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Resumo:

A ciclomaltodextrina-glucano-transferase, ou CGTase, € uma enzima de
origem bacteriana que tem como principal funcéo catalisar a conversdo do
amido, para a formacdo de ciclodextrinas. As ciclodextrinas sé&o
oligossacarideos ciclicos, constituidos por um numero variavel de unidades
de glicose que possuem muitas aplica¢cées no ramo industrial. Esta pesquisa
de iniciacao cientifica teve como objetivo o estudo do comportamento do
Bacillus firmus cepa 37 na producdo da enzima CGTase, tanto em um
biorreator operado de forma descontinua quanto de forma descontinua
alimentada. Buscou-se a avaliacdo das variaveis que possibilitaram
aumentos da produtividade microbiana e da enzima em estudo. A estratégia
experimental deste estudo foi dividida em duas etapas: a primeira, composta
pela realizacdo de ensaios descontinuos de crescimento de Bacillus firmus
para a verificacdo do comportamento cinético das variaveis representativas
do sistema (biomassa, substratos, produtos) ao longo do tempo, e a
segunda, na realizacdo de ensaios descontinuo alimentados, para a
verificacdo do comportamento das mesmas variaveis em condigbes de
diminuicdo dos efeitos de inibicdo por altas concentracdes de substrato
limitante.

Introducao

A ciclomaltodextrina-glucano-transferase, ou CGTase, € uma enzima de
origem bacteriana que tem como principal funcéo catalisar a conversdo do
amido, para a formacéo de ciclodextrinas. Elas tém a capacidade de formar
complexos de inclusdo com uma vasta gama de moléculas, modificando
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suas propriedades fisicas e quimicas e, portanto, tem sido amplamente
aplicadas em industrias de alimentos, de produtos agricolas, quimica, de
cosméticos e farmacéutica. Apesar de o processo descontinuo ter
apresentado resultados satisfatorios de atividade da enzima CGTase em
estudos anteriores e considerando ainda que o biorreator conduzido de
forma descontinua sempre sera utilizado como base para comparacdes de
eficiéncias atingidas com relagcdo a outros processos, sua baixa eficiéncia
estimula o surgimento de processos alternativos (SCHMIDELL; FACCIOTTI,
2001). Dentre o0s processos alternativos, 0 processo descontinuo
alimentado, conforme preconizado por (YOSHIDA; YAMANE e NAKAMOTO,
1973), é idéntico ao sistema batelada, exceto que o substrato é alimentado
gradativamente até o volume de trabalho ser atingido, de modo a se
minimizar os efeitos inibitérios pela variagdo subita de concentracdo de
acucares no meio (FERREIRA, 2008). Nesse ponto a fermentacéo
descontinua alimentada se torna uma excelente alternativa para a producao
da enzima CGTase, pois evita choques de concentracdo, permitindo um
melhor controle de possiveis inibicbes e conduzindo a melhores resultados e
maiores rendimentos de producédo. Considerando os resultados obtidos por
outros pesquisadores, a realiza¢do de cultivos descontinuos preliminares e a
possibilidade de aplicacdo de um novo processo para a producéo da enzima
CGTase, estabeleceu-se o0 objetivo deste trabalho, que foi o de estudar a
sintese da enzima CGTase de Bacillus firmus Cepa 37 em fermentacéo
descontinua alimentada. Primeiramente, foi realizado cultivo descontinuo em
fermentador, com a finalidade de estudar o comportamento cinético de
crescimento de biomassa, consumo de substrato e producdo da enzima
CGTase. A partir do ensaio descontinuo realizado em biorreator foi
efetuado o estudo em cultivo descontinuo alimentado.

Materiais e métodos

Primeiramente o microorganismo, Bacillus firmus CEPA 37, foi semeado em
placas de Petri contendo meio semi-solido, cuja composicdo esta
apresentada na Tabela 1. As placas foram mantidas em estufa incubadora a
37 °C por 72 horas, para o desenvolvimento das células no estado
vegetativo. Apos 72 horas, a massa celular presente nas placas foi coletada
e transferida assepticamente para o pré-indculo, cuja composicao
assemelha-se ao meio semi-solido, exceto agar (Tabela 1). Adicionou-se a
enzima alfa-amilase ao pré-inéculo e também ao meio de cultivo, fazendo
com que parte do amido de milho reduzisse a aguUcar fermentescivel,
disponivel ao microorganismo para seu consumo imediato. O pré-inéculo foi
colocado em agitador rotativo, onde permaneceu por 48 horas a 37 °C e sob
agitacdo de 150 rpm. Na sequéncia uma aliguota do pré-inéculo
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(aproximadamente 150 mL) foi transferida para o fermentador j& com o meio
de cultivo preparado e devidamente esterilizado. A enzima CGTase foi
produzida utilizando-se o Bacillus firmus com o meio de cultivo que possuiu
o melhor resultado em ensaios anteriores ja realizados por esse grupo de
estudo. As seguintes composic¢des sao (% p/v): meio AEL — amido soluvel
2,0, peptona 1,0, extrato de levedura 2,0, K;HPO4 0,1, Mg2SOg4¢ 7H,0 0,02,
Na,CO31,0.

Tabela 1 - Composicdo do meio semi-solido.

Componentes (% p/v) Semi-sélido
Amido 1,0
Peptona 0,5
Extrato de Levedura 1,0
MgSQO, 0,02
KoHPO, 0,5
Na,CO; 1,0
Agar 1,5

Resultados e Discussao

Os ensaios foram realizados com processo descontinuo, para andlises
preliminares e descontinuo alimentado de crescimento para o ensaio AEL,
amido solivel 2% e extrato de levedura 2%, para a verificagdo do
comportamento cinético das variaveis representativas ao longo do tempo.

A figura 1 ilustra as andlises realizadas relativas ao Ensaio 01, cujo tempo de
duracao foi de 122 horas em processo descontinuo. O pH do sobrenadante
permaneceu estavel em torno de 10,0. Os acgucares redutores totais, bem como
0s acucares redutores sdo quase completamente consumidos, evidenciando
grande atividade metabdlica do Bacillus firmus. A atividade enzimatica
apresentou valores significativos, sendo o valor maximo obtido 1,07 U/mm com
54 horas de cultivo, decrescendo durante todo o restante do tempo. A
concentracao celular atingiu o valor maximo de 2,3 g/L com 30 horas de cultivo.
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Figura 1 - Controle offline das variaveis concentragao celular, pH do sobrenadante ap6s
centrifugacéo, acUcares redutores (AR), aclcares redutores totais (ART), proteinas sollveis e
Atividade Enzimatica relativo ao Ensaio 01.

O Ensaio 02 teve duracdo de 128 horas, sendo os resultados das andlises
mostrados na figura 2. Apés 68 horas de cultivo, um pulso de solucdo de
amido estéril (amido de millho), foi aplicado ao meio, sendo caracterizado o
processo descontinuo alimentado. A resposta aos pulsos de amido aplicados
pode ser notada devido ao ligeiro aumento da concentracdo de acucares
redutores. Nota-se também que o0s acgUcares redutores sdo quase
completamente consumidos até a aplicacdo do pulso de amido,
evidenciando grande atividade metabdlica do Bacillus firmus. A maxima
atividade obtida foi de 1,44 U/mg de beta-CD, com 80 horas de cultivo,
evidenciando que o pulso de amido resultou em efeitos positivos sobre o
crescimento celular e a atividade enzimatica.
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Figura 2 - Controle offline das variaveis concentragao celular, pH do sobrenadante ap6s
centrifugacdo, aguUcares redutores (AR), agUcares redutores totais (ART), proteinas sollveis e
Atividade Enzimatica relativo ao Ensaio 02.

Conclusobes

Nota-se que ensaio descontinuo alimentado foi satisfatorio, pois se obteve
melhores resultados para a atividade da enzima.
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