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RESUMO

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos obtidos a partir do amido por meio de
uma reacdo de transglicosilagdo molecular catalisada pela enzima ciclomaltodextrina
glucanotransferase (CGTase). As principais CDs sdo denominadas a-, - € y-CD e possuem,
respectivamente, 6, 7 ¢ 8 unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4. As
propriedades fisico-quimicas das CDs as tornam capazes de formar complexos de incluséo
com diversas outras moléculas, proporcionando, por exemplo, melhor solubilidade e
estabilidade, bem como gerando uma série de aplicacGes tecnologicas e industriais. Avaliou-
se comparativamente diferentes modelos estratégicos de producao de CDs a partir da CGTase
de Bacillus firmus cepa 37: producdo continua e bateladas repetitivas em sistemas de
ultrafiltracdo; imobilizacdo da CGTase nos suportes naturais curdlana e esponja vegetal; e a
utilizacdo do agente complexante glicirrizina para modular a seletividade da CGTase em
favor da producdo de y-CD. Todas as estratégias tiveram em comum a possibilidade de
separacdo da CGTase dos seus produtos inibitérios e a sua reutilizacdo. No modelo de
producdo continua, em 48 h de ensaio, as maiores produtividade e seletividade para B-CD
foram obtidas, 1,47 mmol/L/h e 92,84%, respectivamente. Em seguida, a produtividade do
modelo de bateladas repetitivas seguidas de ultrafiltracdo alcancou 0,88 mmol/L/h e
seletividade semelhante a do modelo continuo. A glicirrizina foi capaz de modular a producéo
da y-CD com seletividade de 61,21% para bateladas de 30 h. Baixas produtividades foram
observadas para as bateladas repetitivas com a CGTase imobilizada em curdlana (0,32
mmol/L/h) e em esponja vegetal (0,03 mmol/L/h), o que pode estar relacionado com uma
inativacdo parcial da enzima durante o processo de imobilizacdo. A avaliacdo comparativa
dos diferentes modelos estratégicos para obtencdo de CDs mostrou particularidades que
devem ser consideradas, e a maioria dos modelos estudados proporcionou rendimentos
satisfatorios, bem como excelentes seletividades.



ABSTRACT

Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides obtained from the starch by means of a
molecular transglycosylation reaction catalyzed by the enzyme cyclomaltodextrin
glucanotransferase (CGTase). The main CDs are called a-, p- and y-CD and have,
respectively, 6, 7 and 8 glucose units joined by a-1,4 glycosidic bonds. The physical-chemical
properties of the CDs make them capable of forming inclusion complexes with several other
molecules, providing, for example, better solubility and stability, as well as generating a series
of technological and industrial applications. Diverse strategic models of CDs production by
the CGTase from Bacillus firmus strain 37 were comparatively evaluated: continuous
production and repetitive batches in ultrafiltration systems; immobilization of CGTase on
curdlan and vegetable sponge natural supports; and the use of the glycyrrhizin complexing
agent to modulate CGTase selectivity in favor of y-CD production. All strategies had in
common the possibility of separation of CGTase from its inhibitory products and its reuse. In
the continuous production model, at 48 h of assay, the highest productivity and selectivity for
-CD were obtained, 1.47 mmol/L/h and 92.84%, respectively. Then, the productivity of the
repetitive batches model in ultrafiltration system reached 0.88 mmol/L/h and selectivity quite
similar to that of the continuous model. Glycyrrhizin was able to modulate the production of
v-CD with selectivity of 61.21% for 30-h batches. Low productivities were observed for the
repetitive batches with CGTase immobilized in curdlan (0.32 mmol/L/h) and vegetable
sponge (0.03 mmol/L/h), which may be related to a partial inactivation of the enzyme during
the immobilization process. The comparative evaluation of the different strategic models for
obtaining CDs showed particularities that should be considered, and most of the models
studied returned satisfactory yields as well as excellent selectivities.
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1 REVISAO DE LITERATURA

As ciclodextrinas (CDs), também denominadas dextrinas de Schardinger, cicloamilose
ou ciclomaltose sdo uma familia de oligossacarideos ciclicos, ndo redutores, nos quais as
unidades de glicose estdo unidas por ligacdes a-1,4, sendo que as estruturas mais comuns sao
constituidas por 6, 7 ou 8 unidades, denominadas de a-CD (ciclohexaamilose), B-CD
(cicloheptaamilose) ou y-CD (ciclooctaamilose), respectivamente (Figura 1) (DEL VALLE,
2004; SINGH et al., 2002; SZEJTLI,1997).
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Figura 1. Férmulas estruturais representando as moléculas das principais CDs. Da esquerda para a
direita: a-CD, B-CD e y-CD, respectivamente.

Elas séo produzidas a partir da reacéo de ciclizagdo do amido catalisada pela enzima
ciclomaltodextrina glucanotransferase (CGTase). Esta enzima é membro da familia
glicosilases amiloliticas (VAN DER VEEN, 2000). E uma enzima extracelular, produzida por
varios micro-organismos pertencentes ao género Bacillus como Bacillus firmus, Bacillus
sphaericus, Bacillus megaterium, Bacillus macerans, Bacillus stearothermophilus, Bacillus
lentus, Thermoanaerobacter sp., outros como Klebsiela oxytoca, Micrococcus spp. (ARYA e
SRIVASTAVA, 2006; MATIOLI et al., 1998; MATIOLI et al., 2001; MATIOLI et al., 2002;
SZERMAN et al., 2007; TARDIOLI et al., 2006). A maioria das CGTases bacterianas
produzem uma mistura composta principalmente por a-CD, B-CD e uma pequena quantidade
de y-CD (TONKOVA, 1998).

A CGTase é uma enzima monomeérica, com massa molecular da ordem de 74,5 kDa.
Sua sequéncia de aminoacidos revela uma similaridade estrutural com a enzima a-amilase. As
CDs sd@o formadas por meio de reacOes reversiveis de transglicosilagdo intramolecular, ou
ciclizacdo. Porém, as CGTases também possuem atividade em reacdes de transglicosilacdo

intermolecular (acoplamento e desproporcionamento) e, em menor escala em reagdes de



hidrélise do amido (VETTER e THORN, 1992). Em suma, a CGTase € uma enzima
complexa que catalisa quatro tipos de reaces: ciclizacdo, acoplamento, desproporcionamento
e hidrolise (Figura 2) (MATIOLI et al., 2000; VASSILEVA et al., 2005).

()

Figura 2. Representacdo esquematica das reacdes catalisadas pela CGTase. a) ciclizagdo; b)
acoplamento; c) desproporcionamento; d) hidrélise. Fonte: Adaptado de PINTO et al., 2007. As
esferas representam residuos de glicose, e os circulos claros indicam os finais redutores dos agUcares.

As CDs sdo formadas pela reacdo de ciclizagcdo ou transglicosilagdo intramolecular.
Nesta reacao, o substrato deve conter acima de seis unidades de glicose, e ainda estar na sua
forma helicoidal (BENDER, 1986; MATIOLI et al., 2000). A reacdo de ciclizacdo
normalmente produz uma mistura de CDs (o, B e/ou y-CD), cuja propor¢do pode variar
dependendo da origem da CGTase, do tempo e das condic¢des de reacdo (GOH et al., 2009;
WANG et al., 2006; ALVES-PRADO et al., 2008).

A reacdo inversa a ciclizacdo € a de acoplamento, ou seja, o anel da CD é clivado e
transferido para um substrato aceptor linear (maltooligossacarideo). Essa reagdo confere
carater reversivel a producdo de CDs, pois, uma vez formadas, podem se ligar novamente a
enzima e dar origem a dextrinas lineares. Ja na reagdo de desproporcionamento, um
maltooligossacarideo linear € clivado e o novo maltooligossacarideo com final redutor é
transferido para um substrato aceptor. Por fim, a reagdo de hidrélise caracteriza-se pela quebra
das ligagdes a-1,4-glicosidicas, mas ocorre a uma velocidade muito baixa (DESOUZA et al.,
2013; VAN DER VEEN et al., 2000; PINTO et al., 2007).
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Gragas a natureza hidrofébica da sua cavidade, as CDs apresentam grande habilidade
em encapsular uma larga faixa de moléculas organicas e inorganicas, com tamanho, forma e
hidrofobicidade adequada, interagindo com estas de forma ndo covalente, para formar um
complexo estavel, por inclusdo molecular. Os complexos de inclusdo modificam as
propriedades fisico-quimicas da molécula hospede, aumentando consideravelmente sua
estabilidade e solubilidade. A presenca de grupos hidroxilas livres na superficie da CD
permite sua interacdo com a agua por ligacdes de hidrogénio, proporcionando aos complexos
grande solubilidade nos liquidos polares. Estas caracteristicas permitem que as CDs, ou seus
derivados, sejam adequados para aplicacdes na industria farmacéutica, alimenticia, cosmética,
téxtil, quimica entre outras (DEL VALLE, 2004; BREWSTER e LOFTSSON, 2007;
LOFTSSON e DUCHENE, 2007; SZENTE e SZEJTLI, 2004).

E bastante reconhecida a importancia das CDs no aumento da biodisponibilidade de
farmacos. A solubilidade de um farmaco e seu comportamento em agua é uma caracteristica
importante, considerando que a 4gua € o principal constituinte dos tecidos. Assim, a facilidade
com que uma substancia atravessa as membranas celulares e o transporte de um farmaco
desde o local de administracdo até o seu sitio de acdo € altamente influenciado pela sua
solubilidade e sua ionizagdo na agua, bem como pelo coeficiente de particdo do farmaco entre
a agua e lipidios. A dissolucdo é um fator limitante para a absorcdo de substancias ativas
pouco sollveis em agua. A complexacdo de farmacos com as CDs pode propiciar, além de
maior estabilidade quimica, um acréscimo da solubilidade em 4&gua, aumentando

expressivamente sua biodisponibilidade (MELO et al., 2007).

Segundo Kurkov e Loftsson (2013), vérias publicacdes relatam listas completas de
produtos farmacéuticos contendo CDs, que foram aprovados com sucesso por agéncias
reguladoras nos Estados Unidos, Unido Européia e Japdo. No Brasil, os medicamentos com
registros aprovados e vigentes contendo CDs sdo: CICLADOL, BREXIN, FLOGENE
(piroxicam complexado com B-CD) e MAXSULID (nimesulida complexada com B-CD). Os
alimentos contendo CDs devem ser registrados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) e enquadram-se na categoria de novos alimentos e novos ingredientes, devendo

passar por avaliacdo de seguranca (BRASIL, 2016).

Derivados de CDs, quimicamente modificados, tém sido sintetizados a fim de
melhorar suas propriedades e, mais especificamente, sua atividade farmacoldgica. Entre esses,
os derivados anfifilicos foram concebidos para construir estruturas moleculares organizadas,

por meio de sistemas de automontagem ou por incorporacdo em membranas lipidicas, com o
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objetivo de melhorar a vetorizacdo no organismo das CDs contendo farmacos em sua
cavidade. Esses derivados podem formar uma variedade de estruturas supramoleculares, como
micelas, vesiculas e nanoparticulas. Além de aumentar as interagdes das CDs com membranas
biologicas e promover a melhora da interagdo das CDs com as drogas hidrofébicas, a
principal vantagem das CDs anfifilicas sdo as suas propriedades de auto-montagem, que s&o
suficientes para formar espontaneamente diferentes veiculos nanomeétricos, sem a presenca de
surfactantes. Suas propriedades Unicas podem melhorar a capacidade de carrear os farmacos,
a interacdo celular e a penetracéo tumoral, os perfis de liberacdo do fArmaco e a citotoxicidade
dos sistemas de liberacéo de farmacos (Varan et al., 2017).

As CDs também tém se destacado para administracdo de drogas esteroidais, que
normalmente é dificultada pelas solubilidades muito baixas na agua. A B-CD e seus derivados
podem solubilizar esterdides e melhorar a biodisponibilidade destes agentes terapéuticos
hidrofébicos. Sao relatadas melhorias de solubilidade alcancadas para testosterona, estradiol,
progesterona, hidrocortisona, prednisona, dexametasona e finasterida. Além do ajuste espacial
do esterdide dentro da cavidade da CD, tambem os substituintes hidrofilicos na estrutura da
CD desempenham um papel importante na extenséo da solubilizag&o observada. O derivado
heptakis-6-sulfoetilsulfanil-6-desoxi-B-CD ani6nica uniformemente substituida (HSES) tem
apresentado 6timo desempenho, atingindo eficiéncias de complexacdo de 60 a 90% para a
maioria dos esteroides. Dois tioéteres neutros B-CD, heptaquis-6-metilsulfanil-6-desoxi-2-(2-
(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)]-p-CD (HTMT) e heptaquis-6-tiogliceril-6-deoxi-B-CD (HTG)
mostraram seletividade de género na ligacdo de hormonios: HTMT foi seletiva para
testosterona, enquanto HTG foi seletiva para estradiol (SCHWARZ et al., 2017).

Os compostos naturais tém atraido grande atencdo devido a sua ampla propriedade
terapéutica, com especificidade em sua ac¢do na salde humana. Podem ser apresentados como
alimentos funcionais, fitoterapicos e nutracéuticos. No entanto, a baixa biodisponibilidade e a
bioatividade reduzida, atribuida a fraca solubilidade e instabilidade, é a principal desvantagem
que impede a incorporacdo destas moléculas potencialmente terapéuticas em novos sistemas
de distribuicdo de farmacos. Vérias pesquisas tém relatado a complexacdo de fitoquimicos
fracamente solGveis em agua com CDs, sendo uma abordagem promissora para melhorar,
além da sua solubilidade em &gua, também a estabilidade, a taxa de dissolucdo e a
biodisponibilidade, que s&o fatores intimamente relacionados. A encapsulacdo abrange
distintos compostos naturais, que vdo desde varios flavondides, derivados fendlicos,

cumestanos e triterpenos, que podem ser complexados com CDs ou seus derivados. Varios
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artigos e patentes tém descrito melhoria na estabilidade e solubilidade da curcumina,
empregando, por exemplo, a complexacdo com derivado de éter alquilico de y-CD. A
complexa¢do de artemisininas com B-CD melhorou a estabilidade e integridade da parte
peroxido das artemisininas por longo periodo. Por outro lado, o complexo de di-
hidromiricetina com v-CD mostrou solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade
melhoradas. Assim, fitoquimicos com multiplas atividades biolégicas e com indice de
seguranca amplo tém tido a sua solubilidade melhorada, o que é de suma importancia para a

sua efetiva utilizacdo com finalidades terapéuticas (SUVARNA et al., 2017).

As CDs estdo cada vez mais presentes como constituintes invisiveis de produtos
comuns e de uso diario como cosméticos e de higiene pessoal, téxteis, alimentares,
excipientes em varios produtos médicos e farmacéuticos, e muitos outros. Em 1970, o
quilograma de B-CD era vendido a um preco de 2 mil ddlares e, em 2007, a sua producéao
mundial foi de aproximadamente 10.000 toneladas, com preco médio de 5 ddlares por
quilograma de B-CD (BREWSTER e LOFTSSON, 2007; KURKQOV e LOFTSSON, 2013).

Um exemplo interessante do emprego das CDs em tecnologias atuais e inovadoras foi
desenvolvido e descrito por Luo et al. (2017). Pontos de carbono s&o uma nova classe de
materiais de carbono que apresentam fluorescéncia e tem se mostrado promissores para
diversas aplicacBes tecnoldgicas. Um novo ponto de carbono funcionalizado foi sintetizado
ligando covalentemente a $-CD a superficie de pontos de carbono codificados com N, S (B-
CD-CDs). A caracterizagdo foi confirmada por microscopia eletronica de transmisséo,
espectroscopia de fotoelétrons de raios-X, espectros de infravermelho, ultravioleta-visivel e
espectros de emissdo de fluorescéncia. Com base neste ponto de carbono e iodeto de
(ferrocenilmetil) trimetilamoénio (Fc*), foi desenvolvido um sistema de sonda fluorescente
fotoinduzida por elétrons (PET) para determinar a concentracdo de testosterona em agua e
identificar a testosterona na célula por imagiologia, como um biomarcador visivel. Sob as
condicBes de teste, a intensidade de fluorescéncia do sistema de sonda respondeu linearmente
a concentracao de testosterona de 0 umol/L a 280 umol/L e o limite de deteccéo foi de 0,51
umol/L. O sistema de sonda também teve um bom desempenho na determinacdo de
testosterona em aguas subterraneas com recuperacdo media de testosterona variando de 96% a
107% em niveis de 0,5 pmol/L a 100 umol/L, e o desvio padréo relativo permaneceu abaixo
de 13%, o que forneceu um método confiavel, rapido e facil para determinar a testosterona em
agua ambiental. Além disso, a baixa citotoxicidade, a alta capacidade de ndo interferéncia e a

excelente biocompatibilidade dos B-CD-CDs fizeram com que este sistema de sonda fosse
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utilizado com sucesso em imagens de fluorescéncia celular para monitorar 0s niveis de
testosterona no citoplasma de células com um valor de aplicacdo promissor na pesquisa

médica.

As CDs também tém sido utilizadas para a separacdo enantiomérica de drogas quirais.
Mais de 50% dos ingredientes farmacologicamente ativos sé&o opticamente ativos. Embora
esses enantidmeros tenham propriedades fisicas e quimicas idénticas, seus efeitos
farmacologicos e toxicologicos sdo frequentemente significativamente diferentes. O uso de
suportes monoliticos contendo CDs ou seus derivados como fases estacionarias quirais tem
atraido muita atencdo no campo das enantioseparacfes. Entre os principais tipos de monolitos
funcionalizados com CDs, destacam-se 0s baseados em silica, em polimero organico e hibrido
de polimero organico e silica. Diferentes estratégias sdo utilizadas para a imobilizacdo
covalente das CDs em mondlitos. Colunas monoliticas funcionalizadas com CDs tém sido
aplicadas a uma ampla gama de analitos, de compostos racémicos 4cidos a basicos e neutros
em indudstrias farmacéuticas, agroquimicas e de alimentos. Vérias categorias de compostos
ativos sdo compreendidas, tais como aminoacidos racémicos, anti-inflamatorios néo
esteroides, o-hidroxiacidos e derivados, acidos propibnicos e derivados, bloqueadores dos
receptores-p e diidropiridinicos. A maioria desses farmacos racémicos possui anéis
aromaticos, e eles podem facilmente formar complexos de inclusdo na cavidade interna das
CDs (GUO et al., 2016).

O uso das CDs tem aumentado de 20 a 30% anualmente , contudo, esta porcentagem
poderd ser ainda maior com o desenvolvimento de processos biotecnolégicos que promovam
a reducdo nos custos e um aumento do rendimento na producdo destas moléculas, tais como,
imobilizacdo das enzimas ou das bactérias produtoras de CGTases extracelulares. Entre as
vantagens da imobilizacdo do microrganismo ou da enzima esta a maior facilidade de
separacgdo das células do meio de fermentacdo (ASTRAY et al., 2009; KAREL et al., 1985;
MORIWAKI et al., 2007).

Desta forma, varios pesquisadores tém buscado tecnologias inovadoras na producéao
das CDs, como Gawande e Patkar (2001), que testaram o efeito da concentracéo de enzima na
producéo de CDs a partir do amido de trigo (125 g/L) e em presenca de 2% (v/v) de butan-1-
ol. Conforme esperado, maiores concentra¢es de enzima levaram a maiores taxas iniciais de
produgdo de CDs. Entretanto, o rendimento final de a-CD (apds 6 h) foi quase 0 mesmo para
concentragdes entre 20 U/g e 40 U/g de enzima. Embora ndo seja conhecida a razéo para a

insensibilidade do rendimento de CDs a concentracbes mais elevadas de enzima, séo
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levantadas duas principais hipoteses. A primeira delas considera que a atividade ciclizante da
CGTase pode ser inibida em altas concentracGes de produto, o que acarreta uma queda na
producdo de CDs conforme a sua concentracdo no meio reacional aumenta. A segunda
possibilidade é de que a mistura reacional esteja proxima do equilibrio final dos
experimentos; assim, maiores concentrages de enzima apenas fariam com que o equilibrio se

estabelecesse mais rapidamente.

Outra limitacdo ao rendimento de CDs esta relacionado ao fato de que a atividade de
ciclizacdo da CGTase é severamente inibida pelos seus produtos. Este efeito inibitorio,
chamado inibi¢do do produto, a principio, € um obstaculo para a produgdo de CDs em larga
escala. Zhekova et al. (2008) testaram os efeitos de produtos, incluindo oligossacarideos
ciclicos e lineares, na atividade de B-ciclizacdo da CGTase e descobriram que a 3-CD causou

a maior inibicdo, com um declinio de 80% na atividade, na presenca de 10 mg/mL de B-CD.

Kim et al. (1993) produziram CDs a partir de amido de milho triturado e utilizaram um
biorreator equipado com uma membrana de ultrafiltracdo para remoc¢do das CDs produzidas
pela CGTase de Bacillus sp. BE101. A producédo foi conduzida em batelada e por processo
continuo. Para a operacdo em batelada, o rendimento de CDs foi 57% maior do que aquele
observado quando da ndo utilizacdo da membrana de ultrafiltracdo. No mesmo estudo foi
observado que a estabilidade da CGTase decresceu exponencialmente em 20 h e que apenas

30% da atividade inicial se manteve ap6s 60 h de operacéo.

Baixo rendimento de CDs tem sido relatado em altas concentragdes de amido, bem
como uma forte inibicdo da CGTase pelas CDs produzidas no meio (GAWANDE e
PATKAR, 2001). Gaston et al. (2009) demonstraram que as CDs inibiram competitivamente
a CGTase do Bacillus circulans DF 9R, com um aumento nos valores de velocidade maxima
(Km). Os resultados apontaram que o mais forte inibidor é a y-CD, seguida pela B-CD e pela
a-CD. Também as maltodextrinas tiveram efeito inibitorio sobre a atividade da CGTase,
sendo a maltose o inibidor mais poderoso. Dessa forma, o rendimento das CDs pode ser
melhorado pela remocéo de seus produtos inibitérios acumulados na mistura reacional, o que
pode ser obtido pelo emprego de um sistema de ultrafiltracdo acoplado ao reator. Ao mesmo
tempo, a separacdo das CDs ja formadas impede a sua destruicdo pela reversibilidade da
reacio (acoplamento) (GAWANDE e PATKAR, 2001; GASTON et al., 2009).

Também no sentido de melhorar o rendimento, varios estudos tém relatado um

incremento na producdo de CDs com a presenca de etanol no meio reacional (GAWANDE e
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PATKAR, 2001; CALSAVARA et al., 2011). Calsavara e colaboradores (2011), trabalhando
com a Toruzyme® na presenca de etanol 10%, obtiveram um aumento de 18% na producao
de B-CD, ao mesmo tempo em que o rendimento de a-CD quase triplicou. Acredita-se que
esta propriedade esteja relacionada, primeiramente, com a diminui¢do da perda de CDs por
reagdes de transglicosilagdo e acoplamento. Além disso, o etanol diminui a atividade de &4gua
na mistura reacional, reduzindo a reacdo de hidrdlise da CGTase (GAWANDE e PATKAR,
2001).

A elevada solubilidade da y-CD facilita a preparacdo de solucGes mais concentradas de
moléculas ativas. Entretanto, a- ¢ p-CD sdo mais frequentemente produzidas em escala
industrial, uma vez que ha uma baixa produ¢do de y-CD por CGTases microbianas. A y-CD
tem a maior cavidade interna e sua solubilidade em &gua ¢é de 232 g/L (as solubilidades de a-
CD e B-CD séo 145 g/L e 18,5 g/L, respectivamente), permitindo que ela forme complexos
soltveis com moléculas maiores e melhore a solubilidade dessas substancias. No entanto, até
0 momento, embora exista uma grande demanda por y-CD, que € vérias vezes mais cara que
a-CD e B-CD, sua producdo em escala industrial é limitada devido ao baixo rendimento e
procedimento caro de purificagdo. Essas questfes técnicas tém restringido o desenvolvimento
de aplicacGes tecnoldgicas para a y-CD e fazem com que ele ocupe uma parte

consideravelmente menor do mercado (WANG et al., 2013).

Uma das maneiras de alcangar um melhor rendimento da y-CD é impedir a sua
destruicdo por reacGes reversiveis que podem ocorrer durante a sua producdo. Isto é possivel
por meio da formagdo de um complexo estavel da y-CD com uma substancia apropriada,
como a glicirrizina (MATIOLI et al., 2000). A glicirrizina é uma saponina triterpénica (Figura
3) que ocorre abundantemente em raizes e rizomas de alcacuz (Glycyrrhiza glabra), sendo seu
principal componente ativo. E reconhecida por seu elevado poder edulcorante, sendo de 30 a
200 vezes mais doce que a sacarose. Além disso, também séo lhe sdo atribuidas varias
atividades farmacoldgicas e bioldgicas, nomeadamente como anticancerigeno, anti-
inflamatdrio, hepatoprotetor, antioxidante e antiviral. Possui aroma especifico e intenso,
apesar disso, tem sido utilizada tradicionalmente em doces, goma de mascar, creme dental,
bebidas e tabaco (CAROCHO et al., 2017).
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Figura 3. Formula estrutural da molécula de glicirrizina.

As enzimas sdo bem conhecidas como biocatalizadores verdes e tecnologia sustentavel
com alto grau de especificidade, seletividade e eficiéncia, o que lhes permite discriminar
substratos, moléculas e isémeros oOpticos. Infelizmente, a aplicacdo de enzimas livres é
relativamente dispendiosa, quimicamente ou termicamente instavel e dificil de manusear,
purificar e reutilizar. J& na imobilizagdo enzimatica, a limitagdo é que as enzimas
frequentemente mostram menor atividade enzimatica em comparacdo com a enzima livre,
mas sdo mais estaveis, reutilizaveis e mais facilmente separadas do produto. A imobilizacéo
covalente da enzima é uma técnica que atribui maior estabilidade da interacdo entre a enzima
e 0 suporte, em comparacdo com outras técnicas (por exemplo, adsor¢do, aprisionamento,
encapsulacdo e reticulagdo). A imobilizacdo covalente requer um agente de acoplamento
quimico entre os grupos funcionais reativos da molécula de enzima e aqueles da superficie do
suporte. Infelizemente, a0 mesmo tempo, as liga¢bes covalentes podem diminuir a atividade
da enzima, porque alguns de seus sitios ativos podem ser modificados por meio da reacdo de
acoplamento quimico, uma vez que a maioria dos reagentes é agressiva e altamente reativa
(SULAIMAN et al., 2017).

A imobilizacdo de enzimas para a producdo de acUcares, aminoacidos e drogas ja vem
sendo utilizada ha mais de trés decadas (SHULER e KARGI, 2002). Os processos de
imobilizacdo de enzimas possuem inumeras vantagens quando comparados com a utilizacéo
de enzimas livres, como uso repetido e prolongado das enzimas imobilizadas, facilidade de
separagdo das enzimas do meio reacional e processo de producdo continua em reatores
simples (KAREL et al., 1985; MORIWAKI et al., 2007).
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Os suportes principais disponiveis para a imobilizagdo de proteinas incluem agarose,
celulose e dextranas, polimeros tais como o cloreto de polivinila, acrilatos, nylons e

poliestireno e, também, a silica na forma de gel ou esferas de vidro (KRAGL et al., 1999).

Uma matriz ideal para imobilizacdo deve ser forte, resistente as condi¢bes de
operacdo e preferencialmente ter uma estrutura aberta, bem como barata. A esponja vegetal é
um derivado de planta, composto principalmente por fibras de celulose, de baixo custo,
facilmente disponivel e, além disso, renovavel. Esta matriz é livre de materiais toxicos, tem
aplicacdo e técnica de operacdo simples e uma alta estabilidade durante um longo prazo de
uso repetido (IQBAL et al., 2005). A curdlana é um polimero de glicose de massa molecular
elevada, trata-se de uma f-1,3-glucana produzida por cepas ndo patogénicas de
Agrobacterium sp. e, recentemente, foi aprovada para uso alimentar pelo FDA (EUA). A sua
massa molecular elevada e grande numero de grupos hidroxila livres, disponiveis para
ativacdo e ligagdo com outras moléculas, sugere que a curdlana seja adequada para a
imobilizacéo de enzimas (SAUDAGAR e SINGHAL, 2004).

a) oHOH CH;0H b) HO

a a_ OH

ol H o} O\
H
OH OH H

OH OH H

L L H OH
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Figura 4. Formulas estruturais das moléculas que compdem os suportes naturais utilizados: a)
curdlana; b) celulose (componente principal das fibras da esponja vegetal).

Algumas vezes, a imobilizacdo de enzimas acarreta em diminuicdo de sua atividade ou
mesmo inativacdo das espécies, que pode ser causada por interacdo com o suporte, agregacao
de proteinas ou limitacBes de transferéncia de massa, levando a uma baixa eficiéncia dos
biocatalisadores imobilizados. Normalmente, a inativagéo esta relacionada com alteragGes na
conformacdo da proteina (DELFINO et al., 2013).

Considerando a importancia das CDs e suas inumeras aplica¢des industriais, a
presente pesquisa teve por objetivo aprimorar a producdo destas moléculas a partir de CGTase
de Bacillus firmus cepa 37, utilizando diferentes tecnologias. Foram empregados sistemas de
ultrafiltracdo nos modelos continuo e, também, em bateladas repetitivas, para separacdo
prévia das CDs e recuperacdo da enzima. O modelo de bateladas repetitivas em sistema de

ultrafiltracdo também foi utilizado para a producdo de CDs na presenca do agente
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complexante glicirrizina, para modular a atividade da CGTase e aumentar o rendimento de y-
CD. Além disso, a CGTase do Bacillus firmus cepa 37 foi imobilizada em curdlana e em
esponja vegetal, e sua atuacdo na producédo de CDs foi comparada ao desempenho da enzima
livre. A Figura 5 aponta, de forma concisa, as diferentes estratégias adotadas para a producgéo
de CDs. O presente estudo traz novas perspectivas para a produgdo de CDs e pode resultar em

avancos significativos rumo a producdo industrial das CDs no Brasil.

Figura 5. Diagrama das estratégias adotadas para a producdo de CDs.
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Resumo

Avaliou-se comparativamente diferentes modelos estratégicos de producdo de ciclodextrinas
(CDs) a partir da CGTase de Bacillus firmus cepa 37: producdo continua e bateladas
repetitivas em sistemas de ultrafiltracdo; imobilizacdo da CGTase nos suportes naturais
curdlana e esponja vegetal; e a utilizacdo do agente complexante glicirrizina para modular a
seletividade da CGTase em favor da producdo de y-CD. Todas as estratégias tiveram em
comum a possibilidade de separacdo da CGTase dos seus produtos inibitorios e a sua
reutilizacdo. No modelo de producdo continua, em 48 h de ensaio, as maiores produtividade e
seletividade para B-CD foram obtidas, 1,47 mmol/L/h e 92,84%, respectivamente. A
glicirrizina foi capaz de modular a produgdo da y-CD com seletividade de 61,21% para
bateladas de 30 h. A avaliacdo comparativa dos diferentes modelos estratégicos para obtencdo
de CDs mostrou particularidades que devem ser consideradas, e a maioria dos modelos

estudados proporcionou rendimentos satisfatérios, bem como excelentes seletividades.
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Producéo continua

Batelada repetitiva
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Abreviagoes:

CDs Ciclodextrinas

a-CD Alfa-ciclodextrina

B-CD Beta-ciclodextrina

v-CD Gama-ciclodextrina

CGTase Ciclomaltodextrina glucanotransferase
NMWL Limite nominal de massa molecular

1. Introducéo

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos obtidos a partir do amido por
meio de uma reacdo de transglicosilacdo molecular catalisada pela enzima ciclomaltodextrina
glucanotransferase (CGTase). As principais CDs sdo denominadas a-, - € y-CD e possuem,
respectivamente, 6, 7 e 8 unidades de glicose unidas por liga¢bes glicosidicas a-1,4. As
propriedades fisico-quimicas das CDs as tornam capazes de formar complexos de incluséo
com diversas outras moléculas, proporcionando, por exemplo, melhor solubilidade e
estabilidade, bem como gerando uma série de aplicagdes tecnolodgicas e industriais (Del Valle,
2004; Van Der Veen, Uitdehaag, Dijkstra, & Dijkhuizen, 2000).

As CDs foram isoladas pela primeira vez em 1891, mas a elucidagdo de sua estrutura,
0 estudo das propriedades de formacdo de complexo, a preparacdo de derivados e a
caracterizacdo de CGTases sdo conhecimentos que s6 se desenvolveram em meados da
década de 30 e inicio da década de 70 (Szejtli, 1988). A partir da década de 70, as CDs
comecaram a ser utilizadas nas industrias farmacéuticas, alimenticias, quimicas e outras, o
que foi impulsionado pelo grande numero de artigos e patentes na area, por estudos

toxicologicos confiaveis e pela produgdo da B-CD em escala industrial (Szejtli, 1987).

A atividade ciclizante da CGTase pode ser inibida na presenca de altas concentracdes
de produto, o que acarreta uma queda na producdo de CDs, conforme a sua concentracdo no
meio reacional aumenta. Assim, na producdo de CDs em batelada, quando a mistura reacional
estd proxima do seu equilibrio final, a CGTase torna-se insensivel a variagbes na
concentracdo do substrato. A possibilidade de concentracGes maiores de enzima apenas faria
com que o equilibrio se estabelecesse mais rapidamente. Portanto, uma alternativa para
melhorar o rendimento das CDs é a remoc¢do de seus produtos inibitorios acumulados na
mistura reacional, o que pode ser obtido pelo emprego de um sistema de ultrafiltracdo
acoplado ao reator que contém o meio reacional. Sistemas de ultrafiltracdo, sejam eles

convencionais ou tangenciais, permitem a utilizacdo de diferentes estratégias de producéo,
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como o modelo de bateladas repetitivas ou a producdo continua (Fenelon, Aguiar, Miyoshi,
Martinez, & Matioli, 2015; Gaston, Costa, & Ferrarotti, 2015; Gaston, Szerman, Costa,
Krymkiewicz, & Ferrarotti, 2009; Gawande & Patkar, 2001; Kim, Lee, & Kim, 1993,
Slominska, Szostek, & Grzeskowiak, 2002).

A imobilizacdo da CGTase também é uma ferramenta importante, que apresenta
inimeras vantagens em potencial quando comparada com a sua utilizacdo na forma livre,
como uso repetido e prolongado das enzimas imobilizadas, facilidade de separacdo das
enzimas do meio reacional e processo de producdo continua em reatores simples (Shuler &
Kargi, 2002; Schoffer, Klein, Rodrigues, & Hertz, 2013; Schoffer et al., 2017). Suportes
naturais tém sido cada vez mais propendidos para utilizacdo nos processos de imobilizacdo. A
esponja vegetal é um derivado de planta, de baixo custo, facilmente disponivel e, além disso,
renovavel. Esta matriz € livre de materiais tdxicos, tem aplicacdo e técnica de operacdo
simples e uma alta estabilidade durante um longo prazo de uso repetido (Igbal, Saeed,
Edyvean, O’sullivan, & Styring, 2005). Outra possibilidade de suporte é a curdlana, polimero
de glicose de massa molecular elevada, ou seja, uma B-1,3-glucana produzida por cepas ndo
patogénicas de Agrobacterium sp. e, recentemente, aprovada para uso alimentar pelo FDA
(EUA). A sua massa molecular elevada e grande ndmero de grupos hidroxila livres,
disponiveis para ativacdo e ligacdo com outras moléculas, sugere que a curdlana seja

adequada para a imobilizacdo de enzimas (Saudagar & Singhal, 2004).

A elevada solubilidade da y-CD facilita a preparacdo de solugfes mais concentradas de
moléculas ativas. Entretanto, a- ¢ p-CD sdo mais frequentemente produzidas em escala
industrial, devido & baixa produgdo de y-CD por CGTases microbianas (Wang, Wu, Chen, &
Wu, 2013). Uma das maneiras de alcangar melhor rendimento da y-CD é impedir a sua
destruicdo por reacdes reversas que podem ocorrer durante a sua producdo. Isto é possivel por
meio da formagao de um complexo estavel da y-CD com um agente complexante apropriado,
como a glicirrizina. Esta substancia é natural, ndo téxica e com elevado poder edulcorante.
Além disso, complexa-se com a y-CD com especificidade de 100% em relacéo as demais CDs
(Matioli, Zanin, & Moraes, 2000; Sato, Nagano, Yagi, & Ishikura, 1985; Sato & Yagi, 1991).

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente diferentes estratégias de
producdo de CDs, que tém em comum a possibilidade de separacdo da CGTase dos seus
produtos inibitorios no meio reacional e, consequentemente, a sua reutilizacdo e melhor
aproveitamento. Para todos os ensaios, utilizou-se a CGTase do Bacillus firmus cepa 37 e o

substrato amido de milho 5% (p/V) na presenca de etanol 10% (V/V), nas condicdes
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reacionais otimizadas em estudo anterior (Fenelon et al., 2015). Na primeira estratégia, foram
utilizados dois diferentes sistemas de ultrafiltragdo para a produgdo de B-CD nas formas
continua e de bateladas repetitivas. O segundo conjunto de estratégias foi a imobilizacdo da
CGTase em dois suportes naturais, curdlana e esponja vegetal, e a avaliacdo da producdo de
CDs em bateladas repetitivas. A Ultima estratégia adotada foi a utilizacdo do agente
complexante glicirrizina para modular a seletividade da CGTase em favor da y-CD,

aumentando o seu rendimento no modelo de bateladas repetitivas em sistema de ultrafiltragéo.

2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

As a-, B- e y-CDs, utilizadas como padréo, e a glicirrizina (&cido glicirrizico, sal de
amonio, G2137, lote 070M1636V), utilizada como agente complexante, foram adquiridas da
Sigma (St. Louis, MO, EUA). O amido de milho, utilizado como substrato em todos 0s
ensaios, era de grau alimenticio (Maizena, Unilever Company) e foi comprado em um
mercado local. A maltodextrina (dextrina 10 de amido de milho, artigo 31410), utilizada nas
determinacOes de atividade enzimética, foi obtida da Fluka (Buchs, Suica). A curdlana,
utilizada como suporte de imobilizacdo foi adquirida da Wako Pure Chemical Industries
(Osaka, Japan), e a esponja vegetal in natura foi obtida em um mercado local. Todos 0s

demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2. Enzima e meio reacional

A enzima CGTase utilizada em todos os ensaios foi obtida a partir do B. firmus cepa
37, isolado de solo de plantacdo de mandioca por Matioli, Zanin, Guimaraes, & Moraes
(1998).

Para as estratégias de imobilizacéo, utilizou-se a CGTase purificada por cromatografia
de afinidade bioespecifica, de acordo com a metodologia descrita por Moriwaki, Mazzer,
Pazzetto, & Matioli (2009). Para todas as demais estratégias, utilizou-se a CGTase

semipurificada pela metodologia estudada por Fenelon et al. (2015).

A atividade enzimatica, o teor de proteinas e a atividade enzimatica especifica das
amostras foram determinadas para padronizar a concentracdo de enzima em relacdo aos

volumes de meio reacional para producdo de CDs. Em todos os ensaios, a concentragéo
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enzimatica utilizada no meio reacional foi de 0,1 U/mL. Uma unidade de atividade enzimatica
(V) foi definida como a quantidade de CGTase que produz 1 umol de B-CD por minuto, sob

as condicdes de teste.

A composicdo geral do meio reacional utilizado foi: substrato amido de milho 5%
(p/V), etanol 10% (V/V), tampéo Tris-HCI 50 mmol/L (pH 8,0) 20% (V/V), solucédo de CaCl,
5 mmol/L 10% (V/V) e agua purificada g.s.p. 100% (Fenelon et al., 2015). Todos 0s meios
reacionais utilizados nos ensaios foram previamente esterilizados em autoclave a 121 °C, por

15 min.

2.3. Producdo de CDs em bateladas repetitivas de 12 h em sistema de ultrafiltracdo

O sistema de ultrafiltracdo para producdo de CDs em bateladas repetitivas foi
previamente apresentado por Fenelon et al. (2015). Na ocasido, foram executadas 8 bateladas
repetitivas e observou-se que as bateladas com duracdo de 12 h ofereciam vantagens para a
produtividade e seletividade da B-CD. No entanto, no modelo previamente testado, o teor de
amido ndo era ajustado a cada nova batelada, causando um crescente aumento na sua
concentracédo e, consequentemente, na viscosidade do meio, com gradativa reducdo do fluxo
de ultrafiltracdo apds cada batelada. No presente estudo, o nimero de bateladas foi estendido
e a concentracdo de substrato no meio reacional foi corrigida de acordo com a taxa de

conversdo do amido em CDs.

Utilizando a CGTase semipurificada do B. firmus cepa 37, na concentracdo enzimatica
de 0,1 U/mL de meio reacional, foi realizada a producdo de CDs a partir do substrato amido
de milho 5% (p/V) na presenca de etanol 10% (p/V), pH 8,0, em um sistema de bateladas
repetitivas com 12 h de duracdo. Entre as bateladas, o meio reacional foi ultrafiltrado para
remoc¢do das CDs e demais produtos inibitérios formados durante a reacdo. A CGTase foi
recuperada e imediatamente reutilizada na batelada seguinte. O ensaio foi executado em reator
de vidro encamisado com capacidade para 50 mL de meio reacional, que permaneceu sob

agitacdo constante e temperatura de 50 °C.

Ao término da primeira batelada de 12 h, todo o volume de meio reacional foi
transferido, com auxilio de bomba peristéltica, para dispositivo Amicon® (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany), no qual passou por ultrafiltragdo em membrana de 10 kDa NMWL e
44,5 mm de didmetro, por pressdo de gas nitrogénio (30 a 40 Psi) e sob agitacdo. A CGTase

do B. firmus cepa 37 possui massa molecular de aproximadamente 78000 Da (Matioli, Zanin,
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& Moraes, 2001) e, dessa forma, foi retida pela membrana. Porém, a-, B- e y-CD, que

possuem 972, 1135 e 1297 Da, respectivamente, foram filtradas.

O filtrado foi recolhido e armazenado para determinacdo da concentracdo de CDs.
Todo o volume retido (contendo a enzima) foi suspenso em pequena quantidade de tampao
Tris-HCI 50 mmol/L e, com auxilio da bomba peristaltica, foi transferido novamente para o
reator. Foram adicionados novos 50 mL de meio de produgdo, com a concentragcdo de amido
de milho corrigida de acordo com a taxa de conversdo de 25% relatada por Fenelon et al.
(2015). Sob as mesmas condicdes da primeira batelada, reagdes subsequentes de 12 h foram
realizadas, com aplicagdo do procedimento de ultrafiltracdo no final das mesmas. As
bateladas foram continuadas até que a CGTase perdesse consideravelmente a sua capacidade
inicial de producdo de CDs, para tanto, considerou-se uma reducao de aproximadamente 50%.
A Fig. 1 representa a estratégia de producdo de CDs em bateladas repetitivas em sistema de
ultrafiltracdo. Nesse modelo, uma Unica bomba peristaltica foi utilizada para transferéncia do
meio reacional para o dispositivo de ultrafiltracdo e, em seguida, para retorno dos
componentes ndo filtrados (enzima e substrato) para o reator, o qual foi realimentado com

novo meio reacional para realizacdo da batelada seguinte.

[\ ==

Fig. 1. Representagdo esquematica do sistema de ultrafiltracdo utilizado para a producéo de CDs em
bateladas repetitivas, contendo: banho termostatizado (1), reator encamisado (2), agitador magnético
(3), bomba peristaltica (4), recipiente para coleta do ultrafiltrado (5), dispositivo de ultrafiltragdo
Amicon® com membrana de 10 KDa NMWL (6) e cilindro de gés nitrogénio comprimido (7).
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2.4. Producgdo de CDs em sistema continuo de ultrafiltracao

Utilizando os mesmos parametros reacionais descritos no item 2.3, a producédo de CDs
de forma continua foi realizada em reator encamisado de vidro com capacidade para 500 mL
de meio reacional, acoplado a um Modulo de Ultrafiltracdo (TE-0198, Tecnal, Piracicaba,
Brasil) equipado com coluna de fibra oca com limite de excluséo de 50 kDa NMWL e &rea de
membrana equivalente a 0,2 m?. O reator também foi acoplado a um sistema de alimentagéo
para reposicao do substrato convertido. O volume de meio reacional no reator foi mantido em
500 mL, contudo, o volume total operacional foi de em 800 mL, pois 300 mL ficaram em
circulacdo entre os condutos do sistema e a coluna. A producdo foi continuada até que a
CGTase perdesse consideravelmente a sua capacidade inicial de producéo de CDs, para tanto,
considerou-se uma reducdo de aproximadamente 50%. O modelo de producdo continua em

sistema de ultrafiltracdo esta representado na Fig. 2.

Fig. 2. Representacdo esquematica do sistema de ultrafiltracdo utilizado para a produgéo continua de
CDs, contendo: recipiente com meio reacional para alimentacdo do reator (1), bomba peristéltica para
alimentacdo do reator (2), banho termostatizado (3), reator encamisado (4), agitador magnético (5),
bomba peristaltica para transporte do meio para a coluna de ultrafiltracdo (6), coluna de ultrafiltracdo
de fibra oca de 50 KDa NMWL (7), recipiente para coleta do ultrafiltrado (8), retorno dos
componentes n&o filtrados (CGTase e substrato) para o reator (9).

A producdo foi iniciada com um processo descontinuo (batelada) de 12 h para que
houvesse o acimulo inicial de CDs. Em seguida, o sistema de ultrafiltracdo foi colocado em
funcionamento para inicio do processo de producao continua. A poténcia da bomba foi fixada

em 15%, resultando em um fluxo médio de permeado de 4,5 mL/min e pressao
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transmembrana entre 10 e 15 Psi. Dessa forma, o fluxo de alimentacdo do reator com novo
meio reacional também foi mantido em 4,5 mL/min para manutencdo do volume reacional e
concentracdo de substrato. Aliquotas do ultrafiltrado foram coletadas periodicamente para

determinacdo cromatogréfica da producédo de CDs.

2.5. Imobilizacdo da CGTase em curdlana e esponja vegetal para producdo de CDs

em bateladas repetitivas de 12 h

Para os ensaios de imobilizacdo dois suportes naturais foram utilizados, a curdlana e a
esponja vegetal (Luffa Cylindrica), que tém em comum o fato de serem formadas por cadeias
poliméricas de glicose e, portanto, possuirem nimero abundante de grupos hidroxila livres.
Para imobilizacdo da CGTase purificada, por ligacdo covalente aos suportes, utilizou-se uma

adaptacdo da metodologia descrita por Saudagar & Singhal (2004).

Para a imobilizagdo em curdlana, em 5 mL de NaOH 0,5 mmol/L foram dissolvidos
100 mg de curdlana e adicionou-se 1 mL de epicloridrina como molécula espacadora para
intermediar a ligacdo entre a CGTase e o suporte. A solucdo foi agitada durante 8 h a
temperatura ambiente com um agitador magnético. A curdlana ativada com epoxi foi
recuperada vertendo-se o gel em um banho contendo &lcool etilico gelado. O precipitado
epoxi-curdlana foi centrifugado a 4000 xg, durante 10 min e 8 °C. Em seguida, o precipitado
foi lavado com &gua, recuperado por uma nova centrifugacao e, entdo, utilizado como matriz
para imobilizacdo. A matriz de curdlana foi adicionado 1 mL de solugio contendo a enzima
purificada, juntamente com 5 mL de uma mistura de tampéo Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8,0, e
solucdo de CaCl, 5 mmol/L (na proporcédo de 60:40). A mistura foi agitada a 150 rpm, a 30 °C
por 8 h. Apds este periodo, o sobrenadante foi separado por centrifugacdo e a matriz lavada
trés vezes com a mesma mistura de solugfes mencionada anteriormente. O sobrenadante e as

solugdes de lavagem foram analisados a fim de detectar atividade enzimatica remanescente.

Uma vez alcancada a imobilizacdo, deu-se inicio a sua utilizagdo na produgédo de CDs
em bateladas repetitivas, sob as mesmas condi¢des reacionais utilizadas no ensaio de
bateladas repetitivas com ultrafiltracdo, no entanto, ao término de cada batelada, o processo
de ultrafiltracdo foi substituido por centrifugacdo do meio reacional por 10 min a 25 °C e
9000 xg. O precipitado contendo a CGTase imobilizada em curdlana e o substrato amido de

milho remanescente foram utilizados para a batelada seguinte, empregando um novo meio
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reacional com a concentragdo de amido corrigida. O sobrenadante foi armazenado e utilizado

para determinacdo da concentracao de CDs.

A imobilizacdo em esponja vegetal iniciou com um tratamento prévio das esponjas,
que consistiu em imersdo em &gua fervente por 30 min, em seguida, lavagem com &gua
corrente e imersdo em &gua destilada por 24 h. Neste periodo, a &gua de imersdo foi trocada
trés vezes. Entdo, as esponjas foram secas em estufa a 70 °C. Apos o pré-tratamento, foram
preparados discos de esponja vegetal com aproximadamente 8 mm de didmetro e 15 mg cada
disco. Um conjunto de discos foi pesado até totalizar uma massa de exatamente 100 mg.
Foram adicionados aos discos 10 mL de NaOH 0,5 mmol/L e 1 mL de epicloridina e, em
seguida, deixou-se em agitacdo por 8 h utilizando agitador magnético a temperatura ambiente.
Os discos foram lavados em &gua purificada e mergulhados em uma solucdo contendo 7 mL
da mistura Tris-HCI e CaCl; (60:40), citada anteriormente, juntamente com 1 mL da CGTase,
e mantidos sob agitacdo a 100 rpm a 30 °C por 8 h. Apos, os discos foram retirados da
solucdo e lavados trés vezes com solucéo Tris-HCI e CaCl, (60:40). A solucdo de imerséo e as

solucdes de lavagem foram analisadas a fim de detectar atividade enzimatica remanescente.

A CGTase imobilizada em esponja vegetal, foi utilizada para a produgdo de CDs em
bateladas repetitivas, sob as mesmas condicdes reacionais utilizadas no ensaio de bateladas
repetitivas com ultrafiltracdo. Assim como descrito para a CGTase imobilizada em curdlana,
o meio reacional foi centrifugado a 25 °C e 9000 xg. O precipitado contendo o substrato
remanescente e os discos de esponja com CGTase foram utilizados para a batelada seguinte,
empregando um novo meio reacional com a concentragdo de amido corrigida. O

sobrenadante foi armazenado e utilizado para determinacdo da concentracdo de CDs.

2.6. Produgdo de y-CD na presenca do agente complexante glicirrizina em bateladas
repetitivas de 12 h e 30 h, intercaladas por ultrafiltracéo

A CGTase do B. firmus cepa 37, nas condigdes previamente estudadas, tem como
produto majoritario a B-CD. Em propor¢do consideravelmente menor, ¢ produzida a y-CD. A
presenca de a-CD no meio reacional normalmente se limita a tracos e, frequentemente, torna-
se indetectavel (Fenelon et al., 2015). Matioli et al. (2000) utilizaram a glicirrizina como
agente complexante para a y-CD e conseguiram um aumento expressivo da seletividade da
CGTase de B. firmus cepa 37 para a produgdo dessa CD. Este presente estudo também

objetivou direcionar a producdo de CDs para um maior rendimento de y-CD, utilizando o
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agente complexante glicirrizina, contudo, o diferencial foi o emprego do modelo de bateladas

repetitivas com ultrafiltracdo, que permite o uso continuado da enzima.

Para este ensaio, 0 mesmo sistema de ultrafiltracdo e os mesmos procedimentos
descritos no item 2.3 foram utilizados. Ao meio reacional contendo amido de milho 5% (p/V)
e etanol 10% (V/V) foram adicionados 2,5% (p/V) de glicirrizina, previamente solubilizada

em agua purificada alcalinizada até pH 8,0 com solucdo de NaOH 2 mmol/L.

Essa estratégia foi executada por meio de dois ensaios com diferentes duracfes das
bateladas repetitivas: 12 h, levando em consideracdo a duracdo das bateladas recomendada
por Fenelon et al. (2015), e 30 h, ja que Matioli et al. (2000) demonstraram uma maior
inversdo entre as concentragoes de B- e y-CDs apds 24 h de reacdo. Apds a realizacdo de 4
bateladas repetitivas na presenca de glicirrizina, a quinta batelada foi realizada com meio
reacional sem a presenca do agente complexante, com a intencdo de evidenciar o retorno da

atividade da CGTase aos seus padroes normais de producdo de CDs.

2.7 Métodos analiticos
2.7.1. Determinagdo da concentracao de proteinas e da atividade enzimatica da CGTase

O teor de proteinas foi determinado pelo método de Bradford (1976), utilizando
albumina bovina como padrdo. A atividade enzimatica das amostras foi determinada de
acordo com sua produgdo de B-CD, medida por método espectrofotométrico, conforme

descrito por Moriwaki, Pelissari, Gongalves, Gongalves, & Matioli (2007).

2.7.2. Determinacdo cromatografica de CDs

As concentragdes de a-, - e y-CD foram determinadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Utilizou-se o cromatografo liquido Waters 2695 (Milford, MA, EUA)
equipado com detector de indice de refracdo Waters 2414 (Milford, MA, EUA), coluna
Microsorb-MV 100 NH, (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). O desenvolvimento
se deu por eluicdo isocratica, utilizando como fase movel uma solucdo de acetonitrila e agua
(60:40) e um fluxo de 0,9 mL/min a temperatura ambiente (21 °C). A temperatura do detector
foi ajustada para 30 °C. Os padrdes e as amostras foram filtrados em membrana de 0,45 pm.

Curvas analiticas foram construidas para a-, - e y-CD, em diferentes faixas de concentrag&o.
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2.7.3. Determinacé&o colorimétrica de CDs

Para os ensaios de producdo de y-CD na presenca do complexante glicirrizina, as
concentragdes de B- ¢ y-CD foram determinados por métodos espectrofotométricos, uma vez
que a glirrizina mostrou-se incompativel com o método cromatografico utilizado e com a
coluna Microsorb-MV 100 NH; (Agilent Technologies). A glicirrizina parece interagir
fortemente com a fase estacionaria da coluna, permanecendo aprisionada. A coluna utilizada
com amostras contendo glicirrizina passou a complexar toda y-CD posteriormente injetada.
Essa situacdo foi confirmada por meio de injecdes de padrbes contendo concentragdes
conhecidas de a-, B- e y-CDs, nas quais nao houve alteragdo na detecg¢ao de a- e f-CDs, mas a
v-CD se tornou indetectavel (dados ndo mostrados). Essa importante incompatibilidade entre
a glicirrizina e as colunas do tipo amino merece ser citada, uma vez que nenhum dado a esse

respeito foi encontrado na literatura.

A B-CD foi determinada pelo método descrito por Tardioli, Zanin, & Moraes (2006), 0
qual baseia-se na descoloracdo de uma solucdo de fenolftaleina a 550 nm, que ocorre apds
complexa¢do com a B-CD presente na amostra. Considerando que a relacdo entre a
absorbancia e a concentracao de B-CD somente permanece linear para concentracbes até 0,4
mmol/L, utilizou-se a teoria da complexacdo que fornece a relagdo néo linear entre a
absorbancia e a concentragdo de $-CD. A y-CD foi determinada pelo aumento da absorcéo a
620 nm de uma solucéo de verde de bromocresol ap6s a complexacao, conforme metodologia
descrita por Kato & Horikoshi (1984). Os resultados de absorbancia em funcdo da

concentragdo de y-CD foram ajustados por regresséo linear.

2.7.4. Andlise estatistica

Os resultados de rendimento de CDs, obtidos de trés determinacdes de testes em
triplicata, foram avaliados por meio de andlise de variancia (ANOVA), e as médias

comparadas por meio do teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

3. Resultados e discusséo
3.1. Atividades das CGTases purificada e semipurificada

Para a CGTase purificada, a atividade enzimatica determinada por método

espectrofotométrico foi de 8,29 U/mL e, pelo método de Bradford (Bradford, 1976), o teor de
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proteina foi de 0,08 mg/mL. Com esses dados foi calculada a atividade enzimatica especifica,
que correspondeu a 103,63 U/mg. Para CGTase semipurificada, a atividade enzimatica foi de
2,44 U/mL, o teor de proteina foi de 0,11 mg/mL e a atividade enzimaética especifica

correspondeu a 22,18 U/mg.

3.1. Producao de CDs em bateladas repetitivas de 12 h, intercaladas por ultrafiltracdo

No ensaio de producdo de CDs em bateladas repetitivas com duracdo de 12 h, foi
possivel a realizacdo de 16 bateladas repetitivas, conforme Fig. 3. Na primeira batelada, a
producdo de B-CD alcancou 12,64 mmol/L, sendo que apenas uma pequena queda foi
observada na segunda batelada (11,10 mmol/L). Nas demais bateladas, a produ¢do de B-CD

caiu progressivamente até atingir valores menores que 50% de sua capacidade inicial.
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Fig. 3. Producdo de CDs em 16 bateladas repetitivas de 12 h, utilizando CGTase semipurificada e
substrato amido de milho 5% (p/V), na presenca de etanol 10% (V/V), pH 8,0.

Em estudo prévio realizado por Fenelon et al. (2015), o processo de bateladas
repetitivas em sistema de ultrafiltracdo foi utilizado sob condigdes operacionais similares,
porém, sem a corregdo da concentragdo de substrato no meio reacional utilizado em cada
batelada subsequente. Foram realizadas 8 bateladas, nas quais se observou uma producéo
satisfatoria de B-CD, com queda ténue do rendimento entre as bateladas e alcangando
produtividade de 0,72 mmol/L/h ao longo do processo. Os autores relataram que a taxa de

conversao do substrato em CDs néo foi considerada para correcdo do meio reacional e, assim,
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a concentracdo crescente de amido a cada nova batelada tornava o meio cada vez mais

viscoso, comprometendo a velocidade do fluxo de ultrafiltracao.

Comparativamente, na presente pesquisa, as concentracées do meio reacional foram
corrigidas a cada nova batelada de tal forma que o teor inicial de amido sempre estivesse
proximo de 5% (p/V). Como esperado, este procedimento evitou o0 aumento da viscosidade do
meio reacional e manteve a eficiéncia do fluxo de ultrafiltracdo. No entanto, a produtividade
observada para as primeiras 8 bateladas do ensaio caiu ligeiramente para 0,68 mmol/L/h, ou
seja, 5,55% menor do que a produtividade obtida no ensaio sem corre¢do da concentracdo de
amido. E possivel inferir que as concentragdes crescentes de substrato, quando a corregio nao
é realizada, possam compensar a perda de atividade da CGTase relacionada a estabilidade
operacional, pois, como é amplamente conhecido, 0 aumento da concentracdo de substrato,
até certo ponto, leva ao aumento de rendimento do produto. No entanto, se um ndmero maior
de bateladas for considerado, é possivel que o acimulo de amido se eleve a patamares em que
a viscosidade do meio dificulte o acesso da enzima ao substrato e, a0 mesmo tempo, a alta

concentracdo de amido iniba a atividade da enzima, como descrito por Schoffer et al. (2013).

Como pode ser observado na Fig. 3, o declinio da concentragdo de B-CD foi mais
pronunciado nas bateladas iniciais, especialmente até a quinta batelada. Nas bateladas
subsequentes, a produgdo de 3-CD parece se estabilizar, resultando em concentragdes muito
semelhantes e com apenas uma diminuicdo lenta do rendimento ao longo das bateladas. E
possivel que este comportamento também esteja relacionado com o efeito do aumento da
concentracdo de substrato no meio reacional, 0 que compensa até certo ponto a perda da
estabilidade operacional da CGTase (conforme descrito no paragrafo anterior). Isso pode
ocorrer porque, apesar da correcdo da concentracdo de amido em cada nova batelada, a taxa
de conversdo considerada para padronizar a corre¢do do substrato nos ensaios (25%) nao é
mantida durante todo o ensaio. Em suma, a diminuic¢do da taxa de converséo real, enquanto a
mesma taxa padrdo € utilizada para corre¢do media, leva ao aumento gradual da concentragédo

de amido no meio de reacdo ao longo do ensaio.

Quantidade pouco significativa de y-CD foi produzida no decorrer das bateladas
repetitivas, correspondendo a uma concentracdo media de 0,56 mmol/L. Para a maioria das
bateladas, a a-CD ndo foi produzida em quantidade detectavel. Sendo assim, uma excelente

seletividade para -CD foi obtida, alcangando 92,60% para a totalidade do ensaio.
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3.2. Producéo de CDs em sistema continuo de ultrafiltracéo

A producdo continua foi mantida ao longo de 264 h (11 dias). A cada 12 h foram
coletadas aliquotas do ultrafiltrado para determinacdo das CDs produzidas (Fig. 4). A
producdo de B-CD nas primeiras 12 h, sem ultrafiltracdo, foi de 16,90 mmol/L. Apds a
obtencdo dessa batelada com rendimento satisfatorio e acimulo inicial de CDs, o sistema
continuo de ultrafiltracdo foi colocado em operacdo. Decorridas 12 h de processo continuo, 24
h totais, apenas uma pequena queda na concentragdo B-CD foi observada, correspondendo a
16,61 mmol/L e, as 36 h de processo, a concentracdo ainda se manteve elevada (15,27
mmol/L). O rendimento de B-CD caiu de forma gradativa ao longo do ensaio. Apds 264 h, a

concentragao de B-CD chegou a 5,85 mmol/L, quando se optou pela finalizagcdo do processo.
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Fig. 4. Concentragdo de CDs ao longo de 264 h (11 dias) de producdo continua em sistema de
ultrafiltracdo utilizando CGTase semipurificada e substrato amido de milho 5% (p/V), na presenca de
etanol 10% (V/V), pH 8,0.

A produgido de a- e y-CD foi bastante baixa ao longo de todo o periodo de producéo.
Apo0s as primeiras 12 h de produgdo, as concentragdes de a- e y-CD foram 0,24 mmol/L e
1,74 mmol/L, respectivamente. Essa concentracao caiu gradativamente e, a partir do tempo de
180 h, essas CDs deixaram de ser detectadas no meio reacional. Excelente seletividade para -
CD foi obtida ao longo do ensaio, com percentual médio de 95,39%. Assim, rendimentos
satisfatorios de B-CD foram alcangados com o emprego do sistema continuo de ultrafiltragéo,
visto que inicialmente a producdo manteve valores adequados e a queda no rendimento

ocorreu lentamente, sem a necessidade de reposi¢éo da enzima ao longo do processo.

Esses resultados demonstram a efetividade do sistema continuo de ultrafiltracdo para

um melhor aproveitamento da CGTase na producdo de CDs. A baixa producdo observada
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para a- ¢ y-CD j& era esperada, pois a CGTase do B. firmus cepa 37, em condi¢fes normais,
sem emprego de agentes complexantes, sempre produz uma propor¢do significativamente
maior de B-CD em relacdo as demais, principalmente quando o substrato empregado € o
amido de milho (Fenelon et al., 2015). Essa condicdo pode ser considerada bastante favoravel,
sobretudo quando se considera o aspecto de purificacdo para obtencdo das CDs isoladas, 0

que € quase sempre desejavel.

3.3. Imobilizacdo da CGTase em curdlana e esponja vegetal para producdo de CDs em
bateladas repetitivas de 12 h

Apdbs as imobilizacbes da CGTase em curdlana e esponja vegetal, foram realizadas
determinacg6es da atividade enzimatica da CGTase e do teor de proteinas em todos os liquidos
remanescentes dos processos, a fim de detectar a presenca de enzima ndo ligada ao suporte.
Verificou-se que a eficiéncia da imobilizacdo da CGTase em curdlana correspondeu a 45% e

em esponja vegetal foi de 30%, considerando a concentracdo de proteina imobilizada.

Para a producdo de CDs, os volumes de meio reacional foram ajustados de modo a
obter a concentracdo enzimatica de 0,1 U/mL, conforme padronizado para todas as estratégias
de producéo de CDs. Para a enzima imobilizada em curdlana, foram realizadas 4 bateladas
repetitivas. No final da primeira batelada, a concentracdo de p-CD no meio reacional foi
satisfatoria, alcancando 8,93 mmol/L (Fig. 5). Esse resultado demonstra que o processo de
imobilizacéo foi eficiente e que o método utilizado ndo afetou drasticamente o sitio ativo da
CGTase e a sua habilidade de produzir CDs. No entando, nas bateladas seguintes, embora a
CGTase imobilizada em curdlana tenha continuado ativa, o rendimento de 3-CD sofreu uma

gueda acentuada.
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Fig. 5. Comparagdo da produgdo de CDs em 4 bateladas repetitivas de 12 h, utilizando CGTase
purificada e imobilizada em 2 suportes diferentes: curdlana e esponja vegetal. O substrato foi amido de
milho 5% (p/V), na presenga de etanol 10% (V/V), pH 8,0.

Na primeira batelada de producdo com a enzima livre em sistema de ultrafiltracdo
(Fig. 3), a concentragdo de B-CD no meio reacional foi de 12,64 mmol/L, ou seja, cerca de
29% maior do que a produzida com a CGTase imobilizada. Este resultado evidencia a
necessidade de aprimoramento do método de imobilizacdo, embora a imobilizacdo da CGTase

em curdlana seja possivel e produza rendimento aceitavel de CDs.

A produgdo de B-CD pela CGTase imobilizada em esponja também foi executada em
4 bateladas repetitivas (Fig. 5). No final da primeira batelada de producéo, a concentracéo de
B-CD no meio reacional foi de 1,27 mmol/L, mostrando uma producdo pouco satisfatoria de
B-CD, embora ndo tenha ocorrido inativacdo total da CGTase por esse método, o que é
passivel de advir caso o processo de imobilizacdo afete o sitio ativo da enzima. Nas bateladas
2 e 3, a enzima permaneceu ativa produzindo uma pequena quantidade de B-CD, mas, na
quarta batelada, ja ndo foi possivel detectar a presenga de B-CD no meio reacional. Assim,
mesmo que a quantidade de B-CD tenha sido bastante inferior & produzida pela enzima livre

nas mesmas condicdes, a imobilizacdo da enzima foi observada.

Tanto a CGTase imobilizada em curdlana quanto aquela imobilizada em esponja
vegetal mantiveram sua caracteristica de produ¢do majoritaria de B-CD, acompanhada de

pequena quantidade de y-CD, enquanto a a-CD ndo foi detectada em nenhuma das bateladas.

Um exemplo satisfatério de imobilizacdo de CGTase é descrito por Schoffer et al.

(2017a), em que uma CGTase comercial imobilizada em dois tipos de suporte de silica
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funcionalizada foi utilizada em um reator de leito fixo para produgdo continua de CDs. Em
seu resultado mais promissor, usando grupos amino por ativacdo com glutaraldeido, embora a
taxa de imobilizacdo tenha sido de apenas 2,86%, a CGTase manteve 100% de sua atividade

inicial durante pelo menos 200 h.

3.4. Producdo de y-CD na presenca do agente complexante glicirrizina em bateladas

repetitivas de 12 h e 30 h, intercaladas por ultrafiltracéo

A efetividade da glicirrizina como agente complexante para aumentar a seletividade da
y-CD ja foi evidenciada e comprovada em estudos anteriores (Matioli et al., 2000). No
entanto, ndo ha dados na literatura a respeito da utilizacdo desse agente em um modelo de
bateladas repetitivas em sistema de ultrafiltracdo com reutilizacdo da CGTase. Neste estudo, a
fim de evidenciar o efeito reversivel da presenca do agente complexante sobre a modulacéo
da seletividade da CGTase, optou-se por proceder 4 bateladas na presenca da glicirrizina e,
em seguida, realizar a quinta batelada sem a sua adicdo ao meio reacional. O numero de
bateladas ndo foi estendido para que o efeito do agente complexante fosse observado

enquanto a CGTase ainda estivesse com estabilidade operacional satisfatoria.

O resultado dessa estratégia pode ser observado na Fig. 6. No ensaio com bateladas de
12 h, a concentragdo de B-CD ficou consideravelmente abaixo da que normalmente é obtida
nas mesmas condicBes de ensaio, na auséncia de glicirrizina, correspondendo a 6,11 mmol/L.
Ao mesmo tempo, o rendimento de y-CD esta bastante aumentado, ou seja, 5,75 mmol/L,
embora ainda ndo supere o de B-CD. As 3 bateladas seguintes mantiveram 0 mesmo
comportamento, com pequenos decaimentos de concentracdo a cada batelada. J& no ensaio
com bateladas de 30 h, foi possivel observar a inversdo dos rendimentos, ou seja, a
concentracdo de y-CD (7,91 mmol/L) superou a de B-CD (4,89 mmol/L) desde a primeira
batelada. Esse comportamento se manteve até a quarta batelada, assim como ocorreu para as
bateladas de 12 h.

Essa estratégia eficiente para aumentar a producdo de y-CD esta em consonéancia com
os esforcos das pesquisas atuais, visando tecnologias mais promissoras para a obtencédo
industrial desta CD. Recentemente, Qiu et al. (2018) investigaram o efeito de varios solventes
como agentes complexantes para a produgdo de y-CD por uma y-CGTase recombinante, por
meio da reacdo de acoplamento a partir de B-CD e maltose. O melhor resultado foi obtido na

presenca de 5-ciclo-hexadecen-1-ona, atingindo 30,5% de rendimento de y-CD.
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Fig. 6. Producdo de CDs em 5 bateladas repetitivas de (a) 12 h e (b) 30 h. Em ambos os casos, as 4
primeiras bateladas foram conduzidas na presenca de glicirrizina 2,5% (p/V) (agente complexante para
v-CD). Na quinta batelada, a glicirrizina foi suprimida do meio reacional. Utilizou-se CGTase
semipurificada e substrato amido de milho 5% (p/V), na presenca de etanol 10% (V/V), pH 8,0.

Na quinta batelada, com a supressdo da glicirrizina, ocorreu a reversdao do efeito
causado pela presenca do agente complexante, para ambos 0s ensaios, bateladas de 12 e 30 h.
Este comportamento j& era esperado, uma vez que o principio da utilizagdo de agentes
complexantes ndo pressupbe modificacdo permanente na enzima. Em outras palavras, a
modulacdo perdura enquanto houver complexante disponivel no meio, apto a sequestrar o
produto de interesse. No entanto, observa-se que essa reversdo ndo foi total e que a
concentragdo de y-CD continua elevada em relagdo ao padrdo da CGTase em estudo. O mais



41

provavel é que este efeito esteja relacionado com a presenca residual de glicirrizina no meio
reacional utilizado na quinta batelada, j& que para a sua eliminacéo total pela ultrafiltracéo
seria necessaria a realizagdo de extensivas lavagens, o que foi evitado por se tratar de um

procedimento pouco econémico.

Apesar da proporgao entre 3- ¢ y-CD ter sido amplamente modificada pela presenca da
glicirrizina, especialmente no ensaio com bateladas de 30 h, foi possivel observar que o
rendimento de CDs totais (soma das concentragdes de - ¢ y-CD) se manteve dentro da faixa

comumente observada para a CGTase do B. firmus cepa 37.

3.5. Produtividade e seletividade comparativa entre as estratégias ensaiadas para producao
de CDs

Para o estudo comparativo da produtividade e da seletividade entre as diferentes
estratégias de producdo de CDs foram consideradas, a principio, as primeiras 48 h de ensaio e,
para o calculo da produtividade, somente o tempo de reacdo, pois o tempo gasto com a
ultrafiltracdo ou outros procedimentos entre as bateladas ndo foram incluidos. Para alguns

casos, 48 h de reacédo corresponderam a duracdo total do ensaio.

Na Fig. 7, é possivel observar que a produtividade de CDs totais do modelo continuo
em sistema de ultrafiltracdo superou a produtividade de todas as demais estratégias,
correspondendo a 1,47 mmol/L/h. Em seguida, a produtividade do modelo de bateladas

repetitivas seguidas de ultrafiltragdo alcangou 0,88 mmol/L/h.
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Fig. 7. Produtividade de CDs totais em 48 h de ensaio, determinada para cada estratégia: PC=
producdo continua em sistema de ultrafiltracdo; BR= bateladas repetitivas em sistema de ultrafiltracao;
BRG 12 h= bateladas repetitivas de 12 h com glicirrizina, em sistema de ultrafiltracdo; BRG 30 h=
bateladas repetitivas de 30 h com glicirrizina, em sistema de ultrafiltragdo; 1C= bateladas repetitivas
com a CGTase imobilizada em curdlana; IE= bateladas repetitivas com a CGTase imobilizada em
esponja vegetal.

Essa grande diferenca entre as produtividades, 40% maior para 0 processo continuo,
estd relacionada, principalmente, com a maior eficiéncia deste modelo em evitar que o
equilibrio reacional seja alcancado, ou seja, que os produtos afetem a atividade da CGTase.
Além disso, a producdo continua evita que a enzima permaneca ociosa durante o periodo de
ultrafiltracdo, o que é inevitavel no processo de bateladas repetitivas. Se o tempo de
ultrafiltracdo apo6s cada batelada repetitiva for considerado no célculo da produtividade,

observa-se que a superioridade do sistema continuo se torna ainda mais ostensiva (quase 50%

mais produtivo).

A menor produtividade de CDs totais observada para o ensaio de bateladas repetitivas
de 30 h com glicirrizina (0,50 mmol/L/h) em relagdo a produtividade das bateladas de 12 h
(0,81 mmol/L/h) esté relacionada justamente com o tempo de duracdo das bateladas. Fenelon
et al. (2015) demonstraram que as bateladas de maior duragdo apresentam menor
produtividade devido ao estabelecimento do equilibrio de producéo de CDs. No entanto, para

este ensaio especifico, a maior duracdo da batelada levou a uma melhor atuacdo do agente
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complexante e, consequentemente, uma melhor produgdo de y-CD, conforme discutido no
item 3.4.

As baixas produtividades observadas para as bateladas repetitivas com a CGTase
imobilizada em curdlana (0,32 mmol/L/h) e em esponja vegetal (0,03 mmol/L/h) podem estar
relacionadas com uma inativagdo parcial da enzima durante o processo de imobilizagdo.
Alguns dos motivos que podem explicar essa inativacdo sdo: a ocorréncia de modificacdo do
sitio ativo da enzima, perdendo sua especificidade e impossibilitando a ligacao do substrato; o
sitio ativo da enzima pode ter se ligado ao suporte ou, ainda, a desnaturacéo da enzima pela

combinacéo dos solventes utilizados.

Como pode ser observado na Fig. 8, a seletividade da CGTase para a produgdo de p-
CD alcancou percentuais elevados em todos os ensaios sem a presenca do agente complexante
glicirrizina. Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de que, em todos os ensaios, as
CDs foram removidas do meio reacional antes que o equilibrio de produgido de p-CD fosse
atingido. A alta seletividade ja havia sido observada em estudo anterior quando a duracédo das
bateladas é mantida em 12 h, ao mesmo tempo em que baixas seletividades foram observadas
em ensaios com bateladas de 24 h, pois, uma vez atingido o equilibrio de produgédo de B-CD, a
CGTase ajusta sua produgdo na diregdo das a- e y-CDs (Fenelon et al., 2015).
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Fig. 8. Concentragdo de B-CD em relacdo ao total de CDs em 48 h de ensaio (seletividade),
determinada para cada estratégia: PC= producao continua em sistema de ultrafiltracdo; BR= bateladas
repetitivas em sistema de ultrafiltracdo; BRG 12 h= bateladas repetitivas de 12 h com glicirrizina, em
sistema de ultrafiltracdo; BRG 30 h= bateladas repetitivas de 30 h com glicirrizina, em sistema de
ultrafiltracdo; IC= bateladas repetitivas com a CGTase imobilizada em curdlana; IE= bateladas
repetitivas com a CGTase imobilizada em esponja vegetal.

No ensaio de producdo continua, 92,84% do rendimento foi relativo a p-CD nas
primeiras 48 h, e 95,39% quando o periodo completo de producdo (264 h) é considerado.
Neste modelo, a excelente seletividade para B-CD também esta relacionada com a sua
eliminacdo do meio reacional antes que a concentracdo de equilibrio seja alcancada, o que
ocorre de forma ininterrupta e, portanto, ainda mais eficiente do que no modelo de bateladas

repetitivas de 12 h.

E importante observar a acentuada queda na seletividade para p-CD que ocorreu nas
bateladas repetitivas com a presenca do agente complexante glicirrizina. No ensaio com
bateladas de 12 h, a seletividade para $-CD caiu para 51,31%. No ensaio com bateladas de 30
h, a seletividade para B-CD correspondeu apenas a 38,79% e, portanto, uma seletividade de

61,21% para y-CD, o0 que evidencia a efetividade da utilizacdo da glicirrizina na modulacéo
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da atividade da CGTase e aumento do rendimento de y-CD no modelo de bateladas repetitivas

em sistema de ultrafiltracdo.

Para uma melhor compreensdo dos diferentes sistemas, a Tabela 1 resume alguns
parametros calculados considerando as primeiras 48 h de cada uma das estratégias testadas.
Vale ressaltar o excelente rendimento de CDs totais (40,2%) em relacdo a massa do substrato
no meio reacional e a recuperacédo da atividade da CGTase apos 48 h (85,6%), ambos obtidos
no ensaio de producdo continua. Esses resultados estdo de acordo com a produtividade
expressiva alcangada com este modelo, discutido anteriormente. As menores percentagens de
recuperacdo da atividade da CGTase para os modelos em batelada podem ser explicadas pelo
tempo adicional em que a enzima permanece no processo de ultrafiltracdo apos cada batelada

(em média 2 h) e que possivelmente contribui para a perda de estabilidade.

Rakmai & Cheirsilp (2016) também obtiveram uma boa estabilidade operacional da
CGTase para a produgdo continua de B-CD, realizada por 96 h, em um reator continuo de
tanque agitado integrado com um reator de leito fixo, utilizando CGTase imobilizada em
esferas mistas de alginato e gelatina. Durante as primeiras 60 h do processo, a produgéo de -
CD manteve-se relativamente estavel entre 9,2 e 10,6 g/L, em 96 h a producdo reduziu para
6,38 g/L.

A temperatura de trabalho ideal da CGTase de B. firmus cepa 37 é de 50 °C (Matioli et
al., 2001), no entanto, a exposicdo a esta temperatura por longos periodos leva a uma
degradacdo gradual e perda de atividade enzimatica. Em um estudo recente, Zhang, Li e
Zhang (2018) demonstraram a eficicia da adi¢cdo de misturas quimicas estabilizadoras para
melhorar a termoestabilidade de uma CGTase recombinante, conseguindo um aumento de 7,6
e 9,4 vezes nas atividades enzimaticas para B- e y-CD, respectivamente. Essa pode ser uma

boa alternativa para tornar o aproveitamento da CGTase ainda mais satisfatorio.
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Tabela 1
Resumo de diferentes parametros calculados para cada estratégia empregada para producdo de CDs, considerando as primeiras 48 h de teste.

) P a . R 3 - -
Estratégia para rt?d_ugao Rendimento ecu!oe_ragao Produtividade de CDs (mmol/L/h) Relacdo entre as CDs/seletividade (%)
x média de da atividade
producdo de . de CDs
CDs CDs totais totais (%) ° da CGTase
(mmol/L) apos 48 h (%) a-CD B-CD y-CD a-CD B-CD v-CD
pPC? 176+0,4 40,2+0,6 85,6 +0,7 0,015+ 0,003 1,36 0,04 0,09 £ 0,02 0,99+0,04 928+0,7 6,2+0,2
BR® 10,6 +0,3 24,3+0,5 61,3+0,5 0,004 £0,001 0,83 +0,03 0,06 £0,01 0,82+0,04 924+05 6,8+0,3
BRG12h° 98+04 23,7+ 0,5 64,2+0,7 ND” 0,44 +0,04 0,37 +£0,04 ND" 51,3+0,6  48,7+05
BRG30h* 42+0,2 10,4 +0,3 66,2 + 0,6 ND” 0,19 +£0,04 0,31+0,03 ND" 38,8+0,7 61,2+0,5
IC*® 38+0,2 8,8+0,4 6,5+0,3 ND” 0,29 £ 0,03 0,03+0,01 ND" 90,9+0,6 9,1+0,.2
IE' 0,42+0,05 0,96 +0,04 ND” ND” 0,03+0,01 0,004 + 0,002 ND” 89,3+04  10,7+04

2 PC = producdo continua em sistema de ultrafiltracéo; ® BR = bateladas repetitivas em sistema de ultrafiltracdo; © BRG 12 h = bateladas repetitivas de 12 h,
com glicirrizina, em sistema de ultrafiltracéo; 4 BRG 30 h = bateladas repetitivas de 30 h, com glicirrizina, em sistema de ultrafiltracdo; ® IC = bateladas
repetitivas com CGTase imobilizada em curdlana; " IE = bateladas repetitivas com CGTase imobilizada em esponja vegetal.

9 Relativo a massa de substrato no meio reacional.

“ND = nio detectado.

Os resultados representam a média + desvio padréo de trés determinagdes de testes em triplicata.
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4. Concluséao

Concluimos que cada uma das estratégias de producdo de CDs utilizada possui
particularidades, vantagens e desvantagens que devem ser consideradas de acordo com o
objetivo almejado. A producdo continua em sistema de ultrafiltragdo merece ser destacada
como uma estratégia que oferece elevada produtividade e seletividade para a produgdo de f-
CD, nas condicdes testadas. As bateladas repetitivas em sistema de ultrafiltracdo, embora
menos produtivas, tem o seu valor devido ao arranjo mais simples, com necessidade de menor
ndmero de equipamentos. O uso do agente complexante glicirrizina mostrou ser uma
alternativa eficaz para aumentar a seletividade da y-CD em modelos de bateladas repetitivas
com ultrafiltracdo. Apesar da baixa produtividade e estabilidade da CGTase apresentadas
guando as estratégias de imobilizacdo foram avaliadas, a reutilizacdo da enzima em bateladas

repetitivas foi alcancada.

Cada um dos modelos estratégicos estudados nesta pesquisa possui condigdes
ajustaveis e passiveis de otimizacdo e, por meio de parametros de reacdo da CGTase do B.
firmus cepa 37 previamente estudados, foi possivel obter informacdes relevantes sobre o

comportamento enzimatico e como cada estratégia afeta o rendimento das CDs.
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