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Resumo

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos, formados por meio
da reacdo de transglicosilacdo intramolecular promovida pela enzima
ciclomaltodextrina  glucanotransferease (CGTase). As CDs mais
comumentes produzidas sdo a-CD, B-CD e y-CD, compostas por 6, 7 e 8
moléculas de glicose, respectivamente. Elas sdo capazes de formar
complexos de inclusdo com diversas moléculas hospedes, aumentando a
estabilidade e/ou solubilidade das mesmas. Devido a importancia das CDs
e as varias aplicacdes industriais, este trabalho teve por objetivo utilizar a
enzima Toryzyme®, CGTase comercial, com maior rendimento e
seletividade, por meio da adicAo do agente complexante acido 3-
fenilpropidnico, em presenca de etanol. Em reator encamisado, a 65 °C/24h,
realizou-se dois ensaios sem e com 0 agente complexante, sendo coletadas
amostras em tempos pré-determinados. Ao final, observou-se um aumento
na producéo de B-CD em 15,5% com a presenca do agente complexante.
Portanto, o agente complexante foi adequado e beneficiou a producéo de [3-
CD de forma apreciavel, podendo levar a reducdo dos custos de producdo
desta CD.

Introducao

As ciclodextrinas (CDs) sado oligossacarideos ciclicos, ndo redutores,
formadas por unidades de glicose, unidas por ligacdes glicosidicas a-1,4,
formando trés principais tipos de CDs, compostas por 6, 7 e 8 moléculas de
glicose denominadas a-, B- e y-CD, respectivamente. As CDs apresentam
uma estrutura tridimensional que se assemelha a um tronco de cone, no qual
a regido externa € hidrofilica, e a interna lipofilica. Quando substancias séo
complexadas no interior da cavidade das CDs, promovem uma alteracao nas
propriedades fisicas e quimicas da molécula hdspede, tais como aumento da
solubilidade, reducé@o da volatilidade, aumennto da estabilidade, além da
capacidade de mascarar sabores desagradaveis (BIWER, 2002; DEL
VALLE, 2004).
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A producdo das CDs é realizada a partir de amido ou derivados deste,
usando a enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). Esta enzima é
extracelullar, monomérica e produzida por uma variedade de
microrganismos. Em geral, as CGTases produzem uma mistura de CDs e,
portanto, existe a necessidade de métodos de purificagdo complexos, por
conta da alta solubilidade em agua da a- e da y-CD, o que dificulta o
procedimento de separa¢do, tornando a produgcdo destas moléculas para
aplicacao industrial de alto custo. Uma maneira de reduzir o custo de
producdo das CDs é tentar tornar a producdo da enzima seletiva para a
molécula desejada e aumentar o seu rendimento, ao adicionar agentes
complexantes organicos. Em escala industrial, tem sido comumente usado
para produzir CDs (BIWER, 2002; CHALLA 2015)

Portanto, devido a importancia das CDs, as suas diversas aplicacdes
industriais e a necessidade de facilitar o processo de purificagcdo das CDs,
este trabalho teve por objetivo verificar a acdo do acido 3-fenilpropriénico,
em presenca de etanol, no aumento da seletividade e rendimento da
producédo de B-CD pela CGTase comercial Toruzyme.

Materiais e métodos

Enzima Toruzyme® 3,0L, lote ACN 0020, lote ACN 00220 (cedida pela
Novozyme, Bento Gongalves, RS), amido de mandioca (comercial),
fenolftaleina, etanol, carbonato de sodio, &cido cloridrico, acido 3-
fenilpropidnico, acetato de sodio, entre outros. Todos os reagentes foram de
grau analitico. Os principais equipamentos utilizados foram agitador
magnético, reatores de vidro encamisados, pHmetro, balancas analitica e
semi-analitica, banho termostatico, centrifuga, espectrofotometro,
deionizador, entre outros.

Condicoes de trabalho para a producdo de CDs pela enzima comercial
Toruzyme®

A produgéo de beta-CD sem o agente complexante utlizou 0,1% da enzima
Toruzyme®, contendo 15% de amido de mandioca como substrato, 10% de
etanol e agua tamponada com 10% do tampéao citrato pH 6,0 (10mM). O
outro ensaio de producdo de CDs, além dos reagentes citados
anteriormente foi adicionado ao meio de reacdo 0,5959 g de acido 3-
fenilpropiénico, e o pH da solugdo teve que ser monitorado durante a
producédo e, quando necessario corrigido com NaOH 1N.

Ambas as producdes foram feitas em um reator encamisado de 50 mL, a 65
°C, com agitagdo magnética, hermeticamente fechados, as quais foram
monitoradas por 24 h. Amostras de 1 mL foram coletadas de cada meio
reacional em tempos especificos (0, 3, 6, 12 e 24h).
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Para determinar a concentragao de 3-CD nas amostras, construiu-se a curva
padrao a partir de solucbes de concentracdes conhecidas de (-CD, na faixa
de 0 a 1 mmol/L, e as leituras foram feitas em espectrofotdbmetro a 550 nm.
Desta forma, ao plotar a curva padrdo, a equagao nao-linear foi encontrada
utiizando os dados de absorbancia em funcdo das concentracdes
conhecidas pelo método Quasi-Newton, no programa Statistica®.

A presenca de etanol foi importante para melhorar a atuacao da enzima na
producdo de CDs. Segundo Fenelon e colaboradores (2015), o etanol
promove uma reducdo da atividade de agua no sitio ativo da enzima,
impedindo que esta realize reacfes hidroliticas e reagdes reversas, evitando,
desta forma, a decomposi¢do de CDs recém formadas.

Resultados e Discussao

Com os dados de absorbancia em funcdo da concentragdo conhecida de
beta-ciclodextrina, e utilizando a Teoria da Complexacdo, a constante de
equmbrlo (Kgcp) foi estimada pelo método Quasi-Newton, no programa
Statistica®. A Equacéo 1 foi obtida e o valor da constante foi de 20101,68.

Cg_cp =0,3 1—
B—CD x ( 2

1+ 0,994
50) x 1+ Bs ]
As 5 amostras coletadas em tempos diferentes das producdes sem e com o
agente complexante foram lidas no espectrofotometro, a 550 nm, e utilizando
a Equacao 1, suas respectivas concentracdes de (B-CD foram obtidas. Os
resultados séo apresentados na Tabela 1, a seguir.

Tabela 1 — Concentracdes de B-CD obtidas em diferentes tempos sem
agente complexante (somente com 10% de etanol) e com agente
complexante (10% de etanol e 1,17% de acido 3-fenilpropiénico)

Concentracdo de beta-CD (mM)

Tempo (h)  Sem agente complexante Com 10% etanol e 1,17%de
com 10% etanol acido 3-fenilpropidnico
0 0 0
3 6,4388 6,9525
6 9,0805 11,2194
12 11,4717 13,0044
24 13,5514 15,6496

Para comparacdo dos a dados apresentados na Tabela 1, um grafico de
concentracdo de CD em funcdo do tempo de producdo do mesmo foi
plotado, e apresentado na Figura 1. E possivel observar que em todos os
tempos ocorreu uma maior producdo de B-CD quando do uso do agente
complexante, sendo que em 24h de ensaio 0 uso do agente complexante
levou a uma producédo de B-CD 15,48% maior em relacdo ao ensaio sem
agente complexante.
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Concentragdo de B-CD (mmol L'Y)

Oh 3h 6h 12h 24h

Tempo de produg¢do

Figura 1 — Produc¢@es de -CD em 24h () sem agente complexante e com 10% de etanol
e, (H) com 10% de etanol e 1,17% de &cido 3-fenilpropiénico

Conclusodes

Conclui-se que a producdo com a presenca do agente complexante foi
consideravelmente maior quando comparada com a produgdo sem o
mesmo. Este aumento na producdo pode ser explicado pela B-CD estar
complexada com o acido 3-fenilprpidnico, o que impede sua destruicdo por
reacoes reversiveis que podem ocorrer durante a producao;
consequentemente, uma maior producao do oligossacarideo ciclico ocorreu.
Portanto, esta pesquisa comprovou que a formacédo de um complexo estavel
de CD com um agente complexante adequado favorece o rendimento da
producdo de CDs de forma consideravel, o que resulta na reducdo dos
custos de producéo das CDs.
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