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RESUMO
Ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase, EC 2.4.1.19) é uma enzima industrial
importante, sendo a Unica capaz de converter o amido e glucanos afins em
oligossacarideos ciclicos chamados ciclodextrinas (CDs). O arranjo das unidades de
glicose na formacdo da CD resulta em uma molécula com a forma de cone, com
interior hidrofobico e superficie hidrofilica. Este arranjo das moléculas de glicose
permite seu uso como molécula hospedeira na formacdo de complexos de inclusédo
com compostos organicos e inorganicos. Este mecanismo € vantajoso na protecao
de moléculas contra luz, calor e condicfes oxidantes e também possibilita melhorar
a solubilidade de compostos hidrofobicos. Ciclodextrinas séo utilizadas desde a
industria de alimentos até a farmacéutica, em sistemas de liberacdo controlada de
drogasse e imobilizacdo de compostos toxicos para protecdo ambiental. As CGTase
sdo principalmente produzidas por bactérias do género Bacillus, encontradas
degradando substratos ricos em amido. O objetivo deste estudo foi identificar, isolar,
selecionar e caracterizar linhagens de bactérias produtoras de CGTase a partir de
amostras de solo de diferentes regides do Brasil bem como calcular o indice
enzimatico destas bactérias em substratos de baixo custo. Com a realizacédo deste
trabalho, foi possivel identificar 17 bactérias produtoras da enzima ciclodextrina
glicosiltransferase, sendo que nove delas apresentaram valores para indice
enzimatico acima de 1,5. Destas, todas foram caracterizadas como sendo Bacillus
gram positivos. A bioprospeccdo de bactérias em solos de diferentes culturas
possibilitou a identificacdo de bactérias que poderéo ser usadas em estudos para a
producdo da ciclodextrina glicosiltransferase e posterior aplicacdo pelas mais

diversas indUstrias.

Palavras-chave: Ciclodextrina glicosiltransferase, bioprospeccéo, indice enzimatico.



ABSTRACT

Cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase, EC 2.4.1.19) is an important industrial
enzyme for being the only one able to convert starch and related glucans in cyclic
oligosaccharides called cyclodextrins (CDs). The arrangement of the glucose units in
the formation of CD results in a molecule with the shape of a cone, with hydrophobic
interior and hydrophilic surface. This arrangement of glucose molecules in CDs
allows its use as a host molecule in the formation of inclusion complexes with organic
and inorganic compounds. This mechanism is advantageous in protecting the guest
molecule from light, heat and oxidizing conditions and also enable the "dissolution” of
compounds of low solubility in aqueous media. Cyclodextrins are used from the food
industry to the pharmaceutical, in controlled drug delivery systems and
immobilization of toxic compounds for environmental protection. The CGTases are
mainly produced by bacteria of the genus Bacillus, found degrading starch rich
substrates. The aim of this study was to identify, isolate, select and characterize
strains of CGTase-producing bacteria from soil samples from different regions of
Brazil as well as calculate the enzymatic production of these bacteria on low-cost
substrates. With this work, it was possible to identify 17 bacteria producing
cyclodextrin glycosyltransferase enzyme, with nine of them had values above 1.5 for
enzymatic production. Of these, all were characterized as gram positive Bacillus.
Bioprospecting of bacteria in soils of different cultures led to the identification of
bacteria that may be used in studies for the production of cyclodextrin
glycosyltransferase and subsequent implementation by various industries.

Keywords: Cyclodextrina  Glycosyltransferase,  bioprospecting, production

enzymatic.
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INTRODUCAO

O amido € um polimero de glicose com alto peso molecular, produzido pelas
plantas como estoque de carbono para obtencido de energia. E armazenado na
forma de gréanulos nos diferentes tecidos vegetais, tais como de batata e mandioca.
Nessa condi¢cdo, os polimeros de glucano apresentam-se como amilopectina
altamente ramificada e amilose linear. Estas moléculas servem como fontes de
energia para algumas espécies de bactérias que as convertem extracelularmente em
polimeros menores que podem ser facilmente metabolizados (Veen et al, 2000; Qi e
Zimmermann, 2005).

Muitas dessas bactérias produzem uma série de enzimas para a degradacao
do amido. Devido a capacidade de algumas dessas enzimas em modificar estas
moléculas elas sdo comumente aplicadas na industria, seja pela modificacdo de
suas moléculas ou pela sintese de produtos a partir de sua degradacdo. Tais
caracteristicas tornaram estas enzimas alvo de interesse cientifico, tanto para se
entender melhor o seu mecanismo bem como sua especificidade a certos substratos
e metabdlitos especificos (Veen et al, 2000). Dentre as enzimas que tem sido
identificadas e caracterizadas, podemos destacar as a-amilases, glucoamilases e
ciclodextrinas glicosiltransferase (Qi e Zimmermann, 2005).

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), também conhecida por
ciclodextrina glucanotransferase e ciclomaltodextrina glucanotransferase, tem
atraido particular interesse devido a sua capacidade de formar compostos ciclicos
chamados ciclodextrinas (CDs) a partir do amido (Bender, 1986; Tankova, 1998). A
classificagdo quimica da CGTase (EC 2.4.1.19) é 1,4-a-D-glucano 4-a-D-(1,4-a-D-

glucano)-transferase. A CGTase € uma hexosiltransferase pertencente ao grupo das



2
transferases, catalisando reacdes de transglicosilacdo, sendo capaz de hidrolisar o

amido (Qi e Zimmermann, 2005; Cheng et al, 2011) (Figura 1).

CGTase dextrina limite + @
I cD
Ciclodextrina
Glicosiltransferase

Glicose

Qligossacarideos + Oligossacarideos
lineares ramificados

Pululanase

W Beta-dextrina+ O@ Maltose

(O = Néo redutor Oligossacarideos
@ = Redutor lineares

Figura 1. Acdo das enzimas envolvidas na degradagdo do amido. (e) Molécula de
glicose com extremidade redutora; (o) Molécula de glicose sem a extremidade
redutora. As setas indicam a preferéncia pela quebra na molécula de amido

(Adaptado Van Der Veen, 2010).

As CGTases sao produzidas principalmente por bactérias do género Bacillus
(Alves-Prado et al, 2002), como B. macerans, B. circulans, B. clarkii, B. megaterium,
B. firmus e B. lentus (Biwer et al, 2002). Também foi relatada a producéo de CGTase
por Paenibacillus illinoisensis ZY-08 (Lee et al, 2012). No Brasil, foram descritos 0s
seguintes microrganismos produtores de CGTases Bacillus lentus (Sabioni e Park,
1992), Bacillus circulans n°76 (Salva et al, 1997), linhagem n°37 e linhagem n°41
(Matioli et al, 1998). Esses microrganismos sdo encontrados degradando substratos
ricos em amido, tais como trigo, soja, fuba, mandioca e batata (Matioli et al, 1998).
Em ambientes naturais, certas bactérias e archaeas presumivelmente excretam

CGTases sobre o substrato de amido, convertendo-o em CD, e assim evitando a sua
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utilizacdo por outros microorganismos concorrentes. Esta é provavelmente uma
medida evolutiva que visa a competicao por alimento (Leemhuis et al, 2009).

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos formados pela unido de
moléculas de D-glicose através de ligagdes glicosidicas a(1-4), obtidas a partir da

degradacdo enzimatica do amido (Figura 2).

Figura 2. Esquema representativo das ciclodextrinas (CD’s). Os derivados a, 8 e y-

CD séo definidos por n=1, 2 e 3, respectivamente (Britto et al, 2004).

A CGTase catalisa principalmente reacbes de transglicosilacdo, como
reacoes de ciclizacdo, acoplamento e desproporcionamento (Figura 3). A reacdo de
desproporcionamento é também promovida por muitos outros membros da familia a-
amilase e pode ser considerada um padrdo de reacdo da enzima. A reacdo de
ciclizacao é prépria da CGTase e resulta na formacdo de uma CD, onde a parte do
doador que foi clivada também atua como aceptor. A CGTase também catalisa a
reacao inversa e € chamada de reacdo de acoplamento (Qi e Zimmermann, 2005;

Carneiro et al, 2006).
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Figura 3. Esquema do mecanismo de reacédo da CGTase. R1, R2 e R3 representam

os diferentes residuos de glicose; e n representa o numero de residuos de glicose

(n=6) (Qi e Zimmermann, 2005).

As CDs mais conhecidas séo as a, B e y-ciclodextrinas, constituidas por 6, 7 e

8 residuos de glicose, respectivamente (Gawande et al, 1998; Kim e Robyt, 2000;

Drunkler et al, 2001) (Figura 4). Estruturalmente, as CDs assemelham-se a “cones

truncados”, apresentando o lado mais largo formado pelas hidroxilas secundarias em

C-2 e C-3 e a face mais estreita constituida pelas hidroxilas primarias ligadas em C-

6.

Figura 4. Estrutura da a-CD, B-CD e y-CD, com 6, 7 e 8 mondmeros de glicose,

respectivamente (Adaptado Alves-Prado et al, 2006).
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O tamanho da cavidade das ciclodextrinas é determinado pelos nimeros de
unidades de glicose. O aspecto hidrofébico do interior da cavidade das CDs é
definido pelos &tomos de oxigénio envolvidos nas ligacdes glicosidicas (em C-1 e C-

4) e os atomos de hidrogénio ligados em C-3 e C-5 (Figura 5).

Figura 5. Representagcdo esquematica da estrutura tridimensional das CD’s,
mostrando as caracteristicas estruturais definidas pelo arranjo das unidades de

glicose (Brito et al, 2004).

Ja o aspecto hidrofilico das CDs se da pela presenca de hidroxilas livres em

sua superficie (Terada et al, 1997; Saltdo et al, 2001; Brito et al, 2004) (Figura 6).

Hidroxilas
Primérias

Figura 6. Representacdo esquematica da estrutura tronco-conica das ciclodextrinas

e de suas hidroxilas livres (Sa-Barreto e Cunha-Filho, 2008).
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E exatamente essa disposicdo das moléculas de glicose nas CDs que permite

sua utilizacdo como molécula hospedeira na formagdo de complexos de incluséo
(Terada et al, 1997; Saltdo et al, 2001). Os complexos de inclusdo sdo compostos
moleculares com a estrutura caracteristica de um aduto, em que um composto
(designado de hospedeiro) incorpora no seu interior um outro, o héspede (Figura 7).

Ha, no entanto, fatores que condicionam a formacao de complexos de inclusao.

Figura 7. Esquema de um complexo de inclusdo entre a molécula de CD e a

molécula héspede (Loftsson e Brewster, 1996).

O requisito minimo para que se forme um complexo de inclusdo é a
compatibilidade de tamanhos e geometrias entre a cavidade da ciclodextrina e o
hospede. Ha casos em que apenas uma parte da estrutura da molécula fica dentro
na cavidade. Deve-se, também, considerar o carater hidrofébico da substancia a ser
incorporada. Nestes casos, a existéncia de hidroxilas livres em sua superficie e de
uma cavidade hidrofébica possibilita a “dissolucdo” de compostos de baixa
solubilidade em meio aquoso (Loftsson e Brewster, 1996; Saltdo et al, 2001; Brito et
al, 2004).

As caracteristicas particulares das ciclodextrinas tem levado a sua aplicacéo

em diferentes areas, percorrendo desde a industria de alimentos até a farmacéutica,
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passando pela téxtil, de cosméticos e inclusive para biorremediacdo. Uma
importante aplicacdo farmacoldgica destas CDs é na possibilidade de obtencdo de
formulagbes farmacoldgicas para farmacos com propriedades fisicas e quimicas
diferentes sem, no entanto, alterar o seu principio ativo. Esse mecanismo é
particularmente vantajoso por proteger a molécula hospede da luz, calor ou
condicBes oxidantes (Vielle et al, 2001).

Estas moléculas também s&o utilizadas para reduzir a volatilidade de
moléculas de odor em perfumes e aromatizantes por controlar a liberacdo do aroma.
Na industria quimica, as CDs sdo usadas na separacdo de enantibmeros, para
retirar produtos quimicos téxicos de residuos liquidos e na biorremediacdo do solo.
Outras aplicacdes envolvem a supressao de sabores indesejaveis e a retirada de
compostos, como o colesterol dos alimentos. (Loftsson e Brewster, 1996; Terada et
al, 1997; Matioli et al, 2001; Brito et al, 2004; Tesfai et al, 2012).

Apesar das vantagens obtidas pelo uso das CDs na industria em geral, ha
ainda o problema do elevado custo de producdo da CD que deve-se ao elevado
custo das CGTases utilizadas no processo, sendo esse o principal limitador do uso
industrial das CDs. Assim, por questbes econdmicas, torna-se indispensavel
pesquisas que visam a reducédo de custos de producédo e uso das CGTases e CDs

em escala comercial (Alves-Prado et al, 2002).

Obtencéao das Ciclodextrinas Glicosiltransferases

Procedimentos para producédo industrial dessa enzima foram otimizados
usando-se tanto linhagens selvagens quanto geneticamente modificadas visando-se
a producéo de diferentes tipos de CGTases. Diversos métodos séo aplicados para

aumentar a producdo da CGTase. O primeiro refere-se a otimizacao das condicbes
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de cultivo da linhagem bacteriana produtora da enzima, incluindo a otimizacdo do
meio de crescimento. O segundo metodo seria a expresséo heteréloga do gene da
CGTase em um hospedeiro adequado, sendo que a super expressado desse gene é
um fator importante para aumentar a producdo da enzima. Cerca de 50% das
CGTases produzidas comercialmente s&o obtidas por processos de producdo
heterdloga (Qi e Zimmermann, 2005).

Todas as CGTases conhecidas a partir de varias fontes naturais produzem
combinacdes de a-, B- e y-ciclodextrinas e malto-oligossacarideos em diferentes
proporcdes, rendimentos e especificidade do produto de acordo com a natureza,
origem da CGTase e parametros bioquimicos usados na produgdo, como
fermentacdo e uso de células imobilizadas em agar ou quitosana (Mori et al, 1995;
Kamaruddin et al, 2005; Alves-Prado et al, 2007; Abdel-Naby et al, 2011).

As dificuldades tecnolégicas para producdo da CGTase, como elevado custo
e insuficiente pureza, impossibilitaram sua utilizagdo em nivel industrial até pouco
tempo atras. Nas Ultimas décadas, os grandes investimentos em pesquisa
superaram estes primeiros entraves e tornaram viavel a utilizacdo das CDs na
industria (Sa-Barreto e Cunha-Filho, 2008).

Devido a suas diversas aplicacbes, a producdo e utlizacdo das CDs
apresentam um forte crescimento mundial. Apesar da reducdo dos custos de
producéo, a busca por enzimas com melhor especificidade, atividade e reducéo nos
custos de producdo continuam. A CGTase normalmente produz uma mistura de
CDs, entao selecionar cepas que produzem enzimas especificas que originam a, 3
ou y-CD, facilitaria o processamento e reduziria os custos de producéo. Isso torna a
pesquisa da CGTase, por meio do isolamento e selecdo de linhagens produtoras,

extremamente importante (Matioli et al., 2000; Abdel-Naby et al, 2011).



Obtencao de Bactérias Produtoras de CGTases

A tecnologia enzimatica, 4rea que ganhou muita atencdo nas Ultimas
décadas, concilia o desenvolvimento tecnolégico com a utilizacdo de matérias
primas renovaveis e preservacdo ambiental (Lima et al., 2001; Bon et al., 2008).

Devido a diversidade de espécies e abundancia, além do exercicio de uma
ampla variedade de funcbes metabdlicas, grande parte da microbiota do solo é
composta por bactérias. Essas executam um papel fundamental nos ciclos de
degradacdo de macromoléculas, decomposicdo de matéria organica e na
conservacao da fertilidade edafica, podendo levar ao aumento da disponibilidade de
nutrientes (Sousa, 2012).

Devido a diversidade de espécies e abundancia, além do exercicio de uma
ampla variedade de funcBes metabdlicas, grande parte da microbiota do solo é
composta por bactérias. Essas executam um papel fundamental nos ciclos de
degradacdo de macromoléculas, decomposicdo de matéria organica e na
conservacao da fertilidade edafica, podendo levar ao aumento da disponibilidade de
nutrientes (Sousa, 2012).

A aplicacdo metodologica para a busca de novos insumos de fontes naturais,
particularmente bacteriana, explorando as fortes pesquisas sobre a biodiversidade
mundial, vem crescendo e sendo aprimorada nos ultimos anos (Piza, 2009). A
bioprospeccdo é um método de localizar, avaliar e explorar a biodiversidade de
determinado local (Sant’ana, 2002).

De acordo com a Medida Proviséria n° 2.186-16, de 23 de agosto de 2001,
Bioprospecgao € “atividade exploratéria que visa identificar componente do
patrimdnio genético e/ou informacao sobre conhecimento tradicional associado, com

potencial de uso comercial” (Andrade, 2006; Pereira e Lima, 2008). Essa definicao
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pode ser interpretada como sendo uma busca cientifica por atributos funcionais
provenientes de seres vivos, como organismos em todo ou parte, genes, enzimas e
compostos, que confirmem um potencial econdmico e uma viabilidade de producao
industrial ou comercial ao desenvolvimento de um produto ou processo (Andrade,

2006; Saccaro Junior, 2011).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Selecionar e caracterizagdo bactérias produtoras de ciclodextrina glicosiltransferase

em solos de diferentes biomas brasileiros.

Objetivos Especificos

-Isolar bactérias de amostras de solos dos estados de Goias, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul;

-Realizar a caracterizacdo morfo-tintorial das bactérias isoladas;

-Calcular o indice enzimatico para as bactérias isoladas;

-Caracterizar por microscopia eletrbnica de varredura a bactéria com melhor
rendimento de producado da enzima;

-Avaliar a capacidade de producdo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase em

diferentes fontes de amido.
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ANEXO 1

ANEXO |: Manuscrito a ser submetido para publicacdo no peridodico Journal of
Biotechnology.
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RESUMO
Ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase, EC 2.4.1.19) é uma enzima industrial
importante, sendo a Unica capaz de converter o amido e glucanos afins em
oligossacarideos ciclicos chamados ciclodextrinas (CDs). O arranjo das unidades de
glicose na formagédo da CD resulta em uma molécula com a forma de cone, com
interior hidrofébico e superficie hidrofilica. Este arranjo das moléculas de glicose
permite seu uso como molécula hospedeira na formacao de complexos de inclusédo
com compostos organicos e inorganicos. Este mecanismo € vantajoso na protecao
de moléculas contra luz, calor e condi¢Bes oxidantes e também possibilita melhorar
a solubilidade de compostos hidrofébicos. Ciclodextrinas sdo utilizadas desde a
industria de alimentos até a farmacéutica, em sistemas de liberacdo controlada de
drogasse e imobilizacdo de compostos téxicos para protecdo ambiental. As CGTase
sdo principalmente produzidas por bactérias do género Bacillus, encontradas
degradando substratos ricos em amido. O objetivo deste estudo foi identificar, isolar,
selecionar e caracterizar linhagens de bactérias produtoras de CGTase a partir de
amostras de solo de diferentes regides do Brasil bem como calcular o indice
enzimatico destas bactérias em substratos de baixo custo. Com a realiza¢do deste
trabalho, foi possivel identificar 17 bactérias produtoras da enzima ciclodextrina
glicosiltransferase, sendo que nove delas apresentaram valores para indice
enzimatico acima de 1,5. Destas, todas foram caracterizadas como sendo Bacillus
gram positivos. A bioprospeccdo de bactérias em solos de diferentes culturas
possibilitou a identificacdo de bactérias que poderéo ser usadas em estudos para a
producéo da ciclodextrina gliosiltransferase e posterior aplicacdo pelas mais diversas

industrias.
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Palavras-chave: Ciclodextrina glicosiltransferase, bioprospeccéo, indice enzimatico.

1. INTRODUCAO

O amido € um polimero de glicose com alto peso molecular, produzido pelas
plantas como estoque de carbono para obtencdo de energia. E armazenado na
forma de grénulos nos diferentes tecidos vegetais, tais como de batata e mandioca.
Nessa condi¢cdo, os polimeros de glucano apresentam-se como amilopectina
altamente ramificada e amilose linear. Estas moléculas servem como fontes de
energia para algumas espécies de bactérias que as convertem extracelularmente em
polimeros menores que podem ser facilmente metabolizados (Veen et al, 2000; Qi e
Zimmermann, 2005).

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), também conhecida por
ciclodextrina glucanotransferase e ciclomaltodextrina glucanotransferase, tem
atraido particular interesse devido a sua capacidade de formar compostos ciclicos
chamados ciclodextrinas (CDs) a partir do amido (Bender, 1986; Tankova, 1998). A
classificacdo quimica da CGTase (EC 2.4.1.19) é 1,4-a-D-glucano 4-a-D-(1,4-a-D-
glucano)-transferase. A CGTase € uma hexosiltransferase pertencente ao grupo das
transferases, catalisando reacdes de transglicosilacdo, sendo capaz de hidrolisar o
amido (Qi e Zimmermann, 2005; Cheng et al, 2011).

As CGTases sao produzidas principalmente por bactérias do género Bacillus
(Alves-Prado et al, 2002), como B. macerans, B. circulans, B. clarkii, B. megaterium,
B. firmus e B. lentus (Biwer et al, 2002). Também foi relatada a produgéo de CGTase

por Paenibacillus illinoisensis ZY-08 (Lee et al, 2012). No Brasil, foram descritos os
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seguintes microrganismos produtores de CGTases Bacillus lentus (Sabioni e Park,
1992), Bacillus circulans n°76 (Salva et al, 1997), linhagens 37 e 41 (Matioli et al,
1998). Esses microrganismos sdo encontrados degradando substratos ricos em
amido, tais como trigo, soja, fuba, mandioca e batata (Matioli et al, 1998).

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos formados pela unido de
moléculas de D-glicose através de ligagdes glicosidicas a(1-4), obtidas a partir da
degradagdo enzimatica do amido. As CDs mais conhecidas sdo as a, B e y-
ciclodextrinas, constituidas por 6, 7 e 8 residuos de glicose, respectivamente, e
estruturalmente assemelham-se a “cones truncados” (Gawande et al, 1998; Kim e
Robyt, 2000; Drunkler et al, 2001). O tamanho da cavidade das ciclodextrinas &
determinado pelos numeros de unidades de glicose. O aspecto hidrofébico do
interior da cavidade das CDs € definido pelos atomos de oxigénio envolvidos nas
ligagbes glicosidicas e os &tomos de hidrogénio. J& o aspecto hidrofilico das CDs se
d& pela presenca de hidroxilas livres em sua superficie (Terada et al, 1997; Saltdo et
al, 2001, Brito et al, 2004).

E exatamente essa disposicdo das moléculas de glicose nas CDs que permite
sua utilizacdo como molécula hospedeira na formacao de complexos de inclusdo. Os
complexos de inclusdo sdo compostos moleculares com a estrutura caracteristica de
um aduto, em que um composto (designado de hospedeiro) incorpora no seu interior
um outro, o héspede (Terada et al, 1997; Saltdo et al, 2001). Estas caracteristicas
fazem com que estas moléculas sejam aplicadas em diferentes areas, destacando-
se as industrias de alimentos até a farmacéutica, passando pela téxtil, de cosméticos
e inclusive para biorremediacdo. Uma importante aplicacdo farmacolégica destas

CDs é a possibilidade de obtencdo de formulacdes farmacoldgicas para farmacos
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com propriedades fisicas e quimicas diferentes sem, no entanto, alterar o seu
principio ativo (Vielle et al, 2001).

O objetivo deste trabalho foi identificar e investigar a produgcéo de
ciclodextrina glicosiltransferase por bactérias isoladas de solos de biomas brasileiros

em diferentes meios contendo fontes de amido.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 - Coleta das amostras dos solos

A bioprospeccéo das bactérias foi feita em 17 amostras de solos que foram
coletadas de plantagbes de mandioca, batata-doce, banana e hortalicas nas cidades
de Silvania em Goias, Guanhées, Milho Verde e S&o Jodo Evangelista em Minas
Gerais e Gravatai no Rio Grande do Sul. As amostras de solos foram coletadas a
uma profundidade de 20 cm e acondicionadas em recipientes estéreis. O critério
para a escolha dos solos de onde foram retiradas as amostras, foi baseado nos

solos em que sé&o cultivadas plantas ricas em amido.

2.2 - ldentificacao das bactérias produtoras de CGTase no solo

Para a identificacdo e isolamento das bactérias, foi retirado um grama de
cada amostra de solo que foi peneirada e acondicionada individualmente em frascos
contendo 10 mL de agua destilada esterilizada. Os frascos contendo as amostras
foram submetidos a um ciclo de uma hora de repouso, seguido por 10 minutos em
banho-maria a 80 °C e entdo novamente colocados em repouso por mais uma hora.
Ao fim destas etapas os frascos contendo as amostras foram homogeneizados
vigorosamente durante 1 minuto. Com o auxilio de uma pipeta, e em ambiente

estéril, foram retirados 100 pL de cada uma das solu¢cdes e semeadas em placas de
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Petri contendo meio minimo adaptado de Nakamura e Horikoshi, 1976. O meio
minimo é constituido por 0,03% de fenolftaleina, 2% de amido soluvel, 0.5% de
extrato de levedura, 0.5% de triptona, 0.02% de MgSO,.7H,O, 0.02% de
CaCl,.2H,0, 0.1% de K;HPO4, 0.1% (NH4),S0O4, 1.5% de agar (w/v) e nistatina na
concentracéo final 5 mg/L, com o pH ajustado para 9,5.

As placas semeadas foram incubadas em uma estufa a temperatura de 30 °C
durante 48 horas ou até identificar a formacdo de halos amarelados nas placas de
Petri. A identificacdo dos halos amarelados, devido ao complexo fenolftaleina-
CGTase, indica a presenca de bactérias produtoras de CGTases.

Todos os procedimentos foram feitos em triplicata. As coldnias positivas ap6s
o periodo de incubacdo foram coletadas e repicadas no mesmo meio de cultura
descrito anteriormente, visando o seu isolamento. Foram realizados esgotamentos
por repiques para a obtencdo de col6nias bacterianas isoladas de cada amostra de

solo.

2.3 - Caracterizacao morfo-tintorial das bactérias isoladas

A caracterizagdo morfo-tintorial realizada pela coloracdo de Gram foi usada
para identificar a morfologia e o tipo de parede celular das bactérias selecionadas.
Esta etapa € importante tanto para a identificacdo da bactéria quanto para as
proximas etapas de caracterizacdo molecular das bactérias. Para a identificacdo das
caracteristicas morfoldgicas das cepas foi realizada a técnica de coloracdo de Gram
(Stinghen et al., 2007) e posteriormente a sua analise por meio de microscopia
Optica de transmissdo com aumento de mil vezes. Em ambiente e condicdes
estéreis, com o auxilio da al¢a de platina retirou-se uma por¢cao do meio de cultura

contendo a cepa de interesse seguindo-se pelo esfregaco em uma lamina
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histologica para observacdo em microscopia Optica. Apds esta etapa de preparo do
esfregaco foi feita a fixagdo pelo calor passando-se lentamente o lado contrario da
lamina contendo o esfregaco pela chama do bico de Bunsen. O proximo passo foi
adicionar o cristal de violeta sob a superficie da lamina e aguardar por 1 minuto,
seguido da adicdo de lugol também por 1 minuto e apos este periodo foi feito a
lavagem da lamina com &gua destilada. Posteriormente, foi aplicado &lcool para
retirar 0 excesso de corante, seguida por outra lavagem com agua destilada. Por
ualtimo, adicionou-se fucsina e apds 30 segundos foi realizada a ultima lavagem com
agua destilada. As laminas foram observadas e fotografadas usando microscopio
Optica com captura de imagem.

Para investigar a morfologia das bactérias selecionadas, foi escolhida uma
bactéria que apresentou alto valor para o indice enzimético. Esta bactéria foi
processada pelo Laboratério de Microscopia do Instituto de Fisica da Universidade
Federal de Goias. A visualizagdo estrutural da célula foi feita por microscopia
eletrbnica de varredura foi realizada usando-se o equipamento Jeol, JSM — 6610

equipado com EDS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA, USA).

2.4 - Célculo da Producao de CGTase em diferentes fontes de amido

Inimeras metodologias foram descritas de forma a facilitar a selecdo e o
isolamento de microrganismos excretores de hidrolases. Estas metodologias sao
principalmente baseadas em cultivos dos microrganismos em meio soélido, onde o
meio especifico apresenta a capacidade de identificar a producdo de uma
determinada enzima (Stamford et al, 1998). Uma destas metodologias foi utilizada
para o isolamento de microrganismos produtores de ciclodextrina glicosiltransferase,

conforme descrito abaixo.
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A capacidade de producdo de CGTase pelos microrganismos isolados foi
determinado pelo célculo do indice enzimético (IE). O calculo que determina o IE
consiste na divisdo do diametro médio do halo de degradagcdo (HD) do substrato
pelo didametro médio da colbénia (DC), onde o halo amarelado ao redor da coldnia
aumenta proporcionalmente em tamanho e intensidade a capacidade de producéo
da CGTase pelo microrganismo (Stamford et al, 1998).

Para o calculo do IE, foram pipetados 25 pyL de cada uma das suspensdes
contendo a coldnia bacteriana diluida em caldo BHI em um multi-inoculador de
Steer. O multi-inoculador de Steer assemelha-se a um carimbo para inocular
volumes precisos da suspensao de bactérias na superficie do meio minimo descrito
anteriormente. As placas foram colocadas para secar por 10 minutos em
temperatura ambiente no fluxo laminar e incubadas a 30 °C. Apos 24, 48 e 72 horas
foram feitas medi¢bes dos diametros das colonias e dos halos para calcular o valor

do indice enzimatico usando a Equacao 1. Este ensaio foi feito em triplicata.

Didmetro do halo de degradagio (HD)

indice enzimatico (IE)= Equacéo 1

Diametro da colénia (DC)

O critério usado para classificar as bactérias isoladas como sendo boas
produtoras da enzima ciclodextrina glicosiltransferase foram aquelas que
apresentaram valor de indice enzimatico maior ou igual a 1,5. Este valor foi descrito
anteriormente por (Lealem e Gashe, 1994) como referéncia para classificar
microrganismos produtores de enzimas exoamilases.

Para avaliar qual seria 0 melhor substrato no qual as bactérias isoladas
apresentariam a melhor atividade catalitica, foram utilizados trés diferentes

substratos ricos em amido: amido P.A., mandioca e fécula de batata. Para isso, com
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0 auxilio do repicador de Steer, inoculou-se uma aliqguota de amostra dos isolados
em uma placa de Petri contendo o meio sélido adicionado de fenolftaleina. As
medicbes dos halos formados foram feitas ap6s 24, 48 e 72 horas contados a partir
da inoculacdo. Para a andlise da capacidade de producdo da enzimatica utilizou-se
0 meio de cultura descrito por Nakamura e Horikoshi, 1976, onde apenas a fonte de
amido foi substituida. Em seguida, calculou-se a média entre os valores dos indices
enzimaticos obtidos nos diferentes periodos (24, 48 e 72 horas) para verificacdo das
linhagens com melhores potenciais para produ¢cdo enzimatica de acordo com cada

fonte de carbono.

2.5 - Manutencdo das cepas selecionadas

As cepas bacterianas que apresentaram producdo satisfatéria da enzima
CGTase, foram posteriormente repicadas das placas contendo meio minimo para
tubos Falcons contendo caldo BHI pH 10 (5 mL por tubo). Em seguida os tubos
foram levados para o shaker de bancada a 30 °C a 150 rpm durante 48 horas. Apos
o periodo de incubacgao foi feito o estoque das cepas em glicerol 85% (850 uL do
caldo BHI contendo a cepa bacteriana em um eppendorf de 2 mL contendo 150 uL

de glicerol esterilizado) e mantidas a -4 °C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Identificag@o das bactérias produtoras de CGTase
Por meio da bioprospeccéo de bactérias produtoras da enzima cliclodextrina
glicosiltransferase em amostras de solos de diferentes culturas, permitiu selecionar

17 linhagens bacterianas produtoras da enzima ciclodextrina glicosiltransferase. A
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selecéo foi feita com base na capacidade das bactérias em converter o amido e a
fenolftaleina presentes no meio de cultura minimo. A atividade da CGTase é vista
como um halo amarelado ou incolor em um fundo vermelho devido a formacao do
complexo de incluséo fenolftaleina-ciclodextrina (Park et al., 1989)

Como pode ser observado na Figura 1, no primeiro screening, podem ser
identificadas a formacao de halos amarelados, indicando que na amostra analisada,
tem a presenca de bactérias que secretam a enzima ciclodextrina glicosiltransferase.
Desta forma, apenas as colbnias que apresentaram a formacdo de um halo
amarelado de aspecto brilhante foram selecionadas para as etapas posteriores do
projeto. Para garantir que apenas as bactérias de interesse fossem selecionadas,
foram feitos pelo menos cinco repiques consecutivos realizados em intervalos de 48
horas, as colbnias isoladas foram cultivadas em meio BHI que permitiu o
crescimento da cultura pura, observado pela turgidez do meio. O cultivo de células
em BHI também permitiu a realizacdo da coloragdo de Gram, congelamento em

glicerol e o calculo do indice enzimatico.

Figura 1. Halo amarelado rodeando as coldnias bacterianas indicando a conversao

do amido presente no meio de cultura pela reacéo entre a fenolftaleina e a CGTase.
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3.2 - Caracterizacado morfo-tintorial

Para investigar as caracteristicas morfo-tintoriais das bactérias selecionasdas,
as mesmas foram submetidas a coloracdo de Gram e analises por microscopia
eletrbnica de varredura. A coloracdo de Gram permitiu caracterizar todas as
bactérias como sendo Gram positivas. Na Figura 2A esta exemplificada a
caracterizacdo pelo método de Gram da bactéria S4. Este ensaio foi realizado para,
além da visualizagdo microscopica do microrganismo, também possibilitar a
identificacdo do tipo de parede parede celular e com isto, padronizar o0s
procedimentos necessarios para a extracdo do material genético e posterior
sequenciamento gendmico. Na Figura 2B, a imagem por microscopia eletronica de
varredura confirma a amostra como sendo Bacilo. Nossos achados corroboram com
o estudo de Aguiar (2001), o qual demonstrou uma exclusividade bacteriana e
predominéancia do género Bacillus como microrganismos produtores da enzima

ciclodextrina glicosiltransferase.

y

Celulas sem etanol

(B) SEl  5kV WD11mm  SS30 x10,000 1pm —

Figura 2. (A) Fotomicrografia representativa de todas as amostras isoladas e
caracterizadas pela coloragdo de Gram. Todas as colonias selecionadas sao

Bacillus Gram positivos. Observacdo em microscépio optico com aumento de 1000
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X. (B) Fotomicrografia representativa de todas as amostras isoladas. Observacéo

em Microscopio Eletrénico de Varredura com aumento de 10.000 x.

Os 17 isolados de bactérias selecionados receberam os codigos de acordo
com os solos de onde elas foram obtidas e estao listadas na Tabela 1. Do total, seis
foram oriundas do solo de mandioca, uma de banana, trés de quiabo, trés de
cenoura, duas de milho verde e duas de batata-doce. O total de linhagens isoladas
demonstra o enorme potencial da diversidade microbiana, com capacidade de

producdo de CGTase, encontradas em diversas regides do Brasil.

Tabela 1: Identificacédo e origem do solo de cada isolado selecionado.

Isolados Origem da Amostra
Cepa S1 Mandioca
Cepa S2 Quiabo
Cepa S3 Quiabo
Cepa S4 Banana
Cepa S5 Quiabo
Cepa S6 Mandioca
Cepa S7 Mandioca
Cepa S8 Cenoura
Cepa S9 Cenoura
Cepa S10 Cenoura
Cepa S11 Milho Verde
Cepa S12 Milho Verde
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Cepa M1 Batata-doce

Cepa M2 Batata-doce
Cepa A13 Mandioca
Cepa A21 Mandioca
Cepa A23F Mandioca

3.3 - Avaliacao da capacidade de producao da ciclodextrina glicosiltransferase pelas
bactérias em diferentes fontes de amido

Para avaliar o potencial de produgcdo da enzima ciclodextrina
glicosiltransferase das bactérias selecionadas, as mesmas foram cultivadas em meio
de cultura minimo e foi calculado o seu indice enzimético. De acordo com Rezende
e colaboradores, o célculo do indice enzimatico € um dos parametros semi-
guantitativos mais utilizados na avaliacéo da producéo de enzimas por determinados
microrganismos em meio sélido (Rezende, 2009). As bactérias consideradas
produtoras de enzimas extracelulares, quando cultivadas em meio de cultura
especifico secretam a enzima no meio para degradar o substrato. A medida em que
a colbnia cresce, ocorre a degradagcédo deste substrato e, por meio de indicadores
presentes no meio, no caso a fenolftaleina, pode ser observado o aumento de um
halo ao redor da colbnia. Na Figura 3, pode ser observada a correlacéo direta entre
o diametro do halo formado e a habilidade de degradacé&o do substrato e, de acordo
com a equacéao 1, calculando-se o diametro do halo pelo diametro da col6nia, resulta
no valor para o indice enzimatico. Trabalhos na literatura propdem que valores para
indice enzimatico = 1,5 (Lin et al., 1991) ou = 2,0 (Lealem e Gashe, 1994) devam ser
usados para se avaliar a capacidade do microrganismo em degradar amido em meio

sélido pela secrecdo de enzimas. Das colbnias isoladas, 17 cepas bacterianas
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demonstraram um indice enzimatico significativo, as quais tiveram o seu potencial

avaliado em diferentes fontes de amido.

Figura 3. O indice enzimético (IE) é calculado pela divisdo entre o diametro do

halo de degradacéo (HD) e o diametro da colénia (DC).

3.4 - Producgédo enzimatica das bactérias

Para identificar as fontes de amido nas quais as bactérias apresentam maior
capacidade de secre¢cdo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase, o indice
enzimatico foi calculado substituindo-se a fonte de carbono no meio minimo para
amido P.A., batata e mandioca. Na Tabela 2 podem ser observados os valores das
médias calculadas para o indice enzimético em trés diferentes tempos de cultivo: 24,

48 e 72h.

Tabela 2: Calculo da producao de CGTase pelo célculo do indice enzimatico usando
diferentes fontes de amido: amido P.A. (industrial), batata e mandioca. Os valores
expressam a média do indice enzimatico calculado nos trés tempos avaliados: 24,

48 e 72h.
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AMIDO BATATA | MANDIOC
Isolados P.A. A Origem da Amostra
Cepa S1 2,33 * * Mandioca
Cepa S2 * * * Quiabo
Cepa S3 * * * Quiabo
Cepa S4 3,89 3,3 3,5 Banana
Cepa S5 * * * Quiabo
Cepa S6 2,43 * * Mandioca
Cepa S7 2,56 * * Mandioca
Cepa S8 19 2,5 2,7 Cenoura
Cepa S9 2,31 2,4 2,2 Cenoura
Cepa S10 1,84 * 2,5 Cenoura
Cepa S11 * * 2,8 Milho Verde
Cepa S12 * 2,4 2,4 Milho Verde
Cepa M1 2,7 2,4 2,6 Batata-doce
Cepa M2 2,92 2,3 2,6 Batata-doce
Cepa A13 * * * Mandioca
Cepa A21 * * * Mandioca
Cepa A23F * * * Mandioca

*N&o apresentou crescimento.

De acordo com a Tabela 1, pode ser possivel observar que algumas bactérias
selecionadas apresentaram capacidade de converter o amido a partir das trés fontes

testadas (S4, S8, S9, M1, M2). Entretanto, alguns isolados, apesar de terem sido
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selecionados em um primeiro momento, ndo apresentaram a capacidade de
conversao nos tempos analisados (S2, S3, S5, A13, A21, A23F) ou apresentaram
crescimento em apenas uma (S1, S6, S7, S11) ou duas (S10, S12) fontes de amido.
Isto sugere que as linhagens que nao exibiram producdo de CGTase, necessitando
de maior periodo de tempo para adaptacdo ao meio e a fonte de carbono presente,
para entao, iniciar a secre¢ao da enzima.

As linhagens que ndo apresentaram a capacidade de conversdo nos tempos
analisados foram levadas a geladeira para posterior descarte e entdo comecaram a
exibir atividade enzimatica. Soares e colaboradores analisando linhagens mutantes
do fungo Aspergillus nidulans, observaram halos pequenos, menores que 2,0
durante o cultivo em estufa pelo periodo de 48 horas (Soares et al., 2010). Contudo,
ao guardarem as placas refrigeradas a 4 °C perceberam o aumento no tamanho do
halo, mesmo apés 10 dias, sugerindo que o microrganismo continuava retirando
nutrientes do meio de cultivo, metabolizando, entdo, o amido ainda disponivel
(Soares et al., 2010). Pode-se inferir entdo, que a refrigeracdo pode melhorar a acéo
das amilases ou entdo proporcionar uma condicdo estressante para o fungo, de
forma que ele degrada e consome mais compostos do que o normal pela
superexpressao de genes capazes de produzir mais enzimas e promover a obtencao
de energia. Partindo desse principio, sugere-se um maior estudo para verificar se ha
maior desempenho na degradacdo do amido quando as linhagens séao
acondicionadas sob baixa temperatura durante alguns dias. Os fungos analisados
foram mantidos a temperatura de 25 °C, ndo representando condi¢cdo de estresse
para 0s mesmos. Assim, tal fato pode ter influéncia para a producéo de amilases.

Para a selecédo daqueles isolados considerados bons produtores da enzima

ciclodextrina glicosiltransferase, foram consideradas as bactérias que apresentaram
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valores para o indice enzimatico =2 2,0. De acordo com Lealem e Gashe, valores
acima de 2,0 indicam que estes microrganismos sado bons produtores de enzimas
extracelulares em meio sélido (Lealem e Gashe, 1994). A maioria das bactérias
isoladas apresentou para o indice enzimético acima deste valor para pelo menos
uma das fontes de amido (Tabela 1).

Ainda de acordo com a Tabela 1, quatro apresentaram valores para o indice
enzimatico =2 2,0 (S4, S9, M1, M2) para as diferentes fontes de amido testadas. Isto
indica a versatilidade destas bactérias, podendo ser exploradas para fins de
aplicacao industrial. Destas, merece destaque a cepa S4 obtida a partir de amostras
de solo de plantacdo de banana de uma cidade do interior de Minas Gerais. Esta
cepa apresentou indice enzimético acima de 3,0 para todas as fontes de amido
testadas, sugerindo ser uma excelente produtora da enzima ciclodextrina
glicosiltransferase além de possuir ampla capacidade de adaptacdo a diferentes

substratos.

3.5 - Potencial de producédo enzimatica em diferentes fontes de amido

As enzimas estdo entre os produtos microbianos mais importantes obtidos
para a necessidade humana (Pandey et al, 1999) e sdo, em geral, mais Uteis que as
enzimas derivadas de plantas e animais, porque apresentam grande variedade da
atividade catalitica, maior rendimento, facil manipulacdo genética, producdo nao
dependente de variacbes sazonais e rapido crescimento em meio de cultura.
Também sdo mais estaveis que as enzimas de fontes animais e vegetais, mais
faceis de serem trabalhadas e seguras (Rao et al.,1998).

A sele¢cd@o de novos microrganismos produtores enzimaticos € talvez o maior

obstaculo na comercializagdo de novas enzimas. Entretanto, a otimizagdo das
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condi¢cdes de cultivo, assim como, a escolha de linhagens de microrganismos
apropriadas, podem levar a uma melhor producdo enzimética e reducdo de custos
(Carvalho, 2007).

Para avaliar a capacidade de converséo enzimética de cada um dos isolados
gue foram selecionados e que apresentaram crescimento = 2,0 em todas as fontes
de amido, foram calculados os indices enzimaticos nestas diferentes fontes em
fungéo do tempo.

As enzimas sao sensiveis as varia¢gdes da concentracdo de ions hidrogénio
do meio. Existe uma zona de pH para qual a atividade enzimatica é méaxima.
Normalmente, cada enzima possui um pH 6timo porque, como outras proteinas,
estas possuem muitos grupos ionizaveis, pertencentes a residuos de aminoacido da
molécula, de maneira que as trocas de pH podem alterar sua conformacao, sua
capacidade de unido com o substrato e a atividade catalitica dos grupos que formam
o sitio ativo. De forma similar, os grupos ionizaveis do substrato podem ser afetados
pelo pH, ja que possuem estados de ionizacdo diferentes, de acordo com o pH,
influenciando a formacé&o do complexo enzima-substrato (Thys, 2004).

A velocidade de uma reacdo enzimatica, aumenta com a temperatura até um
determinado valor, observando-se, a partir dai, um decrescimento acentuado,
decorrente da desativacao térmica das proteinas (Fonseca e Teixeira, 2007).

A concentracdo de substrato afeta diretamente a velocidade das reacdes
enzimaticas. A velocidade de uma reacao catalisada por enzima aumenta conforme
aumenta a concentracdo de substrato, até a velocidade maxima ser atingida

(Lenninger, 2007).
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Figura 4: indice enzimatico da Cepa S4 para as 3 fontes de carbono (amido P.A.,

mandioca e fécula de batata), medidos com 24, 48 e 72 horas.

Segundo a Figura 4, as médias dos indices enzimaticos da cepa S4
aumentaram ao longo do tempo para as trés fontes de amido presentes no meio
minimo. Esse isolado apresentou valores mais elevados na presenca do amido P.A.
como fonte de carbono. Essa constatacdo pode estar relacionada as condicfes
edaficas, ou seja, as caracteristicas do solo onde as bactérias foram inicialmente
coletadas (Leake e Read,1990). O solo onde a cepa S4 foi coletada pode apresentar
condicBes fisico-quimicas e substratos semelhantes ao meio de cultura utilizado,

justificando seu 6timo desempenho.
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Figura 5: indices enziméticos da Cepa S8 para as 3 fontes de carbono (amido P.A.,

mandioca e fécula de batata), medidos com 24, 48 e 72 horas.

A Figura 5 mostra o desempenho da cepa S8 nos trés substratos. Nos meios
contendo mandioca e fécula de batata o isolado S8 apresentou valores crescentes
ao longo do tempo. Sendo que o melhor desempenho foi demonstrado na presenca
da mandioca como substrato. Na presenca do amido P.A. a cepa exibiu seu maior
valor com 48 horas, diminuindo sua atividade na medida feita com 72 horas.
Segundo (Kunamneni et al., 2005), a producdo enzimética, depois de um
determinado tempo de crescimento, pode estar associada a necessidade de uma
massa minima de células para que 0 microrganismo consiga sintetizar suas

enzimas.
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Figura 6: indices enziméticos da Cepa S9 para as 3 fontes de carbono (amido P.A.,

mandioca e fécula de batata), medidos com 24, 48 e 72 horas.

A Figura 6 mostra que a producdo enziméatica da cepa S9 apresentou valores
crescentes para 0s meios contendo mandioca e fécula de batata como substrato. O
que indica que o local de coleta do isolado deve apresentar condigcdes semelhantes
ao meio de cultura (Leake e Read,1990). O isolado apresentou seu maior valor (2,8)
para o meio contendo amido P.A. como substrato na medida realizada no periodo de
48 horas. Porém apresentou reducdo de sua atividade enzimatica na medida
realizada com 72 horas. Tal decréscimo pode dever-se a reducdo do substrato
disponivel, devido a facilidade que a enzima do isolado S9 possui de converter o

amido P.A. em fonte de energia.
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Figura 7: indices enzimaticos da Cepa M1 para as 3 fontes de carbono (amido P.A.,

mandioca e fécula de batata), medidos com 24, 48 e 72 horas.

Como mostrado na Figura 7, o isolado M1 apresentou crescente atividade da
enzima nos trés substratos analisados. Tal verificagdo demonstra que o isolado
adaptou-se muito bem as condi¢des estabelecias no experimento. Segundo (Thiry e
Cingolani, 2002), diversos fatores devem ser considerados durante a produgéo de
enzimas, tais como a composi¢cdo do meio de cultivo, o substrato para a producéo
da enzima, a temperatura de incubacéo, o pH do meio de cultivo e de producao, a
aeracao e o uso de indutores, dentre outros.

Os valores mais elevados foram obtidos no periodo de 72 horas, tanto para
amido P.A. como para mandioca, mostrando o potencial da cepa M1 para producao

de enzima em diferentes fontes de amido.
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Figura 8: indices enzimaticos da Cepa M2 para as 3 fontes de carbono (amido P.A.,

mandioca e fécula de batata), medidos com 24, 48 e 72 horas.

A cepa M2 apresenta valores crescentes de atividade enzimatica nos meios
com amido P.A. e com fécula de batata (Figura 8). Sendo o melhor desempenho
notado com o amido P.A. Na presenca de mandioca no meio minimo, o isolado M2
apresentou valores semelhantes nas medidas realizadas com 24 e 48 horas,
exibindo um aumento de atividade na medida realizada com 72 horas. Pode-se
atribuir esse resultado a um periodo de 48 horas para adaptacdo, para entao,
aumentar sua atividade, de acordo com (Kunamneni et al., 2005).

A influéncia da temperatura na producdo de amilase tem sido relacionada
com o crescimento dos organismos. Uma larga faixa de temperatura (35-80 °C) tem
sido descrita para o crescimento 6timo de bactérias e produgdo de a-amilase (Lin et
al., 1998; Burhan et al., 2003).

Os isolados precisam ser identificados e suas condicbes de cultivo para
purificacdo da enzima, otimizadas. Caracteristicas como funcionalidade e

estabilidade da enzima, aspectos bioquimicos, assim como as melhores condicdes
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de diferentes faixas de pH e temperatura, necessitam ser analisados para realmente

determinar sua aplicacéo biotecnolégica (Polizelli et al., 2005).

4. CONCLUSAO

A realizacdo deste trabalho permitiu a identificacdo de 17 bactérias que
apresentaram boa producéo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase. Esta enzima
tem importante apelo biotecnolégico e industrial em funcdo da sua capacidade de
converter fontes de amido em ciclodextrina. Esta molécula por sua vez, tem
aplicacbes nos mais diversas areas industriais, incluindo a farmacéutica, alimenticia,
téxtil e cosmética.

Das bactérias selecionadas, pelo menos quatro delas apresentaram valores
para o indice enzimatico acima de 1.5 — valor que é preconizado na literatura como
ponto de corte para a selecdo de microrganismos produtores de enzimas
extracelulares. Destas, a cepa S4, identificada em amostra de solo de cultivo de
banana, apresentou valores para indice enzimatico proximos de 4.0 para as trés
diferentes fontes de amido testadas. Das fontes de amido avaliadas, merecem
destaque a mandioca e a batata, por serem matéria-prima de baixo custo, tornando
a S4 um microrganismo atrativo para aplicagdes industriais.

Estudos complementares estdo sendo realizados para se caracterizar
molecularmente a bactéria S4 e sua imobilizacdo em matrizes poliméricas para
otimizar a produgdo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase em biorreatores.
Além disto, pretende-se realizar a expressao heterdloga do gene codificante para
esta enzima proveniente da bactéria S4 em Escherichia coli visando aumentar a

producéo e a termoestabilidade desta enzima.
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CONSIDERACOES FINAIS
Com a realizacdo deste projeto foi possivel identificar 17 bactérias que
apresentaram boa producéo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase com valores
para o indice enzimatico acima do que € preconizado na literatura para a
bioprospecgdo destes microrganismos. Estudos complementares estdo em
andamento para que seja possivel a identificacdo precisa da espécie de bactéria
encontrada. Para isto, 0 DNA de todas as 17 bactérias foi extraido, a regido 16S foi
amplificada e o sequenciamento esta em processo de finalizacdo. Esta etapa é
importante para que se conheca as espécies selecionadas. Dois outros projetos
estdo relacionados a este que visam aumentar a produgdo da enzima pela
expressdo heter6loga do gene codificante para a enzima e também pela
imobilizacdo desta bactéria em matrizes poliméricas visando a sua producdo em
biorreatores. A bioprospec¢cédo em solos brasileiros demonstrou ser uma alternativa
importante para a selecdo de microrganismos que produzam moléculas de interesse

biotecnoldgico.
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