre os principais fatores responsaveis pela producdo da enzima
destacam-se a fonte a ser empregada no processo e 0s parametros reacionais
como a composi¢cao do tampéao, a temperatura e o pH da reacdo (LEEMHUIS
et al., 2010).

Producédo de CGTase

Varios tipos de fermentacbes tem sido estudadas para producdo de
CGTase empregando diferentes micro-organismos e substratos com a
finalidade de se obter processos viaveis industrialmente, com menor custo e
tempo e maior producdo da enzima. Varios pesquisadores tem utilizado os
processos de fermentacdo submersa (CHEIRSILP et al.,, 2010; YAP et al.,
2010; IBRAHIM et al.,, 2012; BUENO et al., 2013; SANTOS et al., 2013;
SIVAKUMAR e SHAKILABANU, 2013;). Entretanto, sdo relatados poucos
estudos com a producdo de CGTase em estado solido (PRADO et al., 2002;
PINTO, 2007).
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Dentre 0s micro-organismos mais promissores para producdo de
CGTase estdo as espécies de bactérias do género Bacillus, que vem sendo
estudadas e empregadas por diversos pesquisadores a fim de obter uma
melhor producéo desta enzima. Dentre elas estdo Bacillus holodurans (MORE
et al.,, 2012), Bacillus licheniformis (BONILHA et al., 2006; SILVAKUMAR e
SHAKILABANU, 2011), Bacillus lehensis (YAP et al., 2010), Bacillus firmus
(MATIOLI et al., 2000; HIGUTI et al., 2003; HIGUTI et al., 2004; MORIWAKI et
al., 2009), Bacillus circulans (KNEGTEL et al., 1995; PINTO, 2007; SZERMAN
et al., 2007; GASTON et al., 2009), Bacillus alcalophilic CGIl (FREITAS et al.,
2004), Bacillus agaradhaerens KSU-Al1l (IBRAHIM et al.,, 2011), Bacillus
macorous (WANG et al., 2006), Bacillus macerans ATCC 8244 (ARYA e
SRIVASTAVA, 2006), Bacillus pseudalcaliphilus 20RF (ATASANOVA et al.,
2011), Bacillus clarkii 7364 (TAKADA et al., 2003; NAKAGAWA et al., 2008),
Bacillus stearothermophilus HR1 (RAHMAN et al.,, 2004) e Bacillus subtilis
(LEEMHUIS et al., 2003).

Embora o uso de diferentes espécies de Bacillus seja mais comum para
a producdo de CGTase, outros micro-organismos também ja foram descritos
como Stenotrophomonas maltophila, Klebsiella pneumoniae AS-22,
Paenibacillus pabuli US132, Thermoanaerobacter kivui,
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes, Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes EM1 (KNEGTEL et al., 1996; GAWANDE e PATKAR, 2001,
LEEMHUIS et al., 2003; JEMLI et al., 2007; AVCI e DONMEZ 2009; HERMES,
2010).

Esses micro-organismos tem sido isolados de diferentes ambientes para
verificar o seu potencial na producdo de CGTase. Dentre estes habitats, sao
citados diferentes tipos de solos de cultivos agricolas como canaviais,
plantacdes de milho, batata, mandioca, soja, trigo, sorgo, aveia, feijdo, cana-
de-aclcar, abdbora, de produtos hortifruticolas, solo rizosférico de Colocacia
esculenta, solo aderido a casca de mandioca, entre outros. Ha relatos também
de bactérias produtoras da enzima isoladas de aguas residuais da industria de
farinha de mandioca (PRADO et al., 2002; HIGUTTI et al., 2003; FREITAS et
al., 2004; COSTA et al., 2007; MENOCCI, et al., 2008; MORA et al., 2012;
MORE et al., 2012; COELHO, 2013).
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Existe uma grande diversidade de substratos empregados em pesquisas
dirigidas para producdo da CGTase que apresentam amido em sua
constituicdo, baixo custo e que sejam de facil acesso. Inumeras fontes de
carbono, bem como a combinacédo entre elas, também sdo empregadas na
producdo desta enzima (Tabela 2). Como fonte de nitrogénio pesquisadores
vem utilizando principalmente o extrato de levedura, a peptona, triptona e
polipeptona (MATIOLI et al., 2000; COSTA et al., 2007; BLANCO et al., 2009;
MORE et al., 2012).

Tabela 2: Substratos empregados na producdo da enzima CGTase em
processos fermentativos.

Fonte de carbono Referéncias
Amido soluvel, amido de mandioca, (HIGUTI et al.,, 2004; COSTA et al.,
amido de sagu, amido de milho, amido  2007; MENOCCI et al., 2008; BLANCO
de batata et al., 2009; YAP et al., 2010; MORE et

al., 2012)

Maltodextrina (MATIOLI et al., 2000)
Residuo fibroso de soja (PINTO, 2007)
Frutose, lactose, galactose, xilose,
sacarose, sorbitol, manitol, maltose, (FREITAS et al., 2004)
glicose
Polvilho doce (CUCOLO et al., 2006)

Farelo de trigo

Farelo de trigo + amido soluvel

Farelo de trigo + farinha de arroz

Farelo de trigo + batata (PRADO et al., 2002)
Farelo de trigo + fuba

Farelo de trigo + mandioca

Farelo de trigo + farinha de soja

Farelo de trigo + farinha de trigo

Residuos da industria de farinha e de milho
A casca de mandioca e a manipueira, bem como a milhocina, séo

residuos gerados a partir da industria de processamento da mandioca e do
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milho, respectivamente (CORREIA e DEL BIANCHI, 2008; FARIA et al., 2011;
ANTUNES et al., 2013).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma planta pertencente a
familia Euphorbiaceae, sendo o Brasil um dos maiores produtores e
consumidores dessa cultura devido ao seu alto teor energético,
desempenhando um importante papel na dieta alimentar dos brasileiros
(CHISTE, 2006).

A raiz de mandioca € uma das fontes mais baratas de amido. Esse
tubérculo apresenta alto teor de amido (30%), além de ser constituido por
68,2% de umidade, 1,3% de proteinas, 0,2% de lipidios e 0,3% de fibras. Sua
composicdo quimica varia de acordo com a cultivar, as condi¢des de cultivo e 0
estagio de desenvolvimento (ALBRQUEQUE et al, 1993; EL-DASH e
GERMANI, 1994 ).

O processamento da raiz de mandioca ocorre logo apos a colheita ou no
prazo maximo de 36 horas. Primeiramente ela é lavada e descascada e,
posteriormente, triturada e prensada (Figura 8). A agua resultante da
prensagem da massa ralada € chamada de manipueira (que em tupi-guarani
significa “o que brota da mandioca”) e, por ser um residuo liquido, necessita
receber um tratamento adequado para a sua estabilizacéo (CHISTE, 2006).

COLHEITA
1 !
LAVAGEM

4 Casca de

DESCASCAMENTO - .

3 mandioca
TRITURACAO

|
PRENSAGEM | Manipueira

3
ESFARELAMENTO
: 8

TORRACAOQO

Figua 8: Fluxograma das etapas de processamento de farinha de mandioca.
Fonte: Adaptado de Chisté (2006).
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A manipueira é considerada um agente poluidor dezenas de vezes
superior em comparagdo ao esgoto domeéstico. O potencial poluente deste
residuo é devido a sua carga organica que pode chegar a 100g DQO, sendo a
maior consequéncia da grande quantidade de acucares solUveis presentes
neste liquido (BARANA, 2008).

Esse residuo € jogado diretamente nos corpos d'dgua do proprio
ambiente circundante de producdo formando enormes volumes deste liquido,
provocando condicbes de insalubridade na populacdo local e,
consequentemente, afetando diretamente a saude dos moradores e a
economia desta atividade. O grande potencial poluente da manipueira também
é decorrente de sua toxidez devido & presenca de um glicosideo presente em
todas as partes da planta da mandioca conhecido como linamarina. Esta
molécula é potencialmente hidrolisavel em glicose, acetona e acido cianidrico
que, por sua vez, pode afetar as células nervosas. A linamarina também
consegue se combinar com a hemoglobina do sangue e desta forma inibe a
cadeia respiratéria (CAMPOS et al., 2006; SANTOS, 2009).

A manipueira jogada em corpos d’agua pode alterar sua capacidade de
autodepuracao e causar a eutrofizagdo decorrente do crescimento exacerbado
de algas, devido a grande quantidade de nitrogénio e fésforo presentes na
composicao deste residuo. O tratamento por processos fisicos € inviavel ja que
a manipueira apresenta em sua constituicAo acUcares soluveis de facil
fermentacdo que se degradam a acidos organicos (MARQUES, 2009;
SANTOS, 2009).

Além da industria de farinha de mandioca outros setores industriais
geram residuos, como a industria do milho. O milho (Zea mays L.) é uma planta
que pertence a familia Gramineae/ Poaceae e sua cultura encontra-se
amplamente disseminada no Brasil. Isto se deve tanto a sua multiplicidade de
usos na propriedade rural quanto a tradicdo de cultivo desse cereal pelos
agricultores brasileiros (MAGALHAES et al., 2002).

Grande parte do grdo de milho € composta, basicamente, de amido
(61%), glaten (7%) e agua (27%). A milhocina é um subproduto gerado a partir
da maceracdo do milho e contém grande quantidade de nitrogénio e, por isso,
frequentemente € utilizado como fonte de nitrogénio em processos

fermentativos. Esse residuo apresenta uma variavel composicdo que esta
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diretamente relacionada a condicdo e qualidade do grdo de milho e seu
processamento. Um dos grandes problemas de tratamento para as industrias é
a elevada quantidade de matéria organica presente na milhocina (ZANOTTO,
2011).

O uso da casca de mandioca, da manipueira e da milhocina podem ser
destacados como uma excelente alternativa na producao de CGTase devido ao
teor nutricional que estes apresentam. Vale ressaltar que os residuos da
industria de farinha, por conter amido em sua constituicdo, facilitam a sintese
da enzima pelo micro-organismo empregado no processo. Por fim, além de
contribuir na diminui¢cdo do custo da enzima, o uso desses residuos reduzem

0s impactos ambientais produzidos pelo seu descarte inapropriado.

PERSPECTIVAS FUTURAS

A enorme variedade de aplicagbes industriais das ciclodextrinas
aumenta o interesse dos pesquisadores pela busca de processos alternativos
de sintese da CGTase. A fermentacdo submersa e em estado soélido auxiliam
na atividade ciclizante dessa enzima, podendo levar a um incremento nessa
producédo atraves de estudos de otimizagéo, reduzindo o tempo do processo de
obtencao dessa enzima.

Os impactos ambientais gerados pelo descarte inapropriado dos
residuos da industria de farinha de mandioca e do processamento de milho
abre novas perspectivas para o uso desses residuos na producdo de CGTase,
ja que esses substratos apresentam muitas caracteristicas consideradas
essenciais para o processo de producdo desta enzima tais como facil

acessibilidade, abundancia e baixo custo.
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CAPITULO 1

Otimizacdo da producao de ciclodextrina glicosiltra nsferase
por Bacillus sp. SM-02 utilizando casca de mandioca triturada,
manipueira e milhocina como substratos em fermentag ao
submersa

Artigo formatado nas normas e a ser submetido a Revista Quimica Nova
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OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE CICLODEXTRINA
GLICOSILTRANSFERASE POR Bacillus sp. SM-02 UTILIZANDO
CASCA DE MANDIOCA TRITURADA, MANIPUEIRA E
MILHOCINA COMO SUBSTRATOS EM FERMENTACAO
SUBMERSA

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) é usr&ima amilolitica sintetizada,
principalmente, por bactérias do génBexillus. Por meio de uma reacéo de ciclizacéo,
a CGTase converte amido em ciclodextrinas, queng@iéculas cilindricas capazes de
formar complexos de inclusdo com uma grande vatedbe substancias. O objetivo
deste trabalho foi estudar a producdo de CGTaselasasca de mandioca, manipueira
e milhocina como substratos em fermentacdo submmekaBacillus sp. SM-02.
Empregando Delineamento Composto Central Rotacidoialpossivel otimizar a
producao, sendo obtida uma producédo média de 382/B8B de CGTase na condicéo
de 1,5 g de casca de mandioca e 0,6 g de milho&itemperatura 6tima e o pH 6timo
da enzima foram 55 °C e 8,0, respectivamente. bserwado uma atividade da CGTase
acima de 50% por um periodo de 120 minutos na teanpa o6tima. A atividade da
enzima foi positivamente influenciada pelo ion GaCls substratos empregados

mostraram-se promissores na producao de CGTaserprarftacdo submersa.

Palavras-chave: enzimas microbianas, residuos agroindustriais, drtatao,

metodologia de superficie de resposta.
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INTRODUCAO

O interesse pela ciclodextrina glicosiltransferg&&GTase, EC 2.4.1.19),
também conhecida como ciclomaltodextrina-glucaandferase, surgiu devido a sua
capacidade em converter a molécula de amido eradextrinas (CDs) por meio de
uma reacdo de transglicosilacdo intramoleculatifeicdo). Essa enzima é sintetizada
extracelularmente por Varios micro-organismos Kleipsiella sp.,
Thermoanaerobacteriurap.), mas bactérias do géndacillus sdo as mais estudadas
na producdo de CGTase, destacando-se dentreBeldsmus B. marcerans B.

circulans B.lentus B.megateriumentre outras espécits?® 4’

As ciclodextrinas séo caracterizadas como olig@sgdeos ciclicos contendo de
6 (a-CD), 7 8-CD) e 8 {-CD) unidades de glicopiranose unidas por meioghgbes
glicosidicas do tipas-1,4. As CDs apresentam um formato semelhante aawoeh
cilindrico coénico truncado, com exterior mais hidlico e interior relativamente
hidrofobico, capaz de formar complexos de inclus@m uma enorme variedade de

moléculas'®?

A formacdo de complexos de inclusdo resultanteni@ouentre o anel das CDs
com a molécula héspede (organicas e inorganicasheim liquido ou, eventualmente,
sélido, pode alterar as propriedades fisico-quisnamstas substancias aumentando ou
diminuindo sua solubilidade, estabilidade, colocagi odored:**#As ciclodextrinas
vém sendo aplicadas como estabilizadoras de aremas eliminacdo de sabores e
compostos indesejados na industria alimenticiaa paduzir a toxicidade de alguns
farmacos na industria farmacéutica, como auxiliasiono processo de lavagem e
tingimento pela industria téxtil, e também séo eagpdas em processos de remocéao de

poluentes do solo pela industria quimica ambiegtte outros usds

Na tentativa de reduzir os custos de producdo dea€&tem-se utilizado como
alternativa 0 emprego de substratos residuais quesam ser encontrados em
abundancia, baixo custo e que apresentem elevadéelc nutricional. Tais
caracteristicas sdo importantes para o procesgwadieicdo da CGTase, pois tanto a
enzima como as CDs apresentam precos elevadosit@sad subprodutos derivados da
mandioca ja foram reportados como substratos padugdo de CGTase. Prado ef?l.
estudaram a producdo de CGTase por quatro linhaderBacillus sp. subgrupo

alcalophilusem fermentagédo semi-solida utilizando amido de nioaad Essa fonte de
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carbono também foi citada na producédo da enzim® plichniforme$?, porBacillussp
BACN e BACRP® e porB. megateriur®, bem comoPaenibacillus campinasensis
H69-3* O farelo de mandioca, subproduto sélido geradoriera processamento
desse tubérculo, foi usado na producdo de CGTaseBpoillus sp. subgrupo
alcalophilus E16® Uma atividade enzimatica de 98,86 U/mié CGTase foi obtida
utilizando fécula de mandioca como fonte de carbpoo Bacillus sp. subgrupo
alcalophilus, mostrando que os derivados da mandioca s&o borssratols para a
producdo de CGTase por esse género de bactérita fdesa, residuos oriundos da
industria de farinha, como a casca de mandiocenarapueira, e residuos provenientes
da industria de milho, como a milhocina, sédo sabs$r considerados com bom
potencial para producdo de CGTase ja que elesespaps todas essas vantagens,
gerando assim processos economicamente viavers. dikso, tanto a manipueira como
a casca de mandioca apresentam em sua composagainl@, que € a matéria prima na

producéio da enzim& > 2

A manipueira é considerada um agente poluidor gezde vezes superior em
comparacdo ao esgoto doméstico devido a grandetidp@de de aclUcares sollUveis
presentes em sua composicdo, além de ser poteanielimbxica, pois apresenta a
linamarina em sua constituicdo. O descarte inadkrda manipueira em rios provoca
condicOes de insalubridade na populacéo localresemuentemente, afeta diretamente a
saude dos moradores e a economia da producaoinleafale mandioca (MARQUES,
2009; SANTOS, 2009). Desta forma, além de contrimai diminuicdo do custo de
producao da enzima, 0 uso da manipueira na prodig&iTase pode ajudar a reduzir

0s impactos ambientais produzidos pelo descarpgopdaado desse residuo.

Nesse contexto, a presente pesquisa teve porwabjestudar a producdo de
CGTase utilizando manipueira e casca de mandidaeatta, como fontes de carbono, e
milhocina como fonte de nitrogénio na producao mama em fermentacdo submersa

utilizandoBacillussp. SM-02, isolado de manipueira.
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PARTE EXPERIMENTAL
Micro-organimo e substratos

Nos ensaios fermentativos foi utilizada a bactBaaillussp. SM-02, isolada da
manipueira de casa de farinha localizada no muniadp Cruz das Almas-BX. O
isolado foi preservado em glicerol a 20% em fre@zek0°C. A casca de mandioca e a
manipueira foram provenientes do mesmo local. Asasde mandioca foram lavadas
em agua corrente para retirada do excesso dedercaltivo e, posteriormente, secas
em estufa com circulagéo de ar a 70°C por um periled72 horas. ApGs secagem, as
cascas foram trituradas em liquidificador convenaie peneiradas duas vezes até ser

obtido um po fino com aspecto de farinha.
Ensaios fermentativos

O pré-inéculo e o indculo foram compostos pelo nieagal de Nakamura e
Horikoshf® contendo (g/L): amido solGvel (10), extrato deelbwra (5), peptona (5),
MgSOy.7H,0 (0,2), KHPO, (1,0) e NaCO;(10). No indculo, o amido foi substituido
pela casca de mandioca e as fontes de nitrogéxiiat@ de levedura e peptona) pela
milhocina (Sigma), diluidos em manipueira. AposhéBas de incubacdo em B.O.D a
35 °C, uma alcada com a cultura Blacillus sp. SM-02 foi transferido para 10 mL de
meio de pré-indculo e mantido a 35 °C e 150 rpncémara agitadora. Apos 24 horas
de crescimento, o pré-indculo foi transferido parafrasco de Erlenmeyer contendo 50
mL do in6culo. O in6culo foi mantido em camara agjitra a 35 °C por 24 horas para
crescimento das células e, em seguida, foi digttddumL, com uma D.(@yo fixada em
0,1, em 11 frascos de Erlenmeyer de 250mL cont@bdd. de meio fermentativo com
composicao igual a do inéculo, de acordo com aimdty Delineamento Composto
Central Rotacional 22 (Tabela 1). A rotacdo fgatla em 150 rpm e a temperatura em
35 °C. Apo6s 72 horas de fermentacédo, as amostrais feentrifugadas a 5.000 rpm, a 4
°C, durante 30 minutos. O sobrenadante livre delaglfoi utilizado na determinacéo
das atividades enzimaticas e o precipitado paerméetacdo de biomassa.
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Tabela 1. Delineamento composto central rotacional para producdo da enzima
CGTase por Bacillus sp SM-02 usando casca de meadrdurada e milhocina como
variaveis em fermentacdo submersa.

Variaveis independentes Niveis
Substratos 1,41 -1 0 +1 +141
Casca de mandioca triturada (g) 0,8 1,0 1,5 2,0 2,2
Milhocina (g) 02 032 06 08 1,0

Otimizacgéo usando Delineamento Composto Central Rational (DCCR)

A otimizagédo das concentracbes de casca de mantlitgada e milhocina foi
realizada empregando a Metodologia de SuperficiRaesposta (MSR) de acordo com
Rodrigues e lenfd A atividade de CGTase (U.r). foi considerada como variavel
dependente (resposta) e as concentracfes dosasobstomo variaveis independentes.
Uma matriz de planejamento fatoriaf i construida por meio de Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), resultando dnersaios. Dois niveis foram
escolhidos, um superior (+1) e um inferior (-1gmaldo ponto central (0), sendo o Unico
que foi realizado com trés repeticdes para detegdim do rigor da metodologia, e dois

pontos axiais (+1,41 e -1,41) (Tabelas 1 e 2).

Este modelo é representado por uma regressao midihde segunda ordem,
Eq.(1):

_ 2 2
yEby+ bX b, + bLX N+ b XD+ X (D)

onde:y é a resposta predita da atividade de CGTése;X; sdo as formas codificadas
(casca de mandioca triturada e milhocina, respati@nte);b, refere-se ao ponto de
intersecaoh, e b, sdo coeficientes lineards;, coeficiente de interacéo dupla;z e by,
sao coeficientes quadraticos. Os valores dos néstiglados foram calculados atraves

da Eq. (2): K]
— it
Xﬂ- T O dpi—Aog (2)
=

onde: X, € o valor codificadoX € o valor real da variavel independerfgp valor real

do ponto centralX,; € o valor do nivel superiok.; € o valor do nivel inferior.
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Os resultados apresentados pelo modelo experimapliahdo foram avaliados

através ddoftwareStatistica Release versao 7.1, Stat Soft. Inc., USA

Ensaio enzimético

A atividade da enzima foi determinada pelo métoaloranétrico do complexo
ciclodextrina-fenolftaleina (CD-PHE) A mistura reacional contendo 5,0 mL de
solucéo enzimatica bruta e 5,0 mL de solucédo del@asoluvel a 1% foi incubada em
reator termostatizado a 55 °C, pH 8,0. Aliquota® &emL da solu¢éo reacional foram
retiradas nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 minutos éadds em agua a 100 °C, durante 5
minutos. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL diéc&o alcodlica de fenolftaleina 3
mM, diluida em tampédo N&O; 600 mM, pH 10,5. A leitura espectrofotométrica foi
realizada em 550 nm. A producédo de CGTase foi whdar pela diminuicdo da
intensidade da cor rosa do reagente devido a f@wnde complexos de inclusdo das

CDs com a fenolftaleina (Figura 1).

<< se*” U B
< Se 'y B

Amido CDs + fenolftaleina CD-PH

Produgdo de CGTase
Produgdo de CGTase /

. CGTase

Figura 1. Reacéo ilustrativa de formacéo do complexo de s&duCD-PH durante os
ensaios enzimaticos. A producédo da enzima € messuta acordo com a intensidade

de cor do reagente. Fonte: o autor
Curva de producéo enzimatica

Foram realizadas fermentagcbes na condicdo otimiZada g de casca de
mandioca triturada + 0,6 g de milhocina) em meisais diluidos em manipueira por
um periodo de 120 horas. A cada 24 horas foramdetadas a atividade enzimatica
(Hamon e Moraes, 1990), biomassa, proteinas tetads aclUcares redutores totais
presentes nesse meio de cultivo. A biomassa faitdicada por leitura da densidade
Otica em espectrofotbmetro a 600 nm através da a@p@o com a curva padrdo de
massa seca X densidade oOtica. As proteinas totasemies no sobrenadante foram
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determinadas pelo método colorimétrico de Bradfoedos aclcares redutores totais

pelo método do DNS segundo Miftér
Caracterizacao parcial do extrato enzimatico bruto

A temperatura 6tima de atividade da CGTase foirdeteda incubando-se o
extrato bruto contendo a enzima nas temperaturad®e€C a 70 °C em pH 8,0. A
estabilidade térmica da enzima foi avaliada incdbase o extrato enzimatico bruto nas
temperaturas de 50 °C, 55 °C e 60 °C em banho estatzado durante 5 horas. Nos
tempos de 5, 15, 30 minutos e a cada hora, a rdac@tderrompida incubando-se a
enzima em banho de gelo por 5 minutos e, em segdatarminando-se a atividade
enzimatica. A determinacgdo do pH 6timo foi realzzatilizando-se diferentes tampdes
a 50 mM: glicina-HCI pH 2,0-3,0; citrato de sédid 8,0-6,0; fosfato pH 6,0-8,0; tris-
HCI pH 8,0-9,0; glicina-NaOH pH 9,0-10,0. A influ&a de ions metalicos foi avaliada
por meio das seguintes solugbes preparadas a 50C@aklp, FeCh, NaCl, ZnSQ,
EDTA, KCI, MnCl,, CuSQ, BaCb, HgChL e MgChL. Para o controle a atividade
enzimatica foi realizada utilizando o sobrenadasgen adicdo de sais na mistura

reacional.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacdo da producdo de CGTase por fermentacdo bmersa por meio do
delineamento composto central rotacional (DCCR)

A Tabela 2 apresenta a matriz do DCCRc@m os resultados da producéo de
CGTase e de biomassa obtidas utilizando-se casaaamhelioca e milhocina como
substratos, diluidas em manipueira, apos 72 hadsrchentacdo, bem como os valores
preditos pelo modelo.

Tabela 2. Matriz do delineamento composto central rotacioal e valores das

varidveis independentes ;(Xcasca de mandioca triturada e,:Xmilhocina) e as

respostas (atividade enzimética e biomassa) poiillBacsp. SM-02 em fermentacao
submersa.

Variaveis Variaveis reais Atividade enzimatica Biomassa
Ensaios codificadas
(@) (U/mi) (g/L)
X; X, Cascade, . Valores Valores Valores  Valores
mandioca¥!Nocind observados preditos  observados preditos
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1 -1 -1 1,0 0,32 288,6 247,84 5,28 5,08

2 +1 -1 2,0 0,32 136,67 202,47 6,17 7,58
3 ] 1,0 0,88 73,36 43,35 12,85 11,86
4 +1 41 2,0 0,88 122,54 199,10 5,63 6,25
5 -141 O 08 0,6 15,45 72,90 8,51 9,43
6 +141 O 2,2 0,6 2442 150,94 8,59 7,23
7 o -141 15 0,2 318,25 307,95 5,9 5,12
8 0 +141 15 1 186,48 160,97 8,64 8,98
9 0 0 15 0,6 340,99 352,53 7,24 6,96
10 0 0 15 0,6 356,97 352,53 6,97 6,96
11 0 0 1,5 0,6 359,64 352,53 6,67 6,96

As condicbes experimentais onde foram encontradosnaiores valores de
atividade enzimatica foram as do ponto centrall(®e 11), com uma producdo média
de 352,53 U/mL, utilizando 1,5 g de casca de maradioturada e 0,6 g de milhocina.
Uma producdo semelhante foi observada nas condigessaio 7 (1,5 g de fonte de
carbono e 0,2 g de milhocina), obtendo-se 318,25LUde atividade enzimatica.
Concentracfes das fontes de carbono e nitrogémixcale acima das encontradas no
ponto central levaram a diminui¢cdo da producédondanea (Tabela 2).

De acordo com os resultados dos coeficientes desgfp (Tabela 3), apenas a
casca de mandioca, em seu termo quadratico, fistgtamente significativo no nivel
de confianca de 95% (p<0,05). Esses resultadosranosjue a Unica variavel que
influenciou na producdo da CGTase foi a fonte abar®. Os valores de.fz de 15,82
e do R de 82,71% indicam que os resultados foram altansignificativos e a
correlacéo entre os valores preditos e observadosuito boa (Tabela 4). Desta forma,
pode-se afirmar que resultados se ajustam bem delma os valores dos coeficientes

de regresséo podem ser utilizados para gerar g&uda modelo (Equacgao 3):

Atividade enzimatica = 352,53 + 27,59 X120,31 X* -51,97 % —59,04 X%* + 50,28 %X
(Eq. 3)
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Tabela 3 - Andlise de regresséo da producdo de CGTase porllBagp. SM-02 em
fermentacdo submersa utilizando manipueira, cagcandndioca triturada e milhocina

como substratos.

Coeficientes Erro

Fatores de regressdo padrao t(5) p — valor
Méedia 352,533 41,40023 8,51525 0,000367
Casca de mandioca (L) 27,594 25,35236  1,08842 0,326070
Cascade mandioca (Q)  .120,305  30,17534 -3,98686 0,010459
Milhocina (L) -51,965 25,35236  -2,04972 0,095678
Milhocina (Q) -59,035 30,17534 -1,95639 0,107785
Casca de mandioca x Milhocina 50,278 35,85365 1,40230 0,219758

L=Linear; Q=Quadratico; &0,8271

Tabela 4.Analise de variancia (ANOVA) para a produgioCGTase por Bacillus sp. SM-
02 em fermentacdo submersa utilizando manipueasc& de mandioca triturada e milhocina
como substratos.

Fatores GL SQ QM Fc
Regressao 3 174414,0 58138,0 18,82
Residuo 7 25709,4 3672,8
Total 10 148704,6

2Significativo ao nivel de 5% de probabilidadé; ®8271

Com os resultados apresentados na Tabela 2 fdivpbsenstruir um grafico de
superficie de resposta (Figura 2) por meio do tpiglossivel confirmar que, dentro da
faixa estudada para as variaveis, a regidao do poentral foi a que apresentou as
maiores producbes de CGTase. A metodologia de fécipede resposta € muito util
para a modelacdo e andlise de problemas nos quedspasta € influenciada por
multiplas variaveis, no qual o grande objetivo @imizacdo da respostlém disso,
este tipo de grafico permite visualizar uma ampl&af de concentracdo dos substratos
onde a producdo da enzima permanece elevada. Isagt@ importante quando se
utiliza residuos ou subprodutos agroindustriais @wosubstratos para o processo

fermentativo, que apresentam bastante variagcdaaroosnposicao.
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Figura 2. Curvas de contorno da producdo de CGTase por Bacdp. SM-02 em
fermentacao submersa utilizando manipueira, cagcandndioca triturada e milhocina
como substratos.

O substrato mais frequentemente utilizado na p@alue CGTase € 0 amido
soltvel industrial, no qual valores elevados deiddide foram obtidos por espécies do
géneroBacillussp. Uma producéo de 245,0 U/mL foi alcancadaBamillus circulans’
Essa mesma fonte de carbono também foi usada dagém da enzima p&acillus sp.

TS1-1 obtendo uma atividade de 73,4 URfiL.

Entretanto, os residuos do processamento da mandomeno as cascas e
manipueira, ainda n&o tinham sido utilizados pacgycdo de CGTase, embora haja
relatos de sua utilizacdo na producdo de outraBnaesz como amilas¥,protease e
lipase® A fécula e o farelo de mandidca a manipueira foram citados na producéo de

CDs e no isolamento de micro-organismos produibeeS8GTasE.

Substratos de origem agroindustrial sdo bastatddas na literatura por serem
mais nutritivos em comparagdo aos substratos ceioreis, como o0 amido soluvel
industrial. O amido de tapioca foi utilizado na ¢ugédo de CGTase p@acillus G1
alcancando uma atividade enziméatica de 62,6 &/in um cultivo em batelada, a
atividade méaxima de CGTase obtida foi de 1.155 U.ndando residuo fibroso de soja
como substrato pd. circulans® A farinha de mandioca foi utilizada para otimizaca
da enzima pomBacillus sp. SM-02 alcangcando uma produgcdo maxima de 1987,9
U.mL™ em fermentacdo submerSasso indica que substratos de origem agricola s&o

bastante eficientes na producdo da enzima. Posswed, isso ocorre devido a
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composi¢cao quimica mais completa em macro e mittientes que os substratos de
origem agroindustrial apresentam, suplementando o nde fermentacdo e

consequentemente elevando a producéo de CGTase.

A sintese da enzima também pode ser influenciada mpécro-organismo
empregado no processo fermentativo. Embora asrlzecto géner®acillus sejam as
mais citadas na producdo de CGTase, outros migan@mos sao relatados na
producdo dessa enzima. Espécies do gépaeaibacillussp. mostraram uma tendéncia
de producéio enziméatica menor quando comparadadsgires poBacillussp. Jemif®
encontrou uma atividade de 0,9 U/mL parpabuliUS123 empregando amido como
substrato, enquanto que uma producéao de 0,8 U/idinketizada poPaenibacillussp.

F37 utilizando a dextrina como precursor da enZima.

Curva de producéo enzimatica

A producdo de CGTase acompanhou a fase de credoiregponencial de
Bacillus sp. SM-02 até 72 horas de fermentacdo e, aposimesealo, houve uma
tendéncia de queda na producdo enzimatica, comumdcom a fase de declinio da
curva de crescimento microbiano. Observou-se, goitanotemente, 0 consumo quase
completo dos acglcares proporcionado pela ativisgae®bdlica do micro-organismo
(Figura 3). A queda no crescimento celular e, ocgmsetemente, na atividade
enzimatica apo0s 72 horas parece estar relacionado & baixa concentracdo dos
acucares no meio de cultivo. Isso sugere que, pemater a producdo da enzima
elevada, é necessario manter elevada, tambémcardoecdo dos acucares no meio de
cultivo, o que pode ser obtido com a utilizacdopdecessos fermentativos do tipo

batelada alimentada, que alimentam constantemesistéemna com os substratos.
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Figura 3. Curva de producdo da CGTase por Bacillus §p1-02 em fermentacao
submersa utilizando casca de mandioca trituradalbanina como substratos em meio
de sais diluido com manipueira.

O mesmo comportamento cinético foi observado enestmdo de producdo de
CGTase por outras espéciesBhzillus comoBacillus sp. H25 eBacillus sp. subgupo
alcalophilus (E16, H27 e H54), em que a sintese da enzima autmp a fase de
crescimento exponencial que ocorreu nas prime#ddso?as de fermentacédo. Apos esse
periodo sua producao diminuiu e se estabilizowpha de 48 horas, coincidindo com a

fase estaciondaria do crescimento microbisno.

Um estudo realizado em reator batelada com puls@srddo em 48 e 96 horas
de cultivo empregandB. firmus37 demonstrou efeitos positivos sobre o cresciment
celular e sobre a atividade enzimatica durantesepsésos, bem como um rapido
consumo dos actcares redutores no inicio da feep@at evidenciando, dessa forma,

que a producéo da enzima esta diretamente relalz@iawn o crescimento celular.

Caracterizacao parcial da enzima

A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada méiido o extrato enzimatico
bruto obtido nas condi¢cfes otimizadas de fermeatag&enzima apresentou atividade
reduzida em pHs acidos, de 2 a 6. Nos pHs 7,0 e &GTase apresentou atividade
acima de 80 %, com pH 6timo em 8,0. A partir do9Qbl a atividade enzimatica caiu,

mas manteve atividade acima de 50% até pH 10 @igjur
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Figura 4. pH 6timo da CGTase produzida por Bacillus sp. SMifizando casca de
mandioca triturada e milhocina como substratos ermiomde sais diluido em
manipueira em fermentacéo submersa.

CGTases produzidas por diferentes espécie8atdllus de um modo geral,
apresentam pHs 6timos na faixa neutra e alcalora,moucas exce¢des em pHs acidos.
A maxima atividade em pH 8,0 também foi observadastudos de uma nova CGTase
sintetizada por uma espécie alcaléfilicafdaphiibacillu$®, como também pela espécie
B. firmus cepa n° 3%, por B. Lehensi& e por B alcalophilic CGII.*® A CGTase
produzida poBacillussp. subgrupalcalophilusE16 apresentou o pico de atividade em
pH 7,0 Atividade enzimatica 6tima na faixa acida foi afvaela porBacillus sp. (pH
5,08°e porB. firmus(pH 6,0)%

A CGTase produzida por bactérias de outros génapossentam pH 6timo
variando do acido ao alcalino, dependendo da esp&en estudo realizado usando
Klebsiela pneumonia@dS22, a CGTase foi mais ativa em uma faixa de pt3,8 a 9,0
com méaxima atividade em pH 7-75Uma bactéria anaerébica termofilica pertencente

ao génerd hermoanoerobactesp. P4mostrou atividade 6tima em pH 7,0.

A temperatura 6tima da CGTase produzidaBexillus sp. SM-02 foi de 55 °C,
mas manteve uma atividade em cerca de 50% nasriomaes de 50 °C, 60 °C e 65 °C,
sendo quase completamente inativada a 70 °C (FlgikaEm relacdo a estabilidade
térmica, a CGTase dgacillussp. SM-02 manteve sua atividade acima de 50% por um
periodo de 120 minutos em sua temperatura otineuwdegdo. Em 70 °C foi observada

uma rapida perda da atividade da enzima apoés 1&asinle incubacgao (Figura 5b).
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Figura 5. (a) Temperatura 6tima e (b) termoestabilidade daT@sg produzida por
Bacillus sp. SM-02 utilizando casca de mandiodaiteida e milhocina como substratos
em meio de sais diluido com manipueira em ferméotagbmersa.

A temperatura de 55 °C é a mais apontada pelosuesipres como sendo a
temperatura 6tima de producdo da CGTase por espdeiBacillus!® % 25 3Ng
entanto, temperaturas mais elevadas ja foram sitaalditeratura por varias espécies de
Bacillus como 60 °C paraB. holoduran®® e 70 °C paraBacillus MK6.'Alguns
trabalhos citam dois picos de temperatura Otima aGTase. A determinacdo da
temperatura 6tima da enzima produzida Boticheniformesmostrou atividades mais
elevadas a 25 °C e a 55 °C que, segundo os aufmrds, estar relacionado com a

producdo de mais de uma isoforma da CGTase pomésterganismad?

A temperatura 6tima da CGTase varia para espéeibsctérias ndBacillus como
Stenotrophomonas maltophiligue apresentou pico de producdo a 6¢,°€éhquanto
que a CGTase produzida pdmphibacillussp. NPST-10 &hermoanaerobactesp P4
exibiram méaxima atividade a 50 °C e de 80 °C a®@préspectivament&:®0 mesmo
ocorre com a termoestabilidade da enzima, que darecordo com 0 micro-organismo
produtor da enzima. A estabilidade térmica da eazvor Bacillus MK6 variou de 30
°C-80 °C pelo periodo de 1 hora de incubagacenzima sintetizada pémphibacillus
sp. foi estavel de 30 °C a 55 °C por uma hora debiacad” Segundo Gawanék as
propriedades cataliticas da CGTase sdo fortemésttedas pela composi¢cdo do meio de
fermentacdo. Isso explica a enorme variagdo noseptesiperaturas 6timos, bem como

na termoestabilidade enzimatica relatados natitexa
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Na avaliacdo da influéncia dos ions, foi observade a producdo enzimatica foi
positivamente influenciada por Ca(llabela 5), que proporcionou um aumento da
atividade enzimatica em comparagdo como controkenZima também foi fracamente
inibida pelos ions MgG|FeC}, NaCL e CuSQ alcancando atividades quase proximas
ao controle. A CGTase foi fortemente inibida pelDTR e por BaC} caindo para

valores abaixo de 75% de atividade.

Os fons MA?, Mg*? e C4? sdo os fons mais citados na literatura que indiaem de
forma positiva na producdo da CGTase sintetizadeeppécies d8acillus enquanto
que Cu, Co e Hg inibem a atividade enzimatica. Afgions como Fe e Zn mostram
tanto um aumento como uma diminuicdo na atividaclezante da enzima dependendo

da espécie de micro-organismo empregado na prodis;86 Tasé. 19 349

Tabela 5. Efeito de ions metalicos e agentes quimicos nadatie de CGTase
produzida por Bacillus sp. SM-02 utilizando caseandandioca triturada e milhocina
como substrato em meio de sais diluido com mangeen fermentacdo submersa.

ions metalicos Atividade residual (%)
Controle 255,74
CaCb 351,64
EDTA 66,6
MgCl, 213,12
FeCk 213,12
NacCl 220,22
nSQ, 149,18
KCI 163,39
MnCl, 113,66
CuSQ 241,53
BaCb 60,38
HgCl, 156,28

Informacdes sobre os ions que afetam a atividad&GI@ase sdo importantes para a
escolha dos substratos utilizados no processo feathvd que, dependendo da

composicao, podem influenciar de forma positivanegativa na sintese da enzima. O
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calcio, ferro, manganés e magnésio sdo ions gqé@e esesentes na composicao dos
produtos e subprodutos da mandfdcé’ e isso pode explicar a elevada producéo
enziméatica obtida pdBacillussp. SM-02 nestes substratos.

CONCLUSOES
A casca de mandioca triturada, a manipueira e dogila podem ser
considerados substratos promissores na produc@Gdease pomBacillus sp. SM-02

em fermentacédo submersa.

A enzima produzida apresenta caracteristicas \mgmtipara aplicacbes
industriais. Seu pH alcalino proporciona um memxo de contaminagao pela maioria
dos micro-organismos competidores. Além disso, mpé&atura 6tima da CGTase
produzida poBacillus sp. SM-02, de 55 °C, bem como sua relativa tertabiislade,
facilitam o uso dessa enzima em processos indigstgae utilizam temperaturas
elevadas.

O uso da manipueira como substrato alternativo pesaessos fermentativos
pode reduzir os impactos ambientais causados jpslade inapropriado desse residuo
no meio ambiente. O emprego da casca de mandiotaéta pode gerar mais uma
alternativa para o uso desse residuo. E possiwhuair os custos de producdo da
CGTase, pois as fontes de carbono envolvidas nod@stdo caracterizadas como
abundantes, de baixo custo e, além disso, possievade teor de nutrientes em sua

constituicdo, propiciando, dessa forma, a geraggmratessos economicamente viaveis.
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CAPITULO 2

Producao de ciclodextrina glicosiltransferase (CGTa  se) por
Bacillus sp. SM-02 empregando residuos da indastria de

farinha de mandioca por fermentacdo em estado solid 0

Artigo formatado nas normas e a ser submetido & Revista Scientia Agricola
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RESUMO

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) é umerzima amilolitica produzida
exclusivamente por bactérias, principalmente degéBacillus. Essa enzima possui a
capacidade de hidrolisar o amido e formar ciclodext (CDs), oligossacarideos
ciclicos de glicose, com capacidade de formar cexmsl de inclusdo com uma grande
variedade de moléculas, com ampla aplicacdo emrsdisesetores da industria
alimenticia, farmacéutica, ambiental, entre outieste trabalho teve como objetivo
otimizar, utilizando a metodologia do Delineamei@omposto Central Rotacional
(DCCR), a producdo da CGTase em fermentacédo erdoestdido (FES) utilizando
casca de mandioca triturada, manipueira e milhocorao substratos pela bactéria
Bacillus sp. SM-02. A producdo méxima da enzima, de 141,48 foi obtida nos
ensaios fermentativos com aproximadamente 50 %nddadle e indculo com D.gJe

de 1,0. A caracterizacdo parcial do extrato enzamdiruto mostrou que a temperatura
otima da CGTase foi de 55 °C e o pH 6timo foi 8&m como termoestabilidade a 45
°C e 50 °C durante 4 horas. Somente os ions LBEChL e MgCh influenciaram
positivamente, elevando a atividade enzimatica.ré3sduos obtidos da industria de
farinha apresentaram-se como substratos promisparasproducao desta enzima por
FES.

Palavras-chave: enzimas microbianas, substratos agroindustriai$pcessos

fermentativos.
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INTRODUCAO

A ciclodextrina glicosiltransferase (1l¢4b-glucana; CGTase), pertencente a
superfamilia das-amilases, € uma enzima microbiana extracelulaazdp converter o
amido e a maltodextrina linear em maltooligossdems ciclicos ndo reduzidos
denominados ciclodextrinas (CDs) por meio de reacd@e transglicosilacéo
intramolecular (ciclizacao) (Leemhuis et al., 2010)

As ciclodextrinas contém de 6 a 13 unidades de )Dgficose unidas por
ligagbes do tipar-1,4, formando um anel cilindrico cénico truncadgaccavidade é
hidrofobica e exterior hidrofilico. As CDs tém dedado grande interesse da
comunidade cientifica devido a sua habilidade emm&m complexos do tipo substrato-
receptor usado como ambiente Unico para reacoesicpsi (Andreaus et al., 2010;
Venturini et al., 2008).

Dentre 0os micro-organismos mais promissores pardugéo de CGTase estao
as bactérias do géneBacillus (Bueno et al., 2013; Cheirsilp et al., 2010; llmakt al.,
2012; Santos et al., 2013; Sivakumar et al., 20@pB; et al., 2010). Pesquisadores vém
estudando o emprego de diferentes substratos parenéar o rendimento da producéo
da CGTase com a finalidade de tornar os processmsomicamente mais viaveis.
Porém, sado insipientes os estudos sobre a prodigd@GTase em estado solido,
podendo ser citados os trabalhos de Prado etG02)2 Pinto (2007) que utilizaram
meio composto de farelo de trigo e o residuo fibrde soja, respectivamente, como
substratos na producdo da enzima por espéciBaakus

Na tentativa de reduzir os custos de producao dianarnvem se buscando, como
alternativa, substratos a base de residuos oursdlips agro-industriais que possam
ser obtidos em abundéncia, baixo custo e que ajpesselevado conteudo nutricional.

Tais caracteristicas sdo importantes para o proagsproducdo da CGTase, pois tanto
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a enzima como as CDs apresentam precos elevadosarpueira e a casca de
mandioca séo residuos provenientes de farinheir@gsresentam bom potencial para
producdo de CGTase, uma vez que apresentam toghes \emtagens (Marques, 2009;
Santos, 2009).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi otimaaextracdo da enzima e sua
producdo por Delineamento Composto Central RotatiqpCCR) empregando
residuos da industria de farinha de mandioca, @io e fermentacdo em estado sélido

(FES) utilizanddBacillussp. SM-02.

MATERIAIS E METODOS
Micro-organismo e substratos

Foi utilizada a bactériBacillussp. SM-02 isolada da manipueira de uma casa de
farinha localizada do municipio de Cruz das AIm&aA-(Coelho, 2013). A bactéria foi
preservada em glicerol a —10 °C. Para os ensaiogehtativos foram utilizadas casca
de mandioca e manipueira provenientes do mesmd.lgcaasca de mandioca foi
lavada em agua corrente para retirada do excesmsikios e posteriormente seca em
estufa com circulacdo de ar a 70 °C por um perétedd2 horas. Apds secagem, a casca
de mandioca foi triturada até obtencdo de um p&sgroAlém disso, foi utilizado
milhocina (Sigma) como fonte de nitrogénio.
Teste preliminar para o melhor tempo de fermentacdem estado solido

Foram realizados experimentos preliminares comjetigb de verificar o tempo
de fermentacdo que acarretaria em uma maior prodeigZimatica. Para isto, foram
realizadas fermentacdes em estado solido duraftendias empregando 8 g de casca
de mandioca triturada. O substrato solido foi umettecom 7 ml de meio de sais

Nakamura e Horikoshi (1976) modificado, substitoimdamido pela casca de mandioca
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e as fontes de nitrogénio (extrato de leveduraptopa) pela milhocina utilizando um
inoculo com densidade ética (D.O.) de 0,7 Blcillus sp. SM-02. O controle foi
realizado substituindo-se a manipueira pela agstialta.

Ensaios de fermentacao

Os ensaios de fermentacdo (extracdo e producaoGd@se) ocorreram em
frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 8 g deacde mandioca triturada
umidificada com 7 mL de meio Nakamura e Horikodi76), composto de: 0,2 g/L de
MgSOy.7H,0, 1,0 g/L de KHPO, e 10 g/L NaCO;, 10 g/L de milhocina, diluido em

manipueira.

Otimizag&o da extragédo da enzima CGTase

A otimizacdo da extracdo enzimatica foi realizaogpregando a metodologia de
superficie de resposta. A atividade de CGTase (fffg)considerada como variavel
dependente e temperatura e rotacao (rpm) as eaiawependentes. Uma matriz de
planejamento fatorial 22 foi construida por meio @elineamento Composto Central

Rotacional (DCCR), resultando em 11 ensaios (Tabela

Tabela 1 - Delineamento composto central rotacionaparaextracdo de CGTase por
Bacillus sp. SM-02 em fermentacdo em estado solido, utitiaacasca de mandioca
triturada como substrato e meio de sais diluido coamipueira adicionado a matéria
solida.

L Niveis
Variaveis Independentes
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Rotac&o (rpm) 18 30 60 90 102
Temperatura (°C) 20 24 35 46 50

Otimizacéo da producao da enzima CGTase
Foi realizado um planejamento experimental utilitams seguintes variaveis:

volume de manipueira (mL) e concentracdo de in6¢DidD.) com o objetivo de
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otimizar a producdo da enzima (Tabela 2). O tempdedmentacdo (24 horas) foi
definido em testes preliminares. Apds 24 horas aliivo a enzima foi extraida
adicionando-se 40 mL de tampao Tris-HCl em camaitadora a 35 °C, 60 rpm
durante 15 minutos. Em seguida, o sobrenadanfdtfado com auxilio de um filtro de
papel, centrifugado a 5000 rpm por 20 minutos exta® bruto foi utilizado na
determinacao da atividade enzimatica.

Tabela 2 - Delineamento composto central rotacionapara producdo de CGTase por
Bacillus sp. SM-02 em fermentacdo em estado sélido, uttigacasca de mandioca

triturada como substrato e meio de sais diluido coamipueira adicionado a matéria
solida.

Niveis

Variaveis Independentes
1,41 -1 0 +1 +1,41

Volume de manipueira (mL) 40 50 70 90 100

Concentracéo do indculo (Densidade Otica) 0.4 05 0,7 0,9 1,0

Otimizacéo usando Delineamento Composto Central Rational

Uma matriz do planejamento fatorial 22 foi consteupor meio de delineamento
composto central rotacional (Rodrigues e lemma9P0fkesultando em 11 ensaios.
Assim, dois niveis foram escolhidos, um superid) @ um inferior (-1), além de mais
um ponto central (0), sendo o Unico em que foiizadb trés repeticdes para
determinacao do rigor da metodologia, e dois poaxias (+1,41 e -1,41) (Tabelas 1 e

2). Este modelo é representado por uma regres$@ompa@l de segunda ordem, Eq.(1):

V=byt bX;+ BpXy + bpXi Kyt By X+ by X3 (1)

onde,y é a resposta predita de atividade de CGTése;X,; sdo as formas codificadas
(variaveis independented); refere-se ao ponto de intersechpg b, sdo coeficientes
lineares;b;, coeficiente de interacdo duplag; e by, sdo coeficientes quadraticos. Os

valores dos niveis estudados foram calculadosésrda Eq. (2):
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o= X%
L T (2)
2

onde, X, é o valor codificadoX € o valor real da variavel independerfgp valor real
do ponto centralX,; € o valor do nivel superiok.; € o valor do nivel inferior.

Todos os resultados gerados a partir desse estudm favaliados através do
SoftwareStatistica Release versao 7.1, Stat Soft. Inc., .USA
Ensaio enziméatico

A atividade da enzima foi determinada pelo métanloramétrico do complexo
ciclodextrina-fenolftaleina (CD-PHE) (Hamon e M@ad990). A mistura reacional
contendo 5,0 mL de solugdo enzimatica bruta e 3,@ensolucdo de amido soluvel a
1% foi incubada em reator termostatizado a 55 ¥€,8f. Aliquotas de 0,5 mL da
solugéo reacional foram retiradas nos tempos 6, 9,e 12 minutos e inativadas em
agua a 100 °C, durante 5 minutos. Em seguida, a eadostra inativada foram
adicionados 2,5 mL de solucdo alcoodlica de ferleffta 3 mM, diluida em tampéo
NaCO; 600 mM, pH 10,5. A leitura foi realizada em esp#fotometro digital a 550
nm. A producdo de CGTase foi observada pela dim@muda intensidade da cor do
reagente devido a formacédo de complexos de inclda8oCDs com a fenolftaleina.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definidencca necesséria para produzir 1
umol dep-ciclodextrina por minuto.
Caracterizacao enzimatica

Foram realizadas variacdes no ensaio enzimétieoergle a temperatura (45 °C
a 70 °C), pH (3,0 a 9,0) e influéncia de ions paeterminar quais as melhores
condi¢des do meio reacional para a atividade daaS&T

Para a determinacdo da temperatura 6tima de alvideensaio enzimatico foi

realizado em diferentes temperaturas: 45 °C a 7@6@ intervalo de 5 °C, e pH 8,0.
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Para os ensaios de termoestabilidade, o extratométizo foi incubado nas
temperaturas de 45 °C a 70 °C em banho termoestatdurante 5 horas. Aliquotas de
5 mL do extrato foram retiradas nos tempos 5, 0568, 120,180, 240 e 300 minutos.
A atividade enzimatica das aliquotas foi determanaé5 °C, pH 8,0.

Para a determinacdo do pH 6timo, a atividade enimianéoi determinada em
diferentes tampdes, 50 mM: pH 2,0 — 3,0: glicinakHiE 3,0 — 6,0: citrato de sddio;
pH 6,0 — 8,0: Fosfato; pH 8,0 — 9,0: Tris-HCI; pld 8 10,0: Glicina-NaOH).

A influéncia de ions metalicos na atividade de CS&Tdoi avaliada
determinando-se a atividade enzimatica por meiosdgsintes solucdes preparadas a
50 mM: CaC}, FeCh, NaCl, ZnSQ, EDTA, KCI, MnCkL, CuSQ, BaCh, HgCh e

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacgdo de melhor tempo de fermentacdo em edtasolido

Foram realizados testes preliminares para determinamelhor tempo de
fermentacdo em estado solido, realizados com agudréle) e manipueira. A Figura 1
mostra uma curva de producdo enzimética apresemtangico de producdo da enzima
no tempo de 24 horas quando foi utilizada manipueino tempo de 48 horas quando
foi utilizada agua destilada, atingindo 186,45 U#g 147,4 U/g de CGTase,
respectivamente. Apos esse tempo, foi observadatemd&ncia de queda na atividade

da enzima.
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Figura 1 - Estudo comparativo do melhor tempo de fermentagdi@stado solido para
producdo de CGTase pdacillus sp. SM-02 entre manipueira e agua destilada
(controle) adicionadas a matéria solida.

Os resultados mostram que a composi¢cao do meierdesfitacao influenciou
no tempo do processo. A manipueira contém nutgectmo nitrogénio, fosforo,
calcio, magnésio, ferro e outros oligoelementosr{Mes, 2009). A maior quantidade
de micro e macro nutrientes, além do amido na csip@o, favoreceu tanto no
aumento da producdo da enzima, que foi maior compueaira, quanto no tempo, que
foi menor (24 horas) em comparacdo com a produd¢@ereada apenas em agua
destilada (48 horas). A maioria dos estudos enwmdlveproducdo de CGTase
apresentam um pico de atividade com 72 horas deefgacédo (Prado et al., 2002;
Pinto, 2007, Bueno et al., 2013, Santos et al.3R01

Séo relatados poucos estudos que verificaram aupéiodde CGTase em 24
horas (Ai-Noi et al., 2008; Sivakumar et al., 201Svakumar et al. (2013) associaram
a alta densidade celular d& mergateriumcom a producdo de CGTase, pois a

densidade celular atingiu um nivel maximo signtfi@ano periodo de 24 horas. Ai-Noi
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et al. (2008) usou o amido de sagu como substefmreducao da enzima pBacillus
sp. Essa fonte de carbono é derivada da manditaml@m contém elevado teor de
amido o que contribuiu para uma maior producédo @I &e em pouco tempo de
fermentacgdao.

Dessa forma, os ensaios de fermentacdo em estéido para producdo da

enzima poBacillussp. SM-02 foram todos padronizados para o tem@ideras.

Otimizacéo da extracdo enzimatica

Para determinar as melhores condi¢fes de extrag@maima do meio solido,
foram realizados testes preliminares utilizando @maridveis independentes a rotacao
(rpm) e a temperatura, por meio de um DCCGRA2atividade méaxima de CGTase, de
101,2 U/g em média, foi atingida nos ensaios dd@oantral (9, 10 e 11), mostrando
que a taxa maxima de extracdo da enzima foi obtREC e 60 rpm (Tabela 3).

Tabela 3 -Matriz do Delineamento Composto Central Rotaci®fapara extracdo da

enzima CGTase obtida em fermentacdo soélida comacdscmandioca triturada e
milhocina.

Variaveis Varidveis reais Atividade enzimatica (U/g)
Ensaios codificadas

Rotacao Valores observado¥alores preditos
X1 Xz Temperatur P

(rpm) a (°C)

1 1 -1 30 24 22,6 13,3
2 +1 -1 90 24 30,3 35,5
3 -1 +1 30 46 37,7 32,8
4 +1 +1 90 46 42,7 52,3
5 1,41 0 18 35 31,5 41,7
6 +1,41 0 102 35 40,5 30,1
7 0 -1,41 60 20 20,9 23,9
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8 0 +1,41 60 50 40,4 37,2

9 0 0 60 35 101,2 81,6
10 0 0 60 35 101,2 111
11 0 0 60 35 101,2 111

O gréfico de superficie de resposta gerado peloetoofFigura 2) mostra,
entretanto, que a extracdo da enzima se manténzatinna faixa de temperatura de

30 °C a 40 °C e na faixa de agitacdo de 55 rprozatem.

Temperatura (°C)

Agitacao (rpm)
Figura 2 - Grafico de curvas de contorno da extragdo enzimétin fermentacao solida

por Bacillus sp. SM-02 utilizando casca de mandioca trituradenikocina como
substratos.

Apenas os termos lineares das variaveis temperaguragitacdo foram
significativos (p<0,05). Os valores de Fcalc de783 do Rde 91,06% mostram que
os resultados foram altamente significativos e raetacdo entre os valores preditos e
observados foi muito boa (Tabelas 6 e 7). Destadopode-se afirmar que resultados
se ajustam bem ao modelo, e os valores dos codésiede regressao podem ser

utilizados para gerar a equacédo do modelo (EquBcao
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Y = 121,46 + 3,80 X— 39,10 %2 + 8,28 Y% — 42,30%> — 0,81 %X>

Tabela 4 -Coeficientes de regressao da atividade de CGTasBamillus sp. SM-02
em fermentacdo em estado solido utilizando cascaatedioca triturada e milhocina
como substratos.

Coeficientes de  Erro

Fatores regressao padrao t(5) p - valor
Média 121,4600 9,964285 12,18954 0,000066
Temperatura (L) 3,8031 6,001853 0,62327 0,560432
Temperatura (Q) -39,1019 7,262658 -5,38396 0,00298
Rotacao (L) 8,2814 6,101853 1,35719 0,232770
Rotacédo (Q) -42,2994 7,262658 -5,82423 0,002108
Temperatura x Rotagdo -0,8100 8,629324 -0,09387 0,928861

L=Linear; Q=Quadratico; R2=0,9106

Tabela 5 - Andlise de regressao da extracdo de CGTasdacitlus sp. SM-02 em

fermentacdo em estado solido utilizando casca dwlioea triturada e milhocina como
substratos.

Fontes de variacao SQ GL QM  Fcalc
Regresséo 15164,95 3 5054,98 25,76
Residuo 1489,31 7 212,76

Total 16654,26 10

R2=0,9106; Ftab.=4,35

Para determinar o melhor tempo de extracdo da enZoram realizados
ensaios, em triplicata, na condicdo otimizada (3% rpm) durante 0, 5, 15 e 30
minutos. Dessa forma, foi possivel observar queethon tempo para realizacdo da

extracdo de CGTase se deu em 15 minutos (Figura 3).
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Figura 3 - Validacdo do tempo de extracdo enzimatica em felagéo em estado
sélido por Bacillus sp. utilizando casca de mandioca triturada e rmilt®o como
substratos.
Otimizacéo da producao de CGTase

A maior producédo da enzima foi abtida no ensaioo8) 113,66 U/g, seguida
pelos ensaios do ponto central (9, 10 e 11), cawdyméo média de 107,7 U/g. Esses
ensaios tem em comum um volume de manipueira de, €onrespondente a 49 % de
umidade, e indculos com D.O. entre 0,7 e 1,0. Oesionna concentracdo de indculo
parece acarretar em aumento na producdo da enming@e pode ser observado,
também, comparando-se os ensaios 1 e 2 (Tabela 8).
Tabela 6 -Matriz do planejamento experimental da producaonedizca porBacillus

sp. SM-02 em fermentacdo em estado solido e valdassvariaveis independentes
usados no DCCR (manipueira e densidade Otica darksgc

Variaveis Variaveis reais Atividade enzimatica (U/g)
Ensaios codificadas

X, X, Manipueira Densida deValores observado¥alores preditos

(mL) Gtica (D.O.)

1 1 -1 5 0,5 65,7 68,3
2 +1 -1 5 0,9 98,5 107,2
3 -1 +1 9 0,5 100,3 104,7
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4 +1 +1 9 0,9 74,5 85,0

5  -1,41 0 4 0,7 77,2 74,9
6  +1,41 0 10 0,7 99,4 88,6
7 0 -1,41 7 0,4 101,2 95,9
8 0 +1,41 7 1 113,6 105,8
9 0 0 7 0,7 106,5 106,2
10 0 0 7 0,7 103,0 106,2
11 0 0 7 0,7 109,2 106,2

Entretanto, de acordo com as andlises de regrg3séela 9), somente a
variavel manipueira, em seu termo quadrético, bemmoca interacdo entre as variaveis,
tiveram influéncia na producéo da enzima (p<0,86)nivel de significAncia de 95 %.
De fato, a maioria dos ensaios onde a quantidadeagpueira variou entre 7 mL e 9
mL foram os que apresentaram as maiores atividagamaticas, de 100,3 U/g a 113,6
U/g, independente da concentracdo do inéculo, qujeslores foram sempre maiores
que 0,05. Ou seja, a variagdo nas concentracd@sddolo, dentro da faixa estudada,
nao influenciou na producao da enzima.

A atividade de agua, descrita como a umidade velata atmosfera gasosa em
equilibrio com o substrato, € descrita como um fiieres mais importantes na
fermentacéo soélida, uma vez que viabiliza o cresatmmicrobiano. O controle deste
pardmetro pode ser usado para modificar a produgétabdlica de um micro-
organismo. Teores de umidade acima de 80% podean ¢eeontaminagédo bacteriana,
acompanhado de contaminacéo fungica, devido a digdia da porosidade da fonte de
carbono que impede a penetracdo de oxigénio eninaltdo de didéxido de carbono. Por
outro lado, um baixo teor de umidade pode levamanoenor crescimento e pouca

acessibilidade dos nutientes aos micro-organis@ng(et al., 2011; Pandey , 1992).
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Tabela 7 - Andlise de regressdo da producdo enzimatica de s&GJarBacillus sp.
SM-02 em fermentacdo em estado solido utilizandscacale mandioca triturada e

milhocina como substratos.

Coeficientes de  Erro

Fatores regressao padréo t(5) p — valor
Média 106,2333 5,434172 19,54913 0,000006
Manipueira (L) 4,7994 3,327737 1,44225 0,208810
Manipueira (Q) -12,2417 3,960800 -3,09071 0,027138
Densidade ética (L) 3,5170 3,327737 1,05688 0,338931
Densidade 6tica (Q) -2,6917 3,960800 -0,67958 0,526954
-14,6500 4,706131 -3,11296 0,026462

Manipueira x Densidade otica

L=Linear; Q=Quadratico; &0,81838

A analise de variancia (Tabela 10) apresentou Uor da F calculado de 15,17,
quase 3,5 vezes superior ao F tabelado, indicandoogmodelo foi significativo no

nivel de confianca aplicado (95%).

Tabela 8 -ANOVA para atividade de CGTase @acillussp. SM-02 em fermentacao
em estado solido utilizando casca de mandiocaadftue milhocina como substratos.

Fontes de variacao SQ GL QM F calc
Regressao 2879,0 3 959,67 15,17
Residuo 442,95 7 63,28

Total 2436,042 10

R°=0,81838; kb= 4,35
Legenda: SQ = Soma dos quadrados; GL= Grau deléider; QM= Quadrados meédios;

F = Teste F/Nivel de significancia.
Estes resultados permitem que os dados dos coefisi@le regressao sejam

utilizados para gerar a equacdo do modelo (Equ83adem como o grafico de
superficie de resposta (Figura 4), que mostra gae de otimizacdo (vermelho

escuro) do processo de producdo da enzima CGTdseBpeillus sp. SM-02. A
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equacao do modelo permite, dentro da faixa estydadeular a producado da enzima
sem que haja necessidade de realizagéo de exptygnen
Y = 106,23 + 4,80 X— 12,24 X2 + 3,52 % — 2,69 % — 14,65 XX, (Eq. 3)
10

0,9

0,7

Concentracgéo de Inéculo (D.O.)

0,5

0,4 0
4,0 5,0 7,0 9,0 10,0 B 20

Agua de Manipueira (mL)
Figura 4 — Curvas de contorno da producdo de CGTaseBpaillus sp. SM-02 em
funcdo da quantidade de manipueira e concentragdoodulo para a fermentagdo em
estado solido, utilizando casca de mandioca tdeamilhocina como substratos.

Para validacdo do resultados, foram realizadaseigiagoes, em triplicata, nas
condicbes do ensaio 8 (7mL de umidade e inoculo Both de 1,0). Com isso, foi
possivel atingir uma producdo média de 141,48 W/ g &G Tase, confirmando que na
condicao otimizada € possivel obter elevadas pamtuga enzima.

S&o poucos os trabalhos que descrevem a prodeg@Gtiase por fermentacao
em estado solido e, especialmente com residuosddstria de farinha de mandioca,
nenhum trabalho ainda foi descrito. O farelo da@as entrecasca da mandioca ja foi
descrito apenas para producao cdamilase porAspergillus nigere, também neste
trabalho, a maior influéncia sobre a producaa-@demilase foi atribuida a variacdo da
umidade. No trabalho destes autores, houve uménerad de queda na atividade
enzimética com o aumento da umidade independentendentempo de fermentagéo

(Cruz et al., 2011).
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Prado et al (2002) estudou a producédo de CGTaseajyro linhagens de
Bacillus sp. (H25, H27, E16 e H54) e as melhores produdéesnzima variaram de
68,3 U/g a 77,5 U/g em meio composto por uma nastier farelo de trigo e farinha de
mandioca, com uma umidade final de 60% no procdsstermentacdo. Pinto (2007)
obteve producao de 32,7 U/g empregando residuasfibse soja como substrato para o
B. circulans.

Ramakrishna et al. (1994) demonstram em seus asstgde a fermentacao
sélida apresentou uma produgcdo um pouco maior denar(59 U/mL) em 24 horas de
cultivo porBacillus cereugjuando comparada com a producdo em estado sedo-sol
(58 U/ml) e em fermentacdo submersa (40 U/mL), egrando farelo de trigo como
substrato. Isso mostra que, dependendo do micenmmo, do substrato e das
variaveis estudadas, a fermentacdo sélida se ayp@mesemo um processo eficiente na

producao dessa enzima.

Caracterizacao parcial do extrato enzimatico bruto

A CGTase produzida peBacillussp. SM-02 apresentou sua temperatura 6tima
em 55 °C, mas ainda manteve atividade acima de 8@g4emperaturas de 60 °C e 65
°C, porém, caindo drasticamente a 70 °C (Figur&8e mesmo padrao de temperatura
otima foi observado por Mora et al. (2012) com aT@& produzida por espécies

alcalofilicas deBacillus.
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Figura 5 - Temperatura 6tima da CGTase sintetizada PBacillus sp. SM-02 em
fermentacdo em estado solido utilizando casca delioea triturada e milhocina como

substratos e 7 mL de meio de sais diluidos com pnaifa adicionados a matéria
solida.

Prado et al. (2002) produziram a enzima em feragéat solida com picos de
atividade em diferentes temperaturas, que variad@racordo com 0 micro-organismo
empregado. A CGTase produzida Bacillussp subgrup@lcalophiluseE16 apresentou
maxima atividade a 55 °C e 60 °C, enquantoBmallus sp subgrupalcalophilusH27
e H54 apresentaram maior atividade ciclizante eBréC e 70 °C e 60 °C e 65 °C,
respectivamente. Nesse mesmo estudo 65 °C foi age@rdomo melhor temperatura
para producao enzimatica @acillussp H25.

Em um estudo realizado empregariiacillus holoduransa enzima manteve
uma atividade acima de 50 % nas temperaturas d€ 480 °C e 60 °C apresentando
reduzida atividade em temperaturas superiores’& {More et al., 2012).

Gomes et al. (2007) sugerem que mesoenzimas @demmas apresentam a
mesma conformacéo funcional e, por isso, suas tesisu permanecem inalteradas
apesar da diferenca de temperatura de atuacao basansso explica o fato de a

CGTase apresentar diferentes temperaturas otimasudedo, fazendo com que essa
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enzima, ao mesmo tempo, possa atuar em ambiensggiloe e termdfilos sem sofrer
desnaturagao.

A CGTase produzida por fermentacdo solida apresenma boa estabilidade
térmica, mantendo sua atividade enzimatica acim&0déoc por um periodo de 180
minutos nas temperaturas de 45 °C, 50 °C e 55°@Qurd 6). Essa boa
termoestabilidade que a CGTaseB#eillussp. SM-02 apresentou, associada com sua
temperatura O6tima de atuacdo, € uma caracteristitéo atrativa para aplicacdes
industriais pois a enzima serd produzida em niotisizados sem sofrer desnaturagéo
por pelo menos 2 horas de incubacado. A partir d@@G@& enzima perdeu atividade
rapidamente, nos primeiros 15 minutos de reacadosgase que completamente

inativada a 70 °C ap6s 300 minutos de incubac&@m(&io).
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Figura 6 - Termoestabilidade da CGTase f®acillus sp. SM-02 em fermentacdo em
estado sélido utilizando casca de mandioca triueadilhocina como substratos em 7
mL de meio de sais diluidos com manipueira adaiios a matéria sélida.

A estabilidade térmica da enzima esta relacionamandoestabilidade dinamica
gue representa 50 % da enzima desdobrada, e didatibcinética, que reflete na meia

vida da enzima. Essa termoestabilidade enzimastha &sociada ao dobramento da
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proteina que ¢é estabilizado pelo equilibrio ente farcas de dobramento e
desdobramento (Gomes et al., 2007). Dessa formdenpos inferir que nas
temperaturas acima de 55 °C a CGTase produzid8acHus sp. SM-02 apresentou
um desequilibrio entre essa forcas, perdendendsadesma sua estabilidade nessa
faixa de temperatura.

Na determinacéo do pH o6timo da CGTase foi obseruada atividade ciclizante
acima de 65 % em pHs alcalinos, com pH étimo eme3r@duzida atividade, abaixo de
50 %, em pHs acidos e neutro (Figura 7).
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Figura 7 - pH 6timo da CGTase sintetizada [Bacillussp. SM-02 em fermentacdo em
estado solido utilizando casca de mandioca trimuednilhocina como substratos em 7
mL de meio de sais diluidos com manipueira adatis a matéria soélida.

Assim como para temperatura, os valores de pH Gfimn@am de acordo com a
espécie de micro-organismo empregado. Nossogadssalestdo de acordo com estudo
realizado por Santos et al. (2013) onde foi obskr\y@ otimo de pH 8,0 paiacillus
firmuscepa n°37.

Prado et al. (2002) relataram em seus estudosidedatividade da enzima em
pHs entre 7,0 e 7,5, e dois picos de atividadegrobado um em pH acido e outro em

pH alcalino. Neste mesmo trabalho, picos de praalde&enzima, ocorrendo em pH 8,0,
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foram observados pdBacillus sp subgrupcalcalophilus H54 e Bacillus sp H25. A
CGTase sintetizada p8acillus holodurangambém apresentou dois picos de producao,
um ocorrendo em pH neutro (7,0) e outro em pH i@lcdP,0) (More et al., 2012).

Enzimas que apresentam pHs alcalinos tem a vantdgesarem um atrativo em
aplicacdes industriais, como por exemplo na forgédade detergentes (Carvalho et al.,
2008; Varalakshmi et al., 2009).

O efeito dos ions metalicos e agentes quimicostiu@lade de ciclizacdo da
CGTase mostraram que os ions Mg@acC} e FeC} potencializaram a atividade da
enzima, enquanto todos 0s outros ions e agentesogsi levaram a uma reducdo em
sua atividade ciclizante (Figura 8). Esses mesmios ja foram reportados como ions
que influénciam de forma positiva na producdo desgima por espécies @acillus

(FREITAS et al., 2004; MORE et al., 2012).
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Figura 8 - Efeito de ions metalicos e agentes quimicos nédatle de ciclizacdo da
CGTase deBacillus sp. SM-02 em fermentacdo em estado solido utidiaazasca de

mandioca triturada e milhocina como substratos enl. de meio de sais diluidos com
manipueira adicionados a matéria solida.
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Vale salientar que nos ensaios preliminares apt@ases para padronizacéo do
tempo de fermentacdo, foram obtidos os maioreseslde atividade enzimética em
apenas 24h nos ensaios contendo manipueira conumsisubstratos do meio, em cuja
composicado aparecem estes sais. Silva et al. (2008 rques (2009) encontraram na
composicao deste residuo maiores valores dos nsmaegnésio, calcio e ferro, o que
nos leva a concluir que 0s minerais citados inftiam positivamente no crescimento
celular e na producao da enzima CGTase.

A enzima também teve sua atividade muito inibid@gpéns ZnS@ CuSQ e
HgCL,. Esses mesmos ions também contribuiram para umauig&o da atividade de
CGTase produzida pdacillus maceran®A\TCC 8244. O efeito dos ions metalicos na
atividade da enzima parece depender do micro-agenprodutor de CGTase (ARYA e

SRIVASTAVA, 2006).

CONCLUSOES

Apesar dos poucos trabalho citados na literatupeesproducdo de CGTase por
FES, esse processo mostrou-se viavel para a pdiacé@nzima CGTase @=acillus
sp. SM-02 utilizando residuos da industria de faimle mandioca como substratos.
Além disso, 0 uso da casca de mandioca, da marapeaeaila milhocina na producéo
dessa enzima pode representar uma alternativasaartiinapropriado desses residuos,
bem como uma nova fonte de renda, uma vez queggrdgar valor a esse material.

A manipueira apresentou-se como uma boa fonte plersantacédo do meio de
cultivo, devido ao seu teor de nutrientes, incraamaio desta forma a producdo da
CGTase.

Além disso, as caracteristicas fisico-quimicas @Gd @se dd3acillussp. SM-02,
como boa termoestabilidade, pH e temperatura otiglegados, faz com que esta
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enzima apresente bom potencial para aplicagcbesreregsos industriais que utilizem

temperatura elevada e pH alcalinos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os substratos residuais da indastria de farinha de mandioca utilizados
neste trabalho, casca de mandioca, manipueira, bem como da industria de
processamento do milho, a milhocina, apresentaram-se como bons substratos
para a producdo de CGTase, tanto em fermentagcdo submersa quanto em

estado solido.
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O planejamento estatistico de delineamento composto central rotacional
foi muito eficiente na otimizagdo da extragdo e producédo da enzima CGTase
pelo Bacillus sp. SM-02, sendo possivel determinar as melhores condi¢bes de
fermentacdo com numero reduzido de experimentos.

A CGTase, produzida em ambas as fermentacdes, possui caracteristicas
fisico-quimicas muito interessantes do ponto de vista industrial, uma vez que
apresentou pH 6timo na faixa alcalina, além de temperatura étima elevada, o
que diminui o risco de contaminacdo por micro-organismos competidores
durante o processo de producao. A boa termoestabilidade da enzima também
faz com que esta seja favoravel para aplica¢des industriais.

O Bacillus sp. SM-02 mostrou-se bastante eficiente na producédo da
enzima CGTase, atingindo producbes elevadas, comparaveis, ou mesmo
superiores, as descritas na literatura. Assim, tanto essa bactéria quanto os
residuos agroindustriais do processamento da mandioca, tem grande potencial
para producdo de CGTase, o0 que pode representar uma alternativa ao descarte
inapropriado desses residuos, bem como uma nova fonte de renda, uma vez

que pode agregar valor a esse material.
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