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Resumo:

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos, produzidos a partir da
reacdo de ciclizacdo do amido e catalisada pela enzima ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase). As CDs mais comuns séo a-, B- e y-CD, que
apresentam habilidade em encapsular uma larga faixa de moléculas,
podendo aumentar sua estabilidade e/ou solubilidade. Este projeto teve por
objetivo empregar maltodextrina como substrato e células de Bacillus firmus
cepa 37 imobilizadas em esponja vegetal para produzir CDs, e empregar o
processo de cristalizacdo para purificar a pB-CD produzida. As células
imobilizadas em esponja vegetal mostraram-se capazes de produzir CDs, e
a cristalizacdo para a purificacdo da B-CD produzida demonstrou ser um
método eficiente, pois alcangou uma pureza de 89,54%.

Introducao

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos, ndo redutores, nos
quais as unidades de glucose estdo unidas por ligacbes a-1,4, sendo
constituidas por 6, 7 ou 8 unidades, denominadas de a-, - ou y-CD,
respectivamente. Elas sdo produzidas pela enzima ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase). As CDs tém inumeras aplicacdes em
diferentes é&reas, tais como farmacia, alimentos, cosméticos, industrias
téxteis, agricultura, biotecnologia, entre outras. Desta forma, recursos que
possam melhorar a sua producdo, como a imobilizacdo das bactérias
produtoras de CGTases sdo interessantes. Sistemas de células viaveis
imobilizadas sdo vantajosos, pois permitem o uso continuo e repetido do
micro-organismo. Devido a baixa solubilidade da B-CD, quando comparada
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com as outras CDs, a cristalizacdo é a técnica mais apropriada para a
purificacdo desta molécula. Considerando a importancia das CDs e suas
inUmeras aplicagBes industriais, a presente pesquisa teve por objetivo
imobilizar Bacillus firmus cepa 37 em esponja vegetal para ser usado como
fonte direta de producdo de CDs e utilizar o processo de cristalizacao para
purificar a B-CD produzida.

Materiais e métodos
Condicdes de cultivo e reativacado do micro-organismo

B. firmus cepa 37 foram cultivados em meio solido contendo amido solavel,
polipeptona, extrato de levedura, K;HPO,4, MgS0,4.7H,0, Na,CO3 e agar, e
em seguida liofilizados. Para a reativagcdo, 30 mg de células foram
adicionadas em meio liquido, incubadas a 37°C, 120 rpm por 24 h.

Procedimentos de imobilizac&o

A imobilizagcdo de micro-organismos por adsorcdo em esponja vegetal foi
realizada de acordo com Pazzetto e colaboradores (2011). Em cada frasco
contendo os micro-organismos reativados, foram adicionados trés discos de
esponja, e esses foram incubados a 37°C, 120 rpm por 10 dias.

Producéo de ciclodextrinas e purificagéo de B-CD por cristalizacao

As matrizes foram lavadas em salina estéril e entdo transferidas para os
meios de producéo contendo maltodextrina, tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 8,0,
solucédo de CaCl, 5mM e agua purificada. Estes frascos foram incubados a
60°C, 120 rpm durante 3 dias.

Ao final do ciclo de producao, as esponjas foram removidas e a cristalizacao
de B-CD foi iniciada. As amostras foram centrifugadas (9000 xg, 30°C, 20
min) e o sobrenadante foi incubado a 100°C durante 10 min. Em seguida, as
amostras foram descoloridas por carvao ativado 1% (p/V) por 2 h, a 40°C e
agitacao de 120 rpm. Posteriormente, elas foram filtradas em papel de filtro,
novamente centrifugadas (3000 xg, temperatura ambiente, 10 min) e
concentradas para 1/3 do volume inicial usando um rota-evaporador a 70°C.

Apés a etapa de evaporacdo, o material foi submetido a um resfriamento
progressivo em um reator encamisado com agitacdo magnética. A solucéo
foi resfriada para uma temperatura de 20°C a uma velocidade de 10°C por
hora, e esta temperatura foi mantida durante 12 h. Em seguida, o material foi
transferido para tubos de centrifuga, resfriados a 10°C e mantido nestas
condi¢cbes por 24 h sem agitacdo. Os tubos foram centrifugados (9000 xg,
10°C, 20 min) para separar a B-CD precipitada. Esta foi seca em estufa a
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60°C durante 24 h, e depois a 80°C durante mais 24 h. Entdo, o material foi
moido até se tornar um pé fino, pesado, e determinada a pureza por CLAE.

Anélise de ciclodextrinas

A concentracdo de B-CD foi determinada por colorimetria utilizando
fenolftaleina. a-, p- e y-CDs foram determinadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) (TARDIOLI et al, 2006 e MORIWAKI et al., 2007).

Resultados e Discussao

Ao final do ciclo de producédo, por meio do método colorimétrico, foi
verificado uma concentracdo de 10,86 mg/mL de 3-CD. Por meio do método
cromatografico foi verificado uma producdo média de 1,7 mg/mL de a-CD,
11,5 mg/mL de B-CD e 2,5 mg/mL de y-CD. Apés estas analises, os discos
foram retirados do meio de producéo e o volume resultou em 371 mL. O
material foi centrifugado e o sobrenadante foi inativado a CGTase. Por
colorimetria foi dosado a concentracédo de B-CD do precipitado, que resultou
em 0,07 mg/mL, e do sobrenadante em 10,78 mg/mL. Por CLAE resultou em
2,1 mg/mL de a-CD, 9,0 mg/mL de B-CD e 3,1 mg/mL de y-CD (Figura 1).
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Figura 1 — A) Cromatograma do meio de produc¢do. B) Cromatograma do meio de producéo
depois de centrifugado e fervido.

Tabela 1 — Resumo dos resultados da produgédo de CDs por células imobilizadas de
Bacillus firmus cepa 37 em esponja vegetal e utilizando maltodextrina 5% como substrato.

Amostra A  AmostraA  AmostraA  Amostra A  Precipitado

MALTODEXTRINA 1O término no término depois de depois de A -PHE
5% da produgdo da produgdo centrifugada centrifugada
"“g’?lleuzgﬂk (mg/mL) - (mg/mL) - e fervida e fervida
PHE HPLC (mg/mL) - (mg/mL) -
PHE HPLC
Alfa-CD 1.7 2.1
Beta-CD 10.86 11,5 10,78 9.0 0,07

Gama-CD 2.5 3.1
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Depois de finalizada a cristalizacéo, apds a secagem, o material foi pesado e
resultou em 2,1417 g. A umidade foi medida pelo método de Karl Fischer
gue resultou em 10,7692%. Por CLAE foi medido a pureza da B-CD
cristalizada que resultou em 89,54% (Figura 2).

Figura 2 — Cromatograma da amostra cristalizada
Conclusbes

As células de B. firmus cepa 37 imobilizadas em esponja vegetal, utilizando
maltodextrina 5% como substrato, mostraram-se capazes de produzir
ciclodextrinas. A cristalizacdo para a purificacdo da [B-CD produzida
demonstrou ser um método eficiente, pois alcangou uma pureza de 89,54%.
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