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Resumo:

As ciclodextrinas (CDs) sédo formadas durante a acdo de uma enzima
denominada ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) sobre o amido. As
mais comuns sao a-CD, B-CD e y-CD, compostas por 6, 7 e 8 unidades de
glucose, respectivamente. Apresentam habilidade em encapsular uma larga
faixa de moléculas, podendo aumentar consideravelmente sua estabilidade
e/ou solubilidade. Em razdo do grande aumento da utilizacdo das CDs,
varios pesquisadores tém buscado melhores vantagens tecnoldgicas na
producdo destas moléculas. No presente trabalho, a producao de 3-CD foi
realizada a partir do substrato amido de milho 5% (p/v) na presenca de
etanol 10% (v/v), em um reator encamisado com capacidade para 500 mL de
meio reacional. O reator foi acoplado a um médulo de ultrafiltracdo hollow
fiber (fibra oca), munido de uma coluna com limite de exclusédo de 50.000 Da
MWCO, capaz de separar as CDs e demais produtos inibitérios e, ao mesmo
tempo, recuperar a CGTase para que continue atuando sobre o amido. A
producdo continua foi mantida ao longo de 264 h (11 dias), sendo que, a
cada 12 h aliquotas de ultrafiltrado foram coletas para determinacdo da -CD
produzida. Nas primeiras 12 h de producéo, sem ultrafiltragéo, o rendimento
foi de 16,73 mmol/L e, em sequéncia, o0 sistema continuo de ultrafiltracao foi
colocado em operagéo e resultou em rendimentos satisfatorios, sendo que a
queda na concentracdo de B-CD ocorreu lentamente. A presente pesquisa
traz novas perspectivas para a producdo de CDs e poderd contribuir para
gue sejam produzidas em escala industrial no Brasil.

Introducao

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos capazes de encapsular
diversas moléculas organicas. As mais comuns sao aquelas com seis, sete
ou oito unidades de glicose, denominadas de a-CD, B-CD e y-CD,
respectivamente.
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A CGTase € uma enzima monomeérica, com peso molecular da ordem de
74,5 kDa e produz CDs por meio de reacdes reversiveis de transglicosilacao
intramolecular. As CDs sdo constituidas por uma cavidade hidrofobica que
permite a formagdo de complexos de inclusdo com diversas moléculas de
tamanho e hidrofobicidade adequados. Ao mesmo tempo, as CDs possuem
grupos hidroxila livres na sua superficie, que interagem com a agua por
ligacdes de hidrogénio. Dessa forma, os complexos de inclusdo alteram as
propriedades fisico-quimicas da molécula héspede, melhorando
consideravelmente sua estabilidade e solubilidade. Essas caracteristicas
permitem que as CDs sejam adequadas para aplicagbes na industria
farmacéutica, alimenticia, cosmética, entre outras (MATHEW e
ADLERCREUTZ, 2013).

Diversos estudos tém relatado que o emprego do etanol, em concentracdes
moderadas, no meio reacional leva a um aumento na producédo de CDs.
Acredita-se que esta propriedade esteja relacionada com a diminuicdo da
perda destas moléculas por reacdes de transglicosilagdo e acoplamento e
com a diminuicdo da atividade de agua na mistura reacional, reduzindo a
reacdo de hidrélise da CGTase (GAWANDE e PATKAR, 2001).

O sistema de ultrafiltracdo aclopado ao reator melhora consideravelmente o
rendimento de CDs, pela remocao dos produtos inibitérios da CGTase que
tendem a se acumular na mistura reacional. Baixo rendimento de CDs tem
sido relatado em altas concentracdes de amido, bem como uma forte
inibicdo da CGTase pelas CDs produzidas no meio (GAWANDE e PATKAR,
2001). Portanto, o objetivo do presente trabalho foi produzir B-CD em
sistema continuo de ultrafiltracdo pela CGTase semipurificada de Bacillus
firmus cepa 37, a partir do substrato amido de milho 5% (p/V) e na presenca
de etanol.

Materiais e métodos

A producéo de B-CD pela CGTase semipurificada do B. firmus cepa 37 foi
realizada a partir do substrato amido de milho 5% (p/v) na presenca de
etanol 10% (p/v) de forma continua, em um reator encamisado de vidro com
capacidade para 500 mL de meio reacional acoplado a um médulo de
ultrafiltracdo Hollow Fiber (Tecnal mod. TE-0198) equipado com coluna com
limite de exclusdo de 50.000 Da MWCO e a um sistema de alimentacéo.
Considerando o peso molecular de aproximadamente 78.000 Da da CGTase
do B. firmus cepa 37, a mesma ficou retida pela membrana enquanto as
CDs, que possuiam menores pesos moleculares, foram filtradas.

A CGTase semipurificada utilizada no ensaio possuia atividade enzimética
de 3,3 U/mL. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de CGTase que produz 1 pmol de B-CD por minuto, sob as
condi¢Oes de teste.

O volume de meio reacional no reator foi de 500 mL e, seguindo os
parametros otimizados por Matioli e colaboradores (2001), o pH foi mantido
em 8,0 e a temperatura em 50 °C. Contudo, durante a producao continua, o
volume total de meio reacional foi mantido em 800 mL, dos quais 300 mL
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ficaram em circulacdo entre os condutos do sistema, a coluna e o reator.
Para o volume total de 800 mL de meio reacional, foram utilizados 24 mL de
CGTase semipurificada, resultando na concentracdo enziméatica de 0,1 U/mL
de meio reacional, de acordo com ensaios prévios realizados pelo grupo
(FENELON et al., 2015).

A producéo foi iniciada com um processo descontinuo (batelada) de 12 h e,
apos esse periodo, o sistema de ultrafiltracdo Hollow Fiber (Tecnal mod. TE-
0198) foi colocado em funcionamento para inicio do processo de producéo
continua. A poténcia da bomba foi fixada em 15%, resultando em um fluxo
médio de permeado de 4,5 mL/min. Dessa forma, o fluxo de alimentag¢éo do
reator com novo meio reacional também foi mantido em 4,5 mL/min para
manutencdo do volume e concentracdo de substrato. Aliquotas do
ultrafiltrado  foram coletadas periodicamente para determinacéo
espectrofotométrica da producéo de -CD.

Resultados e Discussao

A producao continua foi mantida ao longo de 264 h (11 dias). A cada 12 h,
foram coletadas aliquotas do ultrafiltrado para determinacdo da B-CD
produzida. A producéo de B-CD nas primeiras 12 h, sem ultrafiltracao, foi de
16,73 mmol/L. ApsGs a obtencdo dessa batelada com rendimento satisfatorio,
0 sistema continuo de ultrafiltracdo foi colocado em operag¢édo. Ao término
das 264 h, a concentracao de B-CD era de 5,79 mmol/L. A Figura 1 mostra a
producéo de 3-CD ao longo das 264 h de produgéo.
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Fig. 1 — Rendimento de B-CD ao longo de 264 h (11 dias) de producao
continua em sistema de ultrafiltracéo.

Como observado, rendimentos satisfatorios de B-CD foram alcancados com
o emprego do sistema continuo de ultrafiltracdo, visto que inicialmente a
producdo manteve valores adequados e a queda no rendimento ocorreu
lentamente. Esses resultados demonstram a efetividade do sistema continuo
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de ultrafiltracdo para um melhor aproveitamento da CGTase na producao de
CDs, visto que a mesma foi capaz de manter a sua atividade ao longo de
todo o ensaio, apresentando queda gradativa e lenta e sem necessidade de
reposicao da enzima ao longo do processo.

Conclusodes

Esse estudo demonstrou que a producédo de B-CD em sistema continuo de
ultrafitracdo pela CGTase semipurificada de B. firmus cepa 37 apresenta
potencial para tornar-se um meio efetivo e apropriado para a obtencédo de CDs
pela industria brasileira, reduzindo seus custos e, assim, possibilitando maior
aplicacéo dessas moléculas em produtos nacionais.
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