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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo melhorar o rendimento da producéo de ciclodextrinas
(CDs) a partir da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) semipurificada de Bacillus
firmus cepa 37, utilizando um sistema de ultrafiltracdo em bateladas repetitivas para remoc¢do dos
produtos inibitdrios e para reutilizacdo da CGTase. O substrato utilizado foi o amido de milho 5%
(p/v) na presenca de etanol 10% (p/v). Realizou-se 16 bateladas consecutivas. Na primeira batelada a
produgdo de f-CD foi de 12,6 mmol/L, decaindo progressivamente até atingir menos de 50% da
capacidade inicial. A y-CD foi produzida em baixa quantidade e o-CD ndo foi produzida em
guantidade detectavel. A presente pesquisa foi satisfatoria para producdo de f-CD, tendo uma
seletividade de 92,8% para esta CD.
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INTRODUCAO

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos produzidos a partir da reacdo de
ciclizacdo do amido, catalisada pela enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). As
mais comuns sdo o-CD, B-CD e y-CD, constituidas de 6, 7 e 8 unidades de glicose,
respectivamente, unidas por ligacdes a-1,4. A CGTase € uma enzima monomérica, com peso
molecular da ordem de 74,5 kDa. E uma enzima extracelular produzida por diversos micro-
organismos, especialmente do género Bacillus (LEEMHUIS et al., 2010; MATHEW e
ADLERCREUTZ, 2013). As moléculas de CD possuem cavidade lipofilica e sdo capazes de
formar complexos de inclusdo com compostos de tamanho, forma e hidrofobicidade
adequadas, conferindo mudancas nas propriedades fisico-quimicas da molécula hospede,
como a estabilidade e a solubilidade (LI et al., 2007).

Pesquisadores tém relatado uma forte inibicdo da CGTase pelas CDs produzidas no
meio. Assim, o rendimento das CDs pode ser melhorado por sua eliminacdo da mistura
reacional, o que pode ser obtido pelo emprego de um sistema de ultrafiltracdo acoplado ao
reator (GAWANDE e PATKAR, 2001; GASTON et al., 2009). Pela importancia das CDs e
suas intmeras aplicacbes industriais, a presente pesquisa teve por objetivo produzir e
semipurificar a CGTase de B. firmus cepa 37 e produzir CDs em bateladas repetitivas a partir
do substrato amido de milho 5% (p/v), na presenca de etanol 10% (p/v). O sistema de
ultrafiltracdo empregado possibilitou a reutilizacdo da CGTase em bateladas repetitivas e a
remocdo de produtos inibitdrios. Este estudo traz novas perspectivas para a produgdo
industrial de CDs no Brasil, onde ha grande disponibilidade de substrato a um valor acessivel.
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MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e condicdes de cultivo

Para o crescimento do B. firmus cepa 37 em placa, a 37 °C por 48 h, foi utilizado um
meio de cultivo s6lido com a seguinte composicdo (% p/v): amido solvel 1,0; polipeptona
0,5; extrato de levedura 0,5; K;HPO, 0,1; MgS0,4.7H,0 0,02; Na,CO3 1,0; &gar 1,5; 4gua
purificada g.s.p. 100,0. Para a producéo da CGTase, foi utilizado um meio de cultivo liquido
com a mesma composicdo descrita para 0 meio solido, exceto o agar.

Para a producdo de CDs pela CGTase de B. firmus cepa 37 empregou-se um meio
reacional constituido por tampao Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) 20% (v/v), solucdo de CaCl, 5
mM 10% (v/v), etanol 10% (v/v), amido de milho 5% (p/v) e agua purificada g.s.p. 100%.

Producao e semipurificacdo da CGTase

Um pré-inoculo utilizando 70,0 mg de células liofilizadas em 50,0 mL de meio de
cultivo foi incubado a 37°C e 80 rpm, por 48 h. Em seguida, 0 micro-organismo reativado foi
transferido para um frasco Erlenmeyer de 2,0 L contendo 1,0 L de meio liquido e este foi
incubado a 37°C e 80 rpm, por 5 dias. No final do quinto dia, o0 meio foi centrifugado para
remocdo de células e particulas insoldveis. Uma aliquota do extrato bruto (sobrenadante) foi
coletada para determinacao do teor de proteinas e da atividade enzimatica.

A semipurificacdo do extrato bruto foi realizada a fim de eliminar compostos
contaminantes e concentrar a enzima. Para precipitacdo de proteinas, adicionou-se 280,5 g de
sulfato de amdnio a 500 mL do extrato bruto (80% de saturacdo). A solucdo foi mantida por
48 h em geladeira (4°C) e, em seguida, o precipitado proteico foi separado por centrifugacéo a
4°C e 8000 rpm, por 20 min. O sedimento foi suspenso em 50 mL de tampéo Tris-HCI 50
mM, pH 8,0 e solucdo de CaCl, 5 mM na proporcdo 60:40 e, em seguida, submetido a
ultrafiltracio em membrana de 30 kDa NMWL e 44,5 mm de didmetro em dispositivo
Amicon®. Para lavagem, adicionou-se mais 50 mL da mistura de solucdes citada e efetuou-se
nova ultrafiltracdo, restando 25 mL do volume total. Entdo, determinou-se a atividade
enzimatica, o teor de proteinas e a atividade enzimatica especifica da amostra.

Producédo de CDs em bateladas repetitivas, com ultrafiltracdo do meio reacional a
cada 12 h

Com a CGTase semipurificada do B. firmus cepa 37, procedeu-se a producdo de CDs a
partir do substrato amido de milho 5% (p/v) na presenca de etanol 10% (p/v), pH 8,0, em um
sistema de bateladas repetitivas com 12 h de duracdo. Entre as bateladas, o0 meio reacional foi
ultrafiltrado para remocdo das CDs e demais produtos inibitorios. A CGTase foi recuperada e
reutilizada na proxima batelada. Utilizou-se reator de vidro encamisado com capacidade para
50 mL de meio reacional, sob agitacdo constante e temperatura de 50°C.

Ao término da primeira batelada, todo o volume de meio foi transferido, por bomba
peristaltica, para dispositivo Amicon®, no qual passou por ultrafiltragio em membrana de 10
kDa NMWL e 44,5 mm de didmetro, por pressdo de gas nitrogénio e sob agitacdo. O filtrado
foi recolhido e armazenado para determinagdo da concentragdo de CDs por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE). O volume retido (contendo a enzima) foi suspenso em um
novo meio reacional com a concentragdo de amido de milho corrigida de acordo com a taxa
de conversdo. Com a bomba peristaltica, os novos 50 mL de meio de producdo foram
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transferidos para o reator. Sob as mesmas condicgdes, bateladas subsequentes de 12 h foram
realizadas, aplicando o procedimento de ultrafiltracdo no final de cada uma.

Métodos analiticos

O teor de proteinas foi determinado pelo método de Bradford, utilizando albumina
bovina como padrdo (BRADFORD, 1976). A atividade enzimatica foi determinada de acordo
com a produgdo de B-CD. Uma unidade de atividade corresponde a quantidade de CGTase
que produz 1 pmol de B-CD/min nas condi¢des de reacdo empregadas (MORIWAKI et al.,
2009). A partir desses dados, calculou-se a atividade enzimatica especifica (Ae), expressa
como a atividade por miligrama de proteina (U/mg).

A concentragdo de a-CD, B-CD e y-CD foi determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), utilizando as mesmas condigdes descritas por Fenelon e colaboradores
(2015). Os resultados foram avaliados por meio de analise de variancia (ANOVA), e as
médias comparadas por meio do teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final da producdo da CGTase, o teor de proteinas encontrado no extrato bruto foi
de 0,03 mg/mL, atividade enzimatica de 0,13 pumol de B-CD/minymL (U) e atividade
especifica de 4,21 U/mg. A atividade enzimatica determinada para a CGTase semipurificada
foi de 2,44 umol de B-CD/minymL e o teor de proteina foi de 0,19 mg/mL. A atividade
enzimatica especifica correspondeu a 12,64 U/mg. Estes resultados foram considerados
satisfatorios para que a enzima fosse utilizada no ensaio de producgéo de CDs.

De acordo com a Figura 1, no ensaio de producdo de CDs em bateladas repetitivas
com duracdo de 12 h, foi possivel a realizacdo de 16 bateladas repetitivas. Na primeira
batelada, a producdo de p-CD alcancou 12,64 mmol/L, sendo que apenas uma pequena queda
foi observada na segunda batelada (11,10 mmol/L). Nas demais bateladas, a produgdo de -
CD caiu progressivamente até atingir menos de 50% de sua capacidade inicial.
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Figura 1: Produgdo de CDs a partir do substrato amido de milho 5% (p/v) na presenca de etanol 10% (p/v), pH
8,0, em um sistema de bateladas repetitivas com 16 ciclos de 12 h de duragéo.
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Quantidade pouco significativa de y-CD foi produzida no decorrer das bateladas
repetitivas, correspondendo a uma concentracdo média de 0,56 mmol/L. Para a maioria das
bateladas, a a-CD ndo foi produzida em quantidade detectavel. Sendo assim, uma excelente
seletividade para B-CD foi obtida com a utilizacdo de bateladas de 12 h e corregdo da
concentragdo do substrato, alcancando 92,8% para a totalidade do ensaio. Para fins de
comparacgdo, em estudo realizado anteriormente pela equipe (FENELON et al.,, 2015), a
seletividade para B-CD verificada em bateladas de 24 h com o extrato bruto da CGTase (na
auséncia de etanol e sem correcdo da concentracdo de substrato) foi de 85,7%. Essa menor
seletividade para ensaios de 24 h pode ser entendida como reflexo da aproximacdo do
equilibrio de producdo da B-CD, fazendo com que a CGTase direcione sua produgéo para as
demais CDs.

CONCLUSOES

O sistema de ultrafiltracdo empregado possibilitou a reutilizagdo da CGTase por 16
ciclos consecutivos. As bateladas repetitivas de 12 h, utilizando a CGTase de B. firmus cepa
37 semipurificada e substrato amido de milho 5% (p/v) na presenca de etanol 10% (v/v)
favoreceram seletivamente a produgdo de B-CD, fato especialmente vantajoso quando se
pensa na purificacdo dessa molécula a partir da mistura obtida.

Este estudo traz uma perspectiva favoravel para producdo industrial das CDs no
Brasil. O pais é grande produtor do substrato utilizado e as condi¢fes de processo testadas
podem aumentar o rendimento e viabilizar a obtencdo de CDs em larga escala.
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