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Resumo:

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) comercializada com o nome de
Toruzyme® é uma enzima produzida por uma linhagem de Bacillus
geneticamente modificada. CGTases produzem ciclodextrinas (CDs) a partir
de uma reacao de transglicosilagéo intramolecular (ciclizagao) do amido. O
uso das CDs tem aumentado consideravelmente, incluindo aplicacbes na
industria farmacéutica, alimenticia, cosmeética, téxtil, quimica entre outras.
No Brasil ha uma grande motivacao para o estudo de métodos de producao
de CDs, ja& que h& grande disponibilidade do substrato amido a baixo custo,
0 que torna atraente a perspectiva de producédo de CDs. Este projeto teve
por objetivo produzir CDs com a enzima comercial Toruzyme® e otimizar o
meio de producdo em relacdo a temperatura e pH utilizados. No intervalo de
temperatura de 40 a 90°C, a temperatura de 70°C alcangcou a maior
producéo de B-CD, chegando a 23,56 mg/mL. Ja no intervalo de pH de 4 a
10, o pH 6 apresentou o melhor resultado, chegando a 20,43 mg/mL de -
CD. Considerando as diversas aplicacdes das CDs e a necessidade de sua
disponibilizagdo para o emprego industrial, o0 uso de uma enzima comercial
de facil aquisicao facilita a producdo de CDs no Brasil, bem como atender a
demanda do mercado mundial.
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Introducao

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos, nos quais as unidades
de glucose estao unidas por ligacdes a-1,4, sendo constituidas por 6, 7 ou 8
unidades, denominadas de a, B ou y-CD, respectivamente. Elas sao
produzidas a partir da reacéo de ciclizacdo do amido catalisada pela enzima
ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). A CGTase comercializada pela
empresa Novozymes, com o nome de Toruzyme®, é uma enzima produzida
por uma linhagem de Bacillus (hospedeiro) geneticamente modificada que
recebeu o gene para CGTase de uma linhagem de Thermoanaerobacter
(doador). No Brasil ha uma grande motivacao para o estudo de métodos de
producdo de CDs, j& que ha uma disponibilidade do substrato amido a baixo
custo, 0 que torna atraente a perspectiva de producdo de CDs, que sao
produtos de alto valor agregado (BERTOLINI et al., 1998). Considerando a
necessidade de disponibilizacdo de CDs para aplicacdo industrial e a
vantagem do substrato de custo reduzido no Brasil, 0 presente projeto teve
por objetivo utilizar a enzima comercial Toruzyme® para producéo de CDs e
otimizar as condi¢cOes de producédo em relacao a temperatura e pH.

Materiais e métodos

Avaliacdo da producéo de CDs pela enzima comercial Toruzyme® utilizando
diferentes temperaturas e pHSs:

A influéncia da temperatura sob a producéo de CDs foi testada a 40, 50, 60,
70, 80 e 90°C, utilizando como substrato maltodextrina 10% (p/V) em pH 6,
aproximadamente 0,65 mg/L de CGTase Toruzyme® durante 24 h. Amostras
foram coletadas nos tempos de 0, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 360, 720 e 1440
min, imediatamente inativadas, utilizando 2 mL de HCI| 0,02 N e banho
fervente durante 10 min, para posterior dosagem espectrofotométrica da -
CD produzida.

A influéncia do pH sob a producéo de CDs foi testadaem pH 4,5,6,7,8,9 e
10, utilizando substrato maltodextrina 10% (p/V), aproximadamente 0,65
mg/L de enzima, dissolvidos em tampao Mcilvaine para os pHs descritos, a
65°C durante 24 h. A coleta das amostras, inativacdo e dosagem foram o0s
mesmos acima citados.
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Determinacgédo espectrofotométrica de 8-CD:

A determinacédo da concentracéo de -CD utilizando o método de dosagem
espectrofotométrico com fenolftaleina (PHE), baseia-se na formacédo de um
complexo entre o corante e a molécula de B-CD, que causa reducdo da
absorcdo colorimétrica da solugdo em 550 nm. Uma curva padrao foi
preparada com diluicbes de uma solucéao de B-CD e utilizando como branco
agua destilada. A dosagem foi feita com 0,5 mL da amostra e 2,5 mL da
solucdo trabalho de fenolftaleina. De acordo com a Teoria da Complexacéo
(TARDIOLI et el., 2006) e os dados da curva padrdo, a equagao para
calcular a concentracéo de p-CD foi a que segue:
Cpon =03 (1—A—BS) (1 +1,1465 ABS(’) Eq. 1
ABS BS

0

Resultados e Discussao

O efeito da temperatura e pH no meio de producéo de CDs estdo mostrados
nas Figuras 1 e 2, respectivamente. A producao foi realizada utilizando as
condi¢des padrao ja citadas, variando a temperatura de 40 a 90°C, e ao final
das 24 h de reacao, a temperatura de 70°C alcancou a maior producéao de B-
CD, chegando a 23,56 mg/mL. Quando houve a variagédo de pH de 4 a 10, o
pH 6 mostrou a maior concentracao, 20,43 mg/mL de B-CD produzida. O

teor de proteinas dosado foi de 3,24 mg de proteinas/mL de enzima.
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Figura 1 — A) Producéo de B-CD utilizando 0,02% (V/V) de CGTase comercial,
maltodextrina 10% (p/V) e diferentes temperaturas. B) Produg&o de (3-CD ao final de 6, 12 e
24 hrs.
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Figura 2 — A) Producéo de B-CD utilizando 0,02% (V/V) de CGTase comercial,
maltodextrina 10% (p/V) e diferentes pHs. B) Producéo de (3-CD ao final de 6, 12 e 24 hrs.

Conclusbes

Dentre as temperaturas testadas, aquela que apresentou resultado mais
satisfatorio para a producdo de CDs foi 70°C. Em relagdo aos valores de pH
testados, verificou-se um melhor resultado utilizando o pH 6. Portanto, a
atuacdo da enzima comercial Toruzyme® foi eficiente dentro dos parametros
utilizados, podendo ser empregada na producédo de CDs no Brasil.
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