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Resumo:

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos constituidos de seis,
sete, oito ou mais unidades glicopiranosil, produzidas a partir do amido com
a enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). O fator limitante a
utilizacdo de CDs na industria € o alto custo de producdo. A técnica de
imobilizacdo enzimatica possibilita uso continuo e repetido de enzimas,
melhorando a estabilidade do biocatalisador. O objetivo deste trabalho foi
imobilizar CGTase comercial (Toruzyme® 3.0L) em silica de porosidade
controlada por método de ancoragem em superficie e aplica-la na producéo
de CDs. O método mostrou-se muito eficiente na imobilizacdo da CGTase
comercial, pois nas condi¢cGes otimizadas foi possivel imobilizar 89,63% de
CGTase, que manteve boa performance. A técnica de imobilizagdo avaliada
se mostrou simples e com suporte a base de silica de preco acessivel.

Introducao

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos constituidos de seis (a-
CD), sete (B-CD), oito (Y-CD) ou mais unidades glicopiranosil unidas por
ligacdo a-(1,4), produzidas a partir do amido com a enzima ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase) (DEL VALLE, 2004). As CDs possuem o
exterior hidrofilico e uma cavidade interna hidrofébica, sendo capazes de
formar complexos de inclusdo com uma ampla variedade de moléculas
apolares, e devido a esta caracteristica, elas sao utilizadas diversas areas
(MATIOLI, MORAES e ZANIN, 2000).

A producéo industrial de CDs tem sido conduzida em sistemas descontinuos
com a utilizagdo da CGTase solubilizada no meio reacional, sendo que neste
sistema € dificil o seu reaproveitamento. Uma alternativa € a técnica de
imobilizacdo de enzimas, que possibilita seu uso continuo e repetido,
evitando a solubilizacdo e a perda, e melhorando a estabilidade do
biocatalisador (MATTE et al., 2012).

Muitas enzimas ja foram imobilizadas em uma variedade de matrizes de
silica utilizando diferentes métodos. As silicas sdo suportes mesoporosos
que oferecem propriedades especiais como suportes de imobilizacéo, tais
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como elevada area superficial, estabilidade térmica e mecanica, facilidade
de manuseamento, capacidade de suportar altas taxas de fluxo em reatores
continuos, ndo toxicidade e ndo sdo atacadas por micro-organismos e
solventes organicos (HUDSON, COONEY e MAGNER, 2008).

O objetivo deste trabalho foi imobilizar a CGTase comercial (Toruzyme®
3.0L) em silica de porosidade controlada por método de ancoragem em
superficie utilizando Octadeciltrimetoxisilano (OTMS) como agente
espacador entre a enzima e 0 suporte, otimizando alguns parametros do
processo de imobilizacdo enzimatica, para aplica-lo na producéo de CDs.

Materiais e métodos

Imobilizacdo de CGTase em silica por método de ancoragem

O suporte de imobilizagdo da CGTase foi preparado por duas etapas, a
primeira etapa consistiu na modificacdo quimica da silica e a segunda na
imobilizacdo enzimética. A modificagdo quimica foi realizada por reacéo de
silanizacao de 10 g de silica de porosidade controlada com 60 mL de etanol
absoluto e 3 mL de OTMS, a 60 °C, 180 rpm, 3 h.

A etapa de imobilizacédo foi realizada adicionando 5 g da silica modificada
em Erlenmeyer contendo 3 mL da enzima livre e 10 mL de hexano a
temperatura ambiente. A suspenséo foi agitada a 100 rpm pelo periodo de 5
min. Em seguida foi aplicado vacuo controlado até total evaporacdo do
solvente. Apés imobilizacédo, a silica foi lavada com hexano seguido de agua
ultrapura, seca a temperatura ambiente e armazenada em dessecador.

Otimizacéo da imobilizacdo enzimatica

A otimizacao da imobilizacdo enzimatica foi conduzida variando os seguintes
parametros: solvente utilizado na lavagem da silica apds imobilizacdo
(hexano seguido de agua; solucédo tampao citrato de sédio 10 mM pH 6.0);
solvente utilizado na imobilizag&o (hexano puro; hexano e isopropanol 90:10;
hexano e isopropanol 50:50); concentracdo de CGTase adicionada na etapa
de imobilizacao (50; 100; 200; 300; 600 uL CGTase / g silica) e tempo de
contato da enzima com a silica e o solvente antes da evaporacéao (5; 60; 180
min).

A determinacdo da melhor condicdo de imobilizacdo de cada parametro
avaliado foi realizada pelo método das velocidades iniciais utilizando 50 mL
de solucdo de maltodextrina 15% (p/V) diluida em 10% (V/V) de tampéo
citrato de sodio 10 mM pH 6,0, a 65 °C, sob agitagdo magnética constante.
Aliguotas de 1 mL foram coletadas em intervalos de 5 min e inativadas. A
reacdo durou 30 min, e foram realizados trés ciclos operacionais
consecutivos para cada analise. As aliquotas obtidas foram utilizadas para
determinacéo espectrofotométrica de B-CD.

Resultados e Discussao

O método de imobilizagcdo a vacuo mostrou-se muito eficiente. Nas
condicGes de imobilizacdo ndo otimizadas foi possivel obter 6,85 mM de -
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CD em 30 min de reacdo. A maior vantagem desse método sobre os demais
foi a necessidade de um tempo reduzido para completar todo o processo de
imobilizacdo enzimatica, que neste estudo ocorreu em 12,0 £ 0,5 min. Este
método é rapido, ocorre a baixa temperatura e causa a remogao constante
do solvente do meio de imobilizac&o.

A otimizacao do solvente empregado na lavagem da silica apos imobilizacéo
enzimatica mostrou que a lavagem com hexano seguido de agua foi a mais
adequada, pois no primeiro e terceiro ciclo ndo houve diferenca significativa
na producdo de B-CD, porém, no segundo ciclo, a solucdo de lavagem
hexano seguido de agua se sobressaiu, produzindo 1,07 mM a mais de -
CD.

A otimizacdo do solvente empregado na imobilizacdo enzimatica levou a
maior eficacia do hexano puro no ciclo 1, com maior producdo de B-CD,
fazendo com que este se mostrasse melhor que os demais solventes,
mesmo com queda no rendimento nos ciclos 2 e 3 (Fig. 1). A producéo
elevada no ciclo 1 foi mais significativa que a diferengca nos demais ciclos.
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Figura 1 - Otimizac&o do solvente de imobilizacdo enzimatica empregando hexano puro (@

), hexano e isopropanol 9:1 (/) e hexano e isopropanol 1:1 (®) nos ciclos 1 (A), 2 (B) e 3
(©).

A otimizacdo da concentracdo levou em consideracdo o coeficiente de
determinacao (R?). De acordo com a Figura 2, as concentracées de 50 a 300
uL de CGTase/g de silica apresentaram R? acima de 0,99 no ciclo 1, porém
a produgéo de B-CD foi significativamente maior nas concentracdes de 200 e
300 pL de CGTase/g de silica. Optou-se pela utilizacdo de 200 pL de
CGTase/g de silica, considerando o custo elevado da enzima.

A otimizacdo do tempo de contato da enzima com a silica e o solvente
produziu 5,11, 4,36 e 3,29 mM de B-CD nos tempos 5, 60 e 180 min,
respectivamente, sendo que o tempo de 5 min, além de ser mais rapido,
também foi mais eficiente.

Nas condi¢cdes otimizadas foi possivel imobilizar 89,63% de CGTase em
silica de porosidade controlada. Desta forma, a concentragdo enzimética em
solucéo foi de 0,18% (V/V), que resultou em 4,31 mM de B-CD produzida em
30 min de reacéao.

iversidade _ A
_'4UEM?:;::::'”"3 CAIXA BReSN. RCNPq Giiidhit



26° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica ‘ | 16e17deoutubrode 2017

6° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior

12,0 16 05 — 0 aor
B R2= 0,996
10,0 Re=0967 14 w0,
_ 12 s
Z 8,0 R2=0991 F 1.0 Z03 R2=0,990!
= 60 =08 Re=00892 ~ o
8 R2 =0 998" 8 06 002 R?= 0,984
& 40 & R?=0996¢ &
Re=0998; 04 01 2= 0,952,
20 | g 02 2= 09365 '
0.0 B = (0,997 0.0 =0,932 0.0 = .868¢
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

Figura 2 - Otimizacao da concentracdo de CGTase empregada na imobilizagdo enzimatica:

50 (@), 100 (@), 200 (* ), 300 (') e 600 (M) ul de CGTase/ g de silica nos ciclos 1 (A), 2
(B) e 3 (C).

Conclusodes

Os resultados mostraram que o método de imobilizagcdo por ancoragem é
simples e eficaz, além da vantagem de apresentar tempo reduzido para
completar a imobilizacdo e capacidade de obter biocatalisador pronto para
uso apos o processo de imobilizagdo. Considerando que o suporte a base de
silica tem custo reduzido e a enzima imobilizada tem boa performance,
sugere-se que o novo biocatalisador heterdlogo descrito possa ser utilizado
na producédo de CDs em processos continuos ou por batelada.
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