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Resumo: A enzima ciclodextrina-glicosiltransferase (CGTase) catalisa a
degradacao do amido, originando oligossacarideos ciclicos constituidos de
unidades de glicopiranosil. O fator limitante & utilizacdo de ciclodextrinas
(CDs) na industria é o alto custo de producédo. A técnica de uso da CGTase
imobilizada tem sido proposta como uma alternativa que possibilita seu uso
continuo e repetido, diminuindo a perda enzimatica e melhorando a
estabilidade do biocatalisador. Neste trabalho, a CGTase comercial
(Toruzyme®) foi imobilizada em silica de porosidade controlada, utilizando
octadecil-tri-metoxi-silano (OTMS) como agente modificador do suporte e
aplicou-se a mesma na producdo de CDs. Espera-se com esta pesquisa
reduzir os custos de producao das CDs.

Introducao

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos consistindo de seis (a-
CD), sete (B-CD), oito (y-CD) unidades de glicose unidas por ligacdo a-(1,4).
Elas sao produzidas a partir do amido com a enzima ciclodextrina-
glicosiltransferase (CGTase) (DEL VALLE, 2004).

As aplicacdes das CDs na industria farmacéutica séo relevantes: aumento
da estabilidade das substancias ativas frente a hidrélise, a oxidacao, ao calor
e a luz, aumento da solubilidade e biodisponibilidade de farmacos,
diminuicéo de efeitos adversos, reducéo da acéo irritante de farmacos sobre
a mucosa gastrica na administracdo oral e, também, podem ser utilizadas
para mascarar sabores desagradaveis em formulacées (DEL VALLE, 2004).
A producao industrial de CDs tem sido principalmente conduzida em
sistemas descontinuos, com a utilizagcdo da CGTase solubilizada no meio
reacional, sendo que neste sistema € dificil o reaproveitamento enzimatico
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em diversas reacdes consecutivas. A técnica de uso da CGTase imobilizada
tem sido proposto como uma alternativa que possibilita seu uso continuo e
repetido, evitando a solubilizacdo e perda enzimatica, e melhorando a
estabilidade do biocatalisador (MATTE et al., 2012).

Diversas enzimas ja foram imobilizadas em uma variedade de matrizes de
silica, utilizando diferentes métodos. Suportes de silica sdo excelentes
materiais para imobilizagdo enzimética, devido a sua excelente
biocompatibilidade, rigidez, estabilidade mecanica e operacional, alta
estabilidade térmica, além de n&do possuir toxicidade, e mostrar uma
resisténcia notavel a degradacéo por microrganismos e solventes (MATTE et
al., 2012). Neste trabalho imobilizou-se a CGTase comercial (Toruzyme®)
em silica de porosidade controlada, empregando octadeciltrimetoxisilano
(OTMS) como agente modificador da silica, e utilizou-se a enzima na
producao de CDs.

Materiais e métodos

Preparo do suporte e imobilizagéo da enzima

Para a reacdo de modificacdo da silica foi realizada a silanizacéo de 10 g de
silica de porosidade controlada, adicionando 60 mL de etanol e 3 mL de OTMS
em agitador orbital a 180 rpm, com temperatura controlada de 60 °C por 3h.
Apos, o material foi filtrado e lavado por duas vezes com 120 mL de etanol
absoluto, seguido de 2 vezes com 120 ml de agua ultra-pura e, entdo, levado a
estufa para secagem por 24 h a 105 °C. ApGs a secagem o material foi
acondicionado em dessecador para as etapas de imobilizacao.

A imobilizacdo da CGTase comercial (Toruzyme®) foi feita adicionando, em
erlenmeyer de 125 ml, uma solugdo de 10 mL de hexano e isopropanol (10:1)
com 3 mL da enzima comercial e 5 g da silica modificada com OTMS. O tubo
foi agitado por 5 min a 120 rpm e em seguida, acondicionado dentro de um
dessecador, onde foi feita a aplicacdo controlada de vacuo até total
evaporacao do solvente. Apds a secagem, a silica com a enzima imobilizada
foi lavada com diferentes solucdes, a fim de se obter a otimizacdo do processo
de lavagem, e armazenada em dessecador para que fossem realizados os
testes posteriores.

Otimizacao da lavagem

A otimizacdo do procedimento de lavagem da silica contendo CGTase
imobilizada foi feita lavando-se a silica com hexano e agua (teste 1), solucéo
tampao citrato de sodio (teste 2) e auséncia de lavagem apds imobilizacao
(teste 3), em trés ciclos consecutivos de producéo de beta-CD

Otimizacao da concentracdo empregada de CGTase

FUNDA ‘o W7 ’
T Gl
A

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




13a 14 de outubro
de 2016

Foi realizado um experimento prévio para a atividade de producdo das
ciclodextrinas pela enzima imobilizada, utilizando diferentes concentracdes da
enzima (50, 100, 200, 400, 600 e 800 ul enzima / g de silica).

Resultados e Discussao

Otimizacao da lavagem

No primeiro ciclo de producédo a silica com a enzima imobilizada sem lavar
apresentou uma producdo de beta-CD maior do que quando lavada com
solucdo de hexano/agua e tampéao citrato de sddio. Contudo, esse resultado era
esperado e ndo poderia servir de comparacdo, visto que, sem a etapa de
lavagem ha muita enzima livre em torno da silica e esta enzima acaba se
perdendo na reacdo, fato que pode ser observado pelo ciclo 3, no qual a
producdo de beta-CD da silica sem lavar foi inferior em relagdo aos outros
testes. Nos ciclos 2 e 3, a enzima imobilizada lavada com a solugdo de
hexano/agua apresentou uma producao maior de beta-CD comparado a silica
lavada com tampdo citrato de sédio e a silica sem lavar, sendo este o método
mais adequado, que sera empregado para prosseguimento dos experimentos.
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Figura 1 — Producéo de beta-CD a partir da enzima imobilizada em silica testando a
lavagem com hexano e agua, solucdo tampao citrato de sédio e auséncia de lavagem apos
imobilizacdo, em trés ciclo de producao.

Otimizacao da concentracdo empregada de CGTase

Como pode ser observado na Figura 2, a producéo de ciclodextrina cresce
proporcionalmente em relagdo a concentracdo da enzima imobilizada até a
concentracao empregada.
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Figura 2: Experimento prévio para produgdo de CDs por imobilizag&o da enzima nas concentragées de 50, 100,
200, 400, 600 e 800 pl enzima / g de silica.

Novos testes serdo realizados aumentando a concentracdo de CGTase por
grama de silica.

Conclusbes

Os resultados indicam que h& a producgéo de ciclodextrinas a partir da CGTase
imobilizada em silica de porosidade controlada em pelo menos trés ciclos,
sendo que a lavagem da silica com hexano e agua € a melhor técnica
empregada, e a producdo de ciclodextrina cresce proporcionalmente em
relacdo a concentracdo da enzima utilizada na imobilizagdo. Espera-se com
essa pesquisa proporcionar o desenvolvimento de uma tecnologia de producao
de ciclodextrinas mais economicamente viavel, gerando uma caracteristica
diferenciada e atraente para industrias que empregam ciclodextrinas.
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