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RESUMO

A ciclomaltodextrina glucanotransferase (EC 2.4.1.19) é uma enzima capaz de formar
ciclodextrinas a partir do amido. As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, 0s quais 0s
principais tipos séo a-, - e y-CD, que apresentam 6, 7 e 8 unidades de glicose interligadas por
ligacbes a-1,4. Duas bactérias alcalofilicas Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 e
Paenibacillus campinasensis H69-3 foram estudadas por apresentarem boa producdo de CGTase,
ambas foram isoladas de amostras de solo. A atividade enzimética foi estudada utilizando os
métodos ja pré-determinados em estudos anteriores, como dextrinizante, CD-fenolftaleina e
determinagdo de proteina. Para alcancar a purificagdo foram utilizados os processos de
ultrafiltracéo e purificacdo por gel filtracdo em resina Sephadex G-75. A partir desses processos
obteve-se resultados significativos, para o extrato purificado produzido por Bacillus sp subgrupo
alcalophilus E16, obteve-se um fator de purificagdo de 35,4 vezes, um rendimento de 34.1 % e
atividade especifica de 13.10 U/mg, enquanto o extrato purificado de Paenibacillus
campinasensis H69-3 resultou em um fator de purificagdo de 94.5 vezes, um rendimento de
33.2% e a atividade especifica de 23.64 U/mg. Foram feitos ensaios quanto a producdo de
ciclodextrinas utilizando o extrato bruto concentrado da CGTase por ultrafiltracdo produzida por
Paenibacillus campinasensis H69-3, no perfil de hidrélise de diferentes amidos a 1.0%, a enzima
atuou convertendo o amido em B-CD de melhor forma nos amidos de arroz e de mandioca,
enquanto que na concentracdo de 2.5 % a melhor conversdo se deu nos amidos de milho e
mandioca. Quanto a dextrinizagdo dos amidos, as concentragdes de 1.0 % e 2.5 % apresentaram
o mesmo perfil de hidrdlise, sendo os amidos de mandioca, solivel e batata apresentaram melhor
conversdo, quando comparadas aos amidos de arroz e milho. A dextrinizagdo do amido foi mais
efetiva na concentracdo de 1.0%, pois praticamente todo amido havia sido hidrolisado, na
concentragdo de 2.5 %, a hidrélise foi mais lenta, pois em 24 horas os amidos em estudo ndo

foram hidrolisados em sua totalidade. Ensaios com o extrato bruto e parcialmente purificado



foram feitos e a CGTase de Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 teve maior eficiéncia
hidrolisando amido de mandioca e a CGTase de Paenibacillus campinasensis H69-3 em amido
de milho, para os ensaios de secagem foram utilizadas as concentragdes de 2.5% e 4.0% pois 0
teor de sélidos é um fator importante para a secagem. A caracterizagdo das CDs foi realizada por
HPLC com detector de indice de refracdo, nenhuma das amostras apresentou a presencga de a-
CD, a CGTase bruta produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3 uma propor¢éo a: B: y
para os hidrolizados produzidos de 0:1,0:0,50 e 0:1,0:0,56 nas concentragdes de 2.5 % e 4.0 %
de amido, respectivamente, para os hidrolisados utilizando CGTase parcialmente purificada a
proporcdo foi de 0:1,0:0,46 para ambas as concentragdes de substrato. A proporgéo a: B: y para
os hidrolisados produzidos pela CGTase bruta de Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16, foi de
0:1,0:0,24 e 0:1,0:0,23 nas concentracdes de 2.5 % e 4.0 % de amido, respectivamente, enquanto
que para os hidrolisados utilizando CGTase parcialmente purificada a proporgédo foi de
0:1,0:0,26 e 0:1,0:0,28 nas concentracbes de 25% e 4.0% de amido de mandioca,

respectivamente.

Palavras-chave: Ciclodextrinas. Bactérias alcalofilicas. Amido. Spray drying.



ABSTRACT
The cyclomaltodextrin glucanotransferase ( EC 2.4.1.19 ) is an enzyme able to form cyclodextrin
from starch . Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides , which are the main types o -, B -and y -
CD which have 6, 7 and 8 glucose units connected by a - 1, 4 bonds. Two bacterial alkalophilic
Bacillus sp subgroup alcalophilus E16 and Paenibacillus campinasensis H69 -3 was studied due
to their good CGTase production, both of which were isolated from soil samples. The enzymatic
activity was studied using the methods already pre-determined in previous studies, as
dextrinizante, CD-phenolphthalein and protein determination. To achieve the purification and
ultrafiltration processes were used for purification gel filtration resin Sephadex G-75. From these
processes significant results were obtained for the purified extract produced by Bacillus sp
subgroup alcalophilus E16 gave a purification factor of 35.4 times, a yield of 34.1% and a
specific activity of 13.10 U / mg , while the purified extract of Paenibacillus campinasensis
H69-3 resulted in a purification factor of 94.5 times , a yield of 33.2 % and specific activity of
23.64 U / mg . Tests were made for the production of cyclodextrins using concentrated crude
extract by ultrafiltration CGTase produced by Paenibacillus campinasensis H69 3, hydrolysis of
starches from different profile than 1.0 % , the enzyme acted converting starch into 3- CD best in
rice starch and tapioca , whereas a concentration of 2.5 % and better conversion is given cassava
and corn starch . As for dextrinizing the starch, the concentrations of 1.0% and 2.5% showed the
same profile hydrolysis , and cassava starches , potato and soluble showed better conversion,
when compared to starches of rice and corn. Dextrinisation of starch was more effective at 1.0%
concentration , because practically all starch was hydrolyzed at a concentration of 2.5% was
slower hydrolysis , for 24 hours, the starches in the study were not hydrolyzed to a entirety. Tests
with crude and partially purified extracts were made and the CGTase from Bacillus sp subgroup
alcalophilus E16 had higher efficiency and cassava starch hydrolyzing CGTase of Paenibacillus
campinasensis H69-3 corn starch , drying for testing concentrations were used 2.5 % and 4.0 %

for the solids content is an important factor for drying . The characterization of the CDs was



performed by HPLC with refractive index detector , none of the samples showed the presence of
a-CD , gross CGTase produced by Paenibacillus campinasensis H69-3 is a ratio a:f:y
hydrolysates produced for 0:1,0:0,50 0:1,0:0,56 at concentrations of 2.5% and 4.0% of starch,
respectively, for the hydrolysates using partially purified CGTase ratio was 0:1,0 : 0.46 for both
substrate concentrations. The ratio to «:B:y hydrolysates produced by crude CGTase from
Bacillus sp subgroup alcalophilus E16, was 0:1,0:0,24 and 0:1,0:0,23 at concentrations of 2.5%
and starch 4.0%, respectively , whereas for the hydrolysates using partially purified CGTase
ratio was 0:1,0:0,26 and 0:1,0:0,28 concentrations of 2.5 % and 4.0 % cassava starch |,
respectively.

Keywords: Cyclodextrins. Alkalophilic bacteria. Starch . Spray drying.



1.  INTRODUCAO

A ciclomaltodextrina glucanotransferase (CGTase, EC 2.4.1.19) € a Unica enzima capaz de
converter amido e substancias relacionadas em ciclodextrinas (CDs) através de uma reacéo de
transglicosilacdo intramolecular (ciclizagao), ela também é responsével por catalisar reagcdes de
acoplamento e desproporcionamento (transglicosilagio intermolecular). E uma enzima
produzida por varios tipos de micro-organismos, como Thermoanaerobacterium, Klebsiella
oxytoca e algumas espécies de Bacillus, como B. macerans, B. circulans, B. megaterium, B.
firmus, B. stearothermophilus e B. lentus. As ciclodextrinas ou cilcoamiloses sdo
oligossacarideos ciclicos contendo seis (a-CD), sete (B-CD), oito (y-CD) ou mais unidades de
glicopiranose unidas por ligagdes a-(1,4). A molécula de CD tem o formato de cone truncado,
cujo interior é hidrofdbico e a superficie hidrofilica, devido apresentarem esta estrutura, as CDs
podem formar complexos de inclusdo com vérias moléculas orgénicas e inorganicas, resultando
na alteracdo das propriedades fisicas, quimicas e/ou bioldgicas da molécula hospede. As CDs
podem ser amplamente utilizadas nas indulstrias de alimentos, cosméticos, farmacéutica e na
agricultura, atuando como agentes estabilizantes de substancias volateis e/ou instaveis,
emulsificantes, antioxidantes, na solubilizagcdo de compostos insoliveis em agua, em sistemas
de liberacdo controlada de drogas, na imobilizagdo de enzimas e compostos toxicos. Varios
tipos de amidos podem ser utilizados como substrato para a CGTase, incluindo amido de milho,

batata e mandioca e arroz.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Amido
O amido é uma substancia de reserva das plantas verdes superiores encontrado em
sementes, raizes e tubérculos. E um dos compostos organicos mais abundantes do mundo depois

da celulose. Os amidos em sua maioria sdo compostos por dois tipos de polissacarideos, a



amilose e a amilopectina (ROBYT, 1998). A amilose é constituida de unidades de glicose unidas
entre si por ligagdes do tipo a-1,4 de forma linear. A amilopectina é formada de cadeias curtas
de amilose, ligadas entre si, formando uma estrutura ramificada, devido a ligagdes do tipo a-1,6
existentes ao longo da cadeia principal a intervalos de 18 a 28 unidades de glicose (TESTER et

al. 2004).

Figura 1 Estrutura da amilose (a) e da amilopectina (b) (Tester et al. 2004)
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Inicialmente, o amido era degradado utilizando-se &cidos minerais, mas a aplicacdo
biotecnoldgica de biocatalisadores em processos quimicos conduziu ao uso das enzimas, em
substituicdo as substancias quimicas, na producdo de uma variedade de produtos a base de
glicose. Entre as enzimas que atuam no amido, a ciclodextrina glucanotransferase (CGTase) vem
ganhando grande importancia industrial, por converter o amido e formar ciclodextrinas (CDs)
como produto final (BENDER, 1986).

As CDs tem sido estudadas ha aproximadamente um século e sua habilidade de formar
complexos de incluséo foi reconhecida ha aproximadamente 40 anos. Elas sdo moléculas ciclicas

formadas por unidades de glicose unidas por ligagdes a-1,4-glicosidicas, as CDs mais



conhecidas sdo do tipo a-, - e y-CD, consistindo de seis, sete e oito unidades de glicose ,

respectivamente.

2.2 Ciclodextrina glucanotransferase (CGTase, EC 2.4.1.19)

2.2.1 Mecanismo de agéo

A ciclodextrina glucanotransferase (CGTase) (EC. 2.4.1.19) é uma enzima capaz de
converter o amido em ciclodextrinas. Esta enzima é responsavel por catalisar trés reacfes: uma
de acdo hidrolitica e as transglicosilacdes inter e intramoleculares da a-1,4 glucana. A producdo
de ciclodextrinas ocorre a partir do processo de ciclizacdo ou transglicosilagéo intramolecular,
utilizando o amido como principal substrato. Na reagéo, a extremidade ndo redutora atua como
receptor para a extremidade redutora (Figura 2). A reagdo de acoplamento, conhecida como
transglicosilacdo intermolecular, consiste na abertura do anel da CD com transferéncia de
maltooligossacarideos produzidos para moléculas receptoras, reacdo esta que ocorre na presenca
de CDs e co-substratos promovendo uma competicdo entre eles (Figura 2) (BENDER, 1986).
Outra reagdo é a de desproporcionalizagdo, que ocorre quando o substrato apresentar um peso
molecular inferior a seis unidades de glicose e superior a maltose, a CGTase é capaz de sintetizar
oligdbmeros de maior peso molecular até superior a seis unidades de glicose.

O mecanismo catalitico para a CGTase € composto de um nimero de subsitios de ligagéo
de acucar, resultante da cadeia de aminoacidos localizada entre os loops das fitas e a-hélice do
dominio catalitico. Cada um desses subsitios interage com uma unidade de glicose proveniente
do substrato, por ligagdes de hidrogénio com grupos OH da glicose ou por interagdes
hidrofobicas (LEEMHUIS et al 2003). De acordo com sua localizacéo os subsitios podem ser (i)
doador (-1, -2,...) determinando o comprimento da cadeia de aglcar do intermedidrio covalente
ou (ii) receptor (+1, +2,...) determinando qual sera a molécula receptora. Assim, a clivagem da
cadeia de agucar ocorre entre os subsitios +1 e -1. O nimero e constitui¢cdo dos subsitios sdo

também responsaveis pelas diferencas na especificidade ao produto da enzima e tem sido usado



como ferramenta para mudancas na especificidade ao produtor em proteinas engenheiradas (VAN
DER VEEN et al, 2000; LEEMHUIS et al, 2003). Na figura 2 tém-se uma representacdo esquematica

das reac0es catalisadas pela enzima CGTase.

Figura 2. Representacdo esquematica das reagdes de transglicosilacdo catalisadas pela CGTase.
No primeiro passo da reagdo, um Asp € ligado covalentemente, no sitio de clivagem, formando
um oligossacarideo intermediario. Em um segundo passo, esse oligossacarideo é transferido para

uma molécula receptora.
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Fonte modificada: LEEMHUIS et al. 2003.
Vérios micro-organismos cujas caracteristicas enzimaticas sdo conhecidas foram

catalogados como produtores de CGTase. A maioria das espécies bacterianas produtoras de



CGTase pertencem ao género Bacillus, entre eles Bacillus cereus (JAMUNA et al. 1993), Bacillus
circulans (PONGSAWASDI e YAGISAWA, 1987; PINTO et al. 2007; SALVA et al. 1997), Bacillus sp
(ALVES-PRADO et al. 2002; MENOCI et al. 2008; ATANASOVA et al. 2008), Bacillus macerans
(TILDEN et al. 1942; sHIRAISHI et al. 1989), Bacillus stearothermophilus linhagens 2/2, R2 e
HR1 (FUJIWARA et al. 1992), Bacillus alkalophilic (MORIWAKI et al. 2014; ATANASOVA
et al, 2008), Bacillus licheniformis (BONILHA et al. 2006), Bacillus lentus (SABIONI e PARK,
1992), Bacillus firmus (GAWANDE et al. 1999; MORIWAKI et al. 2007), Bacillus sp subgrupo
alcalophilus E16 (ALVES-PRADO, 2000) Bacillus sp G1 (SIAN et al. 2005) e Bacillus sphaericus
(MORIWAKI et al. 2009), Paenibacillus campinasensis (ALVES-PRADO et al, 2006), Klebsiella
pneumoniae (BENDER, 1977), Klebiella oxytoca (LEe et al. 1992); bactérias anaerdbias
termofilicas Thermoanaerobacter sp (STARNES, 1990) e actinomicetos como Thermoactinomyces
sp (ABELYAN et al. 1995). Até o presente momento, nenhum fungo ou levedura foram descritos

como produtores de CGTase.

2.3 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos que contém unidades de
D-glicopiranose unidas por ligagbes o-1,4, devido & acdo da enzima ciclodextrina
glucanotransferase utilizando o amido como principal substrato. As principais e mais comuns
ciclodextrinas s@o aquelas compostas de seis (a-CD), sete (B-CD) e oito (y-CD) unidades de
D-glicose unidas por ligagdes a-1,4 conforme a Figura 3 (VENTURINI et al. 2008).

A principal caracteristica da CD é sua forma circular, proveniente da conformagdo C1 da
unidade de D-glicose e suas ligacOes glicosidicas. A aparéncia ovalada da molécula, semelhante
a um cone truncado (Figura 3), tem uma parte com o aspecto distendido formada pelas hidroxilas
secundérias OH(2) e OH(3) e uma parte mais fechada, onde est4 a hidroxila priméaria OH(6),
conferindo a molécula, uma hidrofilia externa. A cavidade da CD é hidrofobica porque esta

alinhada pelos grupos C-H e interligada pelos oxigénios O(4) e O(5). Os complexos de inclusdes



10

(encapsulacdo molecular) formados permanecem em solugfes aquosas, permitindo assim, a
investigagdo de substancias hidrofobicas, importantes para os sistemas bioldgicos (BENDER,
1986; VENTURINI et al. 2008).

Figura 3. Representacéo estrutural das principais ciclodextrinas.

HOZHD
a-ciclodextrina p-ciclodextrina y-ciclodextrina
14,6 R 15,4 R 17,5 R

F
L
A J

16,0-6,5 A!

S VN174R 0 V262 B

Fonte: VENTURINI et al., 2008

As ciclodextrinas apresentam a habilidade de formar complexos de inclusdo com diferentes
tipos de compostos, ou seja, tem a capacidade de abrigar em sua cavidade varias moléculas
externas. Para que isso ocorra, a molécula hospedeira deve se adequar dentro da cavidade da
ciclodextrina, na auséncia da molécula hospede, a cavidade menos hidrofilica é ocupada por
moléculas de 4gua (MATIOLI et al. 2000). Os complexos de inclusdo podem ser formados pelas
CDs e corantes do tipo vermelho congo, cristal violeta, azul de metileno, entre outros e ligantes
organicos contendo ions metélicos complexados.

Essa capacidade de incorporar compostos no interior da sua cavidade hidrofébica, ocorre
devido a presenga das ligagBes envolvidas na formagédo dos complexos sdo forca de van der

Waals, interagOes dipolo-dipolo e/ou pontes de hidrogénio, esse fendmeno foi denominado de
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"encapsulacdo molecular” e recebeu atengdo porque podia melhorar as caracteristicas de
solubilidade e estabilidade da molécula encapsulada. Essas ligacbes sdo fortes o suficiente para
permitir a separacdo do complexo mesmo em estado sélido e fraco o suficiente para permitir a
liberagdo da molécula encapsulada, quando necessario (BENDER, 1986; VENTURINI et al.
2008).

As CDs passaram a ser aplicadas nas inddstrias alimenticias a partir da década de 70
(PSZCZOLA, 1988). Em 2000, os setores absorviam a producdo de CDs eram as industrias de
alimentos e de cosméticos as quais consumiam aproximadamente 84% da produ¢do mundial de
CDs (ALVES-PRADO et al. 2000). As CDs foram aprovadas como aditivos especificos na
Bélgica, Franga, Alemanha, Italia, Holanda, Luxemburgo e Espanha. Nos U.S.A, as
ciclodextrinas sdo produzidas comercialmente pela Americam Maize-Products. Nas inddstrias
farmacéuticas as CDs tem sido utilizadas como encapsulante de principio ativo em
medicamentos, melhorar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade das moléculas
bioativas , elas tem alta biocompatibilidade e sdo aprovados pela FDA (Food and Drug

Administration), ndo causando toxicidade ao organismo (PINHO et al. 2014).

2.4 Producéo de ciclodextrinas

Atualmente, tem-se tido um maior interesse em novas técnicas ou o aperfeicoamento das
j& existentes para a producdo de CDs, visando o aumento da producdo, tendo em vista a
importancia da comercializagdo de produtos empregando as CDs no mercado. Sendo assim, a
melhora na produgdo de CDs, ainda tém sido o objetivo de muitos pesquisadores em todo o
mundo.

A CGTase produzida por Bacillus autolyticus 11149 apresentou melhoras na produgéo de
B-CD quando adicionou 4% (p/v) de triton X-100 & solugdo de amido de batata 10% (p/v) onde
obtiveram 56% de converséo. A producédo de o- e y-CDs foi muito baixa, sendo menor que 1%

(TomITA et al. 1993).



12

MoRi et al (1994) estudaram a producdo de CDs a partir da CGTase produzida por
Brevibacterium sp n° 9605, em diferentes tipos de substrato e obtiveram melhores rendimentos
com amido de milho waxy Lintener’s soltvel com 36,1% de conversdo em % de o:B:y igual a
1,1:14,7:20,3; e com amilopectina (milho) obtendo 35,4% de conversédo em % de o:B:y igual a
0,9:13,7:20,8. MoRiI et al (1995) estudando a mesma CGTase observaram que a produgdo de CD
foi variavel com as condicdes de reacdo como temperatura, pH, presenca ou auséncia de CaCl, e
concentragdo de etanol. Em solugdo de amido soltvel 1% (p/v) a 50°C, pH 7,0, com 5mM de
CaCl, houve converséo de 38,7% em CDs com % de a:3:y igual a 1,8:13,3:23,6.

MARECHAL et al (1996) observaram que em solucdo de amido solivel 5% (p/v) a
conversdo foi de 36% em a.:3:y-CDs na proporgdo de 1:0,9:04, utilizando a CGTase produzida
por Bacillus circulans DF 9 tipo R.

RENDLEMAN JR. (1997) observou melhoras significativas no rendimento de a-, 3- e y-CD
utilizando a CGTase de Bacillus macerans associada a complexantes especificos e a enzima
desramificante.

YAMAMOTO et al (2000) observaram que granulos intactos de amido de batata foram
degradados pela agdo da CGTase produzida por Bacillus macerans. Os autores estudaram ainda,
os efeitos de pH, temperatura, concentracdo de substrato e quantidade de enzima para determinar
as melhores condicOes para a producéo de CDs.

PISHTIYSKI e ZHEKOVA (2006) estudaram o Bacillus megaterium que produziu
ciclodextrinas em vérios tipos de substratos como amidos, dextrinas, amilose e amilopectina. Os
amidos apresentaram-se como as melhores fontes para a conversdo em ciclodextrinas, e dentre 0s
amidos testados, o amido de milho foi o que apresentou o melhor rendimento, apresentando
producéo de 50,9% de ciclodextrinas.

MATIOLI et al. (2009) observou que Bacillus firmus cepa 7B apresentou o melhor
desempenho, resultando numa producéo maior de B-CD para todas as fontes de amido, sendo o

amido de milho o substrato de melhor rendimento.
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Em outro estudo, ZHEKOVA et al. (2009) obtiveram preferencialmente 3-CD, a partir da
hidrdlise com CGTase produzida por Bacillus megaterium, o produto de ciclodextrinas isolado
continha 75-79 % de B-ciclodextrina e 4,0 % e 6,0 % de a-ciclodextrina e y-ciclodextrina,
respectivamente.

2.5 Aplicacéo das ciclodextrinas

Devido a seu grande potencial, as ciclodextrinas tem a capacidade de fazer encapsulagéo
molecular com uma variedade de compostos solidos, liquidos e gasosos. A capacidade de
formar complexos de inclusdo favorece a aplicacdo das ciclodextrinas em diversas inddstrias de
alimentos, quimicas, farmacéuticas e cosméticas. O fendmeno de encapsulacdo molecular pode
modificar as propriedades fisicas e/ou quimicas das substancias complexadas. Tais modificacdes
incluem estabilizacdo frente & luz, radiagdo UV, temperatura, oxidagdo, hidrélise (cor e aromas
em alimentos; principio ativo em farmacos e agroquimicos, emulsdes em cosméticos e
alimentos), aumento da solubilidade em &gua, substituicdo de solventes organicos, mudangas de
propriedades reoldgicas (principios ativos em farmacos e agroquimicos, corantes téxteis),
liberagdo controlada dos ingredientes ativos, mascarar odores e gostos desagradaveis, aumento

da biodisponibilidade, extracéo seletiva, reducéo da volatilidade (ALVES-PRADO, 2000)

2.5.1 Industria de alimentos

Flavours desempenham um papel importante na aceitacdo do consumidor no consumo de
alimentos. Processos de fabricacéo, armazenamento e os ingredientes dos alimentos muitas vezes
causam modificacBes no sabor, reduzindo a intensidade composto aromético ou produzindo
componentes ndo desejaveis, os chamados “off-flavours” (LUBBERS et al. 1998). Para reduzir a
degradacéo ou perda do aroma durante o processamento e/ou armazenamento, tem sido utilizado
a encapsulagdo de ingredientes volateis com as CDs antes da utilizagdo dos mesmos em
alimentos e bebidas. A adicdo de - CD como estabilizador ou agentes de espessamento pode

reter alguns compostos de aroma em matrizes alimentares durante processos térmicos como



14

cozimento e pasteurizagdo. Na industria de alimentos as CDs tém sido aplicadas para melhorar a
retencdo de sabor em alimentos processados termicamente, para melhorar a cor e/ou aroma de
diferentes sucos de frutas (ASTRAY et al. 2009), ou em embalagens de alimentos para manter 0s
compostos indesejaveis (LOPEZ-DE-DICASTILLO et al. 2010). Também tém-se aplicado na
microencapsulacdo de 6leos essenciais com B-CD na gastronomia para melhorar as propriedades
sensoriais de alimentos (GARCIA-SEGOVIA et al. 2011). Em estudos de observou que
utilizando a-ciclodextrina como suplementacéo pelo periodo de dois meses, sem mudanca na
alimentacdo, levou & perda significativa de peso em individuos ndo-obesos, uma vez que o
complexo a-ciclodextrina em gordura ndo é acessivel para a flora intestinal humana e é
comumente excretados nas fezes, ndo ocasionando efeitos colaterais gastrointestinais associados
a produtos para perda de peso que causam ma absor¢do de gordura (COMERFORD et al. 2011).
2.5.2 Industria farmacéutica

Na industria farmacéutica, as CDs sdo utilizadas como veiculos de farmacos para melhorar
a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade das moléculas bioativas. Em adicdo a melhoria
da solubilizacdo, CDs protegem as moléculas bioativas de efeitos secundarios em relacdo as
condi¢des ambientais (temperatura, pH, luz) e, consequentemente, aumentam a sua vida de
prateleira e reduzem as concentracdes do agente necessaria para alcancar um efeito bioldgico.

As CDs podem aumentar a biodisponibilidade de drogas insolUveis, aumentando a
solubilidade da droga, elas também aumentam a permeabilidade de farmacos hidrofébicos
insoltveis, tornando o medicamento disponivel para a superficie da barreira bioldgica por
exemplo, pele e mucosa, nesses casos, ¢ importante o uso de CDs suficiente para solubilizar o
farmaco no veiculo aquoso uma vez que seu excesso pode diminuir a disponibilidade da droga

(VADHANAM et al, 2013).

2.5.3 Industria téxtil
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A principal razdo por poucas aplicagdes préaticas na industria téxtil € o custo relativamente
alto das CDs, porém durante os ultimos anos os pregos de produgao cairam e novas aplicacfes se
tornaram possiveis. A introducéo de novos auxiliares na industria téxtil é viavel quando eles séo
usados em baixas concentracBes, sdo biodegradaveis e ndo prejudicam a qualidade do
efluente. Além de serem biodegradaveis, ndo ocasionando problemas nos efluentes téxteis, as
CDs melhoram a biodegradabilidade de muitas substancias organicas toxicas.

O derivado B-CD-monoclorotriazinil (MCT), apresenta na sua estrutura um grupo reativo
que é capaz de formar ligagbes covalentes com grupos nucleofilicos como as hidroxilas das
fibras celuldsicas, podendo ser aplicado nos processos de tingimento (ALVES-PRADO, 2000).
Esse derivado tem baixa afinidade pelas fibras celuldsicas, sendo impossivel a sua aplicagcdo em
altas temperaturas, como é feito no tingimento utilizando corantes reativos, nesta situagdo o
grupo reativo da ciclodextrina ird reagir com a agua e ndo com a fibra téxtil (ANDREAUS et al.,

2010).

3. OBJETIVOS
Este estudo é uma proposta de continuidade de trabalho anterior no qual a CGTase
produzida pelo Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 e Paenibacillus campinasensis H69-3 foi
estudada e caracterizada. No presente projeto, o objetivo é produzir a CD a partir das respectivas
CGTases em diferentes tipos de amidos, em seguida aplicar o processo de secagem por
pulverizagdo e obté-la na forma de um formulado em p6 adequado, para posteriormente, aplicar

como encapsulante.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Meios de cultura

4.1.1 Meio de selecdo
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O meio utilizado para a sele¢do de micro-organismos produtores de CGTase foi 0 meio de
cultura alcalofilico descrito por PARK et al (1989), composto de 10,0 g/L de amido solavel; 5,0
g/L de peptona; 5,0 g/L de extrato de levedura; 1,0 g/L de K;HPOs; 0,2 g/L de MgSO..7H.0;
10,0 g/L de Na,CO3*; 0,03 g/L de fenolftaleina; 0,1 g/L de alaranjado de metila; 15,0 g/L de
agar; pH 10,0. (*) Esterilizado separadamente e adicionado ao meio ap0s atingir a temperatura

de 60°C.

4.1.2 Meio de producéo

O meio utilizado para a producdo de CGTase foi 0 meio nutriente alcalino descrito por
NAKAMURA e HORIKOSHI (1976) e otimizado por (ALVES-PRADO, 2000): 1,35% de

amido soluvel; 0,49% de peptona; 0,59% de extrato de levedura; 0,1% de K;HPOy; 1,25% de
NapCO3 (*) pH 10,0- (*) Esterizado separadamente e adicionado ao meio ap0s atingir a

temperatura de 60°C.

4.1.3 Meio de manutencdo

O meio de manutencéo utilizado foi o mesmo que o meio de producéo, acrescido de 20,0
g/L de éagar.

4.2 Micro-organismos

As duas linhagens bacterianas Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 e Paenibacillus
campinasensis H69-3, foram isoladas em estudos anteriores e mantidas na colecéo de trabalho do
Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, UNESP-IBILCE, Campus de S&o Jose do
Rio Preto. Os estoques foram armazenados em meio alcalino em tubo inclinado a 4 °C e em 20%

de glicerol a -80 °C.
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As linhagens foram repicadas em meio seletivo (PONGSAWASDI e YAGISAWA, 1987),
quanto a producéo de halo caracteristico para CGTase. As coldnias positivas para CGTase foram
mantidas em meio alcalino (NAKAMURA e HORIKOSHI, 1976) inclinado para os estudos

subseqientes.

4.3 Estudo da producéo enzimética dos micro-organismos selecionados
4.3.1 Pré inbculo

O preé indculo foi preparado com 20 mL de meio de producdo, para o qual foi transferido,
com o auxilio de uma alca de inoculagdo toda a massa celular de um tubo de ensaio. A
fermentacédo foi feita em Erlenmeyer de 125 mL, com agitagdo de 150 rpm, a 35 °C para o
Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 e a 45 °C para o Paenibacillus campinasensis H69-3, por

24 horas.

4.3.2 Fermentacdo submersa e obtencéo das enzimas

Para a obtencdo das CGTases bacterianas foi utilizado o processo de fermentagdo submersa
para as duas linhagens bacterianas Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16, Paenibacillus
campinasensis H69-3. A linhagem Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16, foi previamente
cultivada em meio nutriente alcalino otimizado (ALVES-PRADO, 2007a) 1,35% de amido
soluvel; 0,49% de peptona; 0,59% de extrato de levedura; 0,1% de K,HPO,; 1,25% de Na,CO3
(adicionado separadamente apds resfriamento); pH 10,10. A linhagem Paenibacillus
campinasensis H69-3 foi cultivada em meio alcalino contendo 0,5% de Na,COs, baseando-se em
estudos de ALVES-PRADO et al. (2007b). O material inoculado foi incubado em BOD Shaker a
35°C para Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 e a 45°C para quando de Paenibacillus
campinasensis H69-3, por 72 horas e agitagdo a 150 oscilagdes por minuto. O material oriundo
do crescimento bacteriano foi centrifugado a 10.000xg, por 10 minutos, sob refrigeracdo a 5 °C e

0 sobrenadante foi utilizado como solucéo enzimética bruta.
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4.4 Determinacdo das atividades enzimaticas
4.4.1 Atividade CD-fenolftaleina

O ensaio de atividade CD-fenolftaleina adotado foi baseado no modificado por ALVES-
PRADO et al, 2007, no qual 0,1 mL de solu¢cdo enzimatica diluida foi adicionada 0,8 mL de
solucdo de amido soltvel a 1,0%, em tampao acetato 0,1 M, pH 5,6. Apds incubacdo a 55 °C,
por 10 minutos, a reacdo foi paralisada com a adigéo de 4,0 mL de solucdo de Na,COs, 0,25 M.
Em seguida, foi acrescentado 0,1 mL de solugdo de fenolftaleina a 1 mM. O controle recebeu a
solucdo enzimética apenas no momento da leitura. A absorbancia foi determinada em 550 nm.

A unidade de atividade foi definida a partir de uma curva padrdo linear de concentracdo de
B-CD (umol), na presenca de fenolftaleina, em fungdo da absorbéancia, da qual resultou na

seguinte equagéo:

Y =0,0183x + 0,1654

Onde: y = absorbancia da amostra *
X = umol de B-CD

*Absorbancia da amostra = ( Abs. do controle — Abs. da mistura de reacéo)

Uma unidade de atividade enzimética fenolftaleina, foi definida como a quantidade de
enzima, necessaria para produzir 1 pmol de B-ciclodextrina, por minuto e por mL de solucéo

enzimatica.

Figura 4. Curva padrédo para o método CD-fenolftaleina
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4.4.2 Atividade Dextrinizante

No ensaio de atividade dextrinizante proposto por FUWA (1954) e PONSAWASDI e
YAGISAWA (1987) com algumas modificag¢des, a mistura da reagdo foi composta por 0,1 mL da
solucdo enzimética, convenientemente diluida, foi adicionado a 0,3 mL de solucdo de amido
soltvel a 0,5%, em tampéo acetato 0,1 M, pH 5,6. Apds incubacdo a 55 °C, por 10 minutos, a
reacdo foi paralisada pela adicdo de 4,0 mL de solucdo de HCI 0,2 M. Em seguida, a reagdo
recebeu 0,5mL de reativo de lodo (0,30% de Kl e 0,03% de ). A mistura de reagdo foi diluida
com 10 mL de agua destilada. O controle foi preparado conforme o processo descrito,
substituindo-se a enzima pelo volume equivalente de enzima inativa. A absorbancia foi
determinada a 700 nm em espectrofotometro. Uma unidade de atividade foi definida como sendo
a quantidade de enzima necessaria para reduzir em 10% a intensidade da cor azul do complexo
lodo-Amido por minuto e calculada segundo a equagéo:

U (m/L) = [(C-Abs) / C] x 100/ 10 x fd

Onde: U = unidade de atividade;

C = controle;

Abs = absorbancia da amostra;

fd = fator de diluicéo.
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4.5 Determinacdo de proteina
A proteina total foi determinada pelo método de Hartree-Lowry, usando soro albumina
bovina como padrdo (HARTREE, 1972).

4.6 Pré-purificacdo do extrato enzimaético

4.6.1 Ultrafiltracao

A fim de se obter um extrato concentrado e sem a presenca de interferentes, além de
eliminar possiveis interferentes e inibidores da atividade enziméatica ou que possam atrapalhar o
processo de purificagdo parcial, o extrato bruto foi concentrado pelo processo de ultrafiltracéo,
utilizando o sistema QuixStandTM Benchtop da Amershan Bioscience com membrana
miliporosa de 10kDa, utilizando uma unidade de ultrafiltragdo com uma pressdo de 15psi. O
extrato foi concentrado cerca de 10 vezes (v:v), seguido de medida de atividade enzimética.
4.7 Purificagao parcial da CGTase bruta

Para a purificagdo parcial da enzima produzida por Bacillus sp subgrupo alcalophilus

E16 e por Paenibacillus campinasensis H69-3 foram utilizados alguns métodos j& estudados para
purificacdo dessas enzimas. O extrato enzimatico concentrado foi submetido & cromatografia de
gel filtracdo em resina Sephadex G-75, pré-equilibrada com tampdo Tris-HCI 20 mM (pH 7.5)
contendo NaCl 20 mM. Foram utilizados 600 mL de resina Sephadex G-75 em uma coluna com
tamanho de 100 cm X 2,5 cm.

Foram aplicados 10 mL da amostra, que foi carregada pelo tamp&o a um fluxo de
0,5 mL min™, e foram coletados fracdes de 4 mL usando coletor de fracdo (BIO-RAD model
2110 Fraction Collector). A CGTase parcialmente purificada foi analisada através da atividade
enzimética (atividade CD-fenolftaleina e atividade dextrinizante) e em gel de eletroforese para a

confirmagdo do processo de purificacéo da enzima (ALVES-PRADO et al, 2007).

4.8 Eletroforese SDS-PAGE
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A eletroforese SDS-PAGE foi realizada utilizando um gel de poliacrilamida a 10% com
10% de SDS (dodecil sulfato de sodio). Um kit (SIGMA) padrdo de baixa massa molar de
proteinas foi utilizado contendo Miosina (220 kDa), B-galactosidase (116 kDa),Fosforilase b (97
kDa), Albumina (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Anidrase Carbénica (31 kDa), Inibidor de
Tripsina (21 kDa), Lisozima (14.4 kDa) e Aprotinina (6.5 kDa). Para deteccdo de outras
proteinas foi utilizada solucéo corante de prata.

4.9 Producéo das CDs

Foram realizados ensaios quanto a produgdo de CDs, para analisar o desempenho das
solucbes enziméticas brutas concentradas e das solugBes parcialmente purificadas, quanto a
producdo de ciclodextrinas. Aplicou-se a solucéo enzimatica bruta de CGTases concentradas por
ultrafiltracdo. Foram realizados ensaios com a CGTase produzida por Bacillus sp subgrupo
alcalophilus E16 e Paenibacillus campinasensis H69-3, utilizando amidos de diferentes fontes
vegetais como amido de mandioca, amido de batata, amido de milho, amido de arroz, o amido
soluvel foi utilizado como padrdo. As concentracfes dos diferentes tipos de amido utilizadas
foram a 1,0 % e 2,5 % baseando-se na metodologia descrita por Alves-Prado et al. (2008), com
algumas modificagoes.

Os amidos de batata e mandioca foram obtidos por extragdo manual, o amido de arroz foi
obtido no mercado local, sendo utilizado o de nome comercial Arrozina, da marca Maisena; o
amido de milho foi adquirido no comércio local, utilizando o da marca Maisena e o amido
solivel (Mallinckrodt). As solugBes de amido para hidrdlise foram preparadas em tampéo
acetato, 100 mM, pH 5,5, e gelatinizados por aquecimento em micro-ondas nas concentragdes de
1,0% e 25%. Quinhentos microlitros (82,0 UmL™, método dextrinizante) da CGTase
produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3 e quinhentos microlitros (75,0 U mL", método
dextrinizante) da CGTase produzida por Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 foram
adicionados em 100 mL de cada substrato gelatinizado, e estes foram incubados em shaker sob

agitacdo a 120 ciclos por minuto a 55 °C por 24 horas. Aliquotas das amostras em tempos
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determinados foram transferidas para tubos de eppendorf em duplicata, fechados e submetidos ao
congelamento. As demais amostras foram submetidas a andlises de determinagdo enzimatica de
atividade dextrinizante e atividade CD-fenolftaleina.

Apos ensaios de hidrdlise em amidos de diferentes fontes vegetais, foram selecionados os
amidos que seriam utilizados nos ensaios posteriores, com base na melhor conversdo em

ciclodextrinas.

4.10 Secagem por Spray Dryer

Para a secagem da suspensdo de amido hidrolisado foram escolhidas amostras contendo 0s
amidos que apresentaram maior conversdo em ciclodextrina, determinada pelos métodos CD-
fenolftaleina e dextrinizacdo durante a hidrdlise pela acdo da CGTase bruta e da CGTase
parcialmente purificada. O processo de secagem foi realizado utilizando hidrolisados contendo
2,5% e 4,0 % de amido de milho e amido de mandioca. O equipamento utilizado foi 0 mini
Spray Dryer - Labmaq modelo MSD 0,5, no Laboratério de Engenharia de Processos e
Biorreatores da UNESP-Campus de S&o José do Rio Preto. As condi¢des adotadas para o
funcionamento do spray dryer foi uma vaz&o de alimentagéo da solucéo de amido hidrolisado de
12,0 mL min™, temperatura de entrada do géas de secagem de 100°C e a temperatura de saida de
191°C. A suspensdo de amido hidrolisado foi introduzida no equipamento com o auxilio de uma
bomba peristaltica e entrou no bico atomizador de duplo fluido, juntamente com ar comprimido a
4 kgf (cm®)™, pressdo normalmente aplicada nesse tipo de sistema.

Ap0bs o processo de secagem foi determinado o teor de umidade de cada p6 obtido. O
desempenho do processo de secagem, assim como as propriedades do p6 obtido foram avaliados
de acordo com a taxa de recuperacéo do produto (Cromatografia Liquida de Alta Performance -
HPLC), da umidade e da morfologia das amostras secas. O p6 obtido da secagem foi armazenado
em tubos Falcon e embalados em papel filme e colocados sobre refrigeracéo, pequenas amostras

do p6 foram retiradas e armazenadas em tubos de ependorf para a anélises posteriores.
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4.11 Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

A concentragdo de a-CD, B-CD e y-CD produzidas pela agdo da CGTases bruta e pela
CGTase parcialmente purificada foram determinadas por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). O sistema de HPLC consiste em uma bomba Jasco PU 990 (Jasco, Japan)
conectado a um detector de indice de refracdo Shodex RI 72, e uma coluna Zorbax-NH,
(250X4,6 mm, 5 um, Agilent, Technologies), instalada em um forno Dionex STH 585 (Dionex
Softron GmbH, Alemanha) a 60 °C. Foi utilizada uma mistura de acetonitrila e 4gua (60:30 v/v)
como fase mével com fluxo de 0,8 mL min™ de acordo com trabalhos de SATO et al, (1985) e
ALVES-PRADO et al, (2008) com algumas modificagfes. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata.

Os padrdes e as amostras foram filtrados em membrana de 0,45 pm. As curvas analiticas
para a-CD, B-CD e y-CD foram construidas utilizando diferentes faixas de concentracdo. Para
aa- e B-CD os valores variaram de 0,25 a 6 mgmL™ e para ay-CD de 0,25 a4 mgmL™. A
dosagem cromatogréfica de o CD, B-CD e y-CD por HPLC apresentou curvas analiticas cujas
equacodes, coeficiente de correlagdo. Na Figura 5, observa-se o cromatograma da solucéo padrdo
de a-CD, B-CD e y-CD.

Figura 5. Cromatograma com a eluicéo dos padrdes de CDs.
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Para a determinacdo da concentracdo de a-CD:

Cocp = (Area do pico + 0,1904) r’= 0,998
1,5302

Para a determinagéo da concentragéo de 3-CD:

Cp-co = (Area do pico + 0,3002) r’= 0,994
1,3397

Para a determinagéo da concentragéo de y-CD:

C,co = (Areado pico +0,011882)  r*=0,999
0,819682

A porcentagem de amido convertido em CDs foi calculada em relagdo ao total de gramas

de CDs formadas dividido por gramas de amido multiplicado por 100.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Purificacdo parcial das CGTases em estudo

a) CGTase produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3

Foi utilizado a solugdo enzimética bruta produzida pela linhagem bacteriana
Paenibacillus campinasensis H69-3 para os ensaios de purificagdo da CGTase. Foram adotados
procedimentos de ultrafiltacdo para concentragcdo da CGTase e cromatografia em gel filtracdo. A
Figura 6 ilustra o perfil de elui¢do de proteinas obtido para o processo cromatogréafico adotado,

bem como para as atividades enziméticas para CGTase.
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Figura 6. Perfil de eluicdo da cromatografia de gel filtragdo em resina Sephadex G-75, para

purificacdo parcial da CGTase produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3.
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Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida da juncdo de fragdes resultantes da
purificacdo parcial da CGTase produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3. MM:

marcador de massa molecular; 1: Extrato bruto; 2: Extrato parcialmente purificado.
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As fracbes com atividade foram unidas em uma Unica fracdo, na qual obteve-se os

dados de purificagdo total. O grau de purificacdo foi avaliado pela eletroforese em gel de

poliacrilamida, revelado com método de coloracdo em prata (Figura 7). Os dados

referentes ao resumo dos ensaios cromatograficos estdo disponibilizados na Tabela 1. O

fator de purificacdo esta em 94,5 vezes e o rendimento de 33,2 %. Posteriormente, foi

realizada a concentracdo dessa CGTase por liofilizagdo e dilise, para a aplicacdo nos

processos de hidrdlise. O fator de purificacdo obtido foi 1.698,4 vezes e um rendimento de

90,26 %.

Tabela 1. Resumo da purificagdo parcial da CGTase produzida por Paenibacillus campinasensis

H69-3.
Etapas Volume Proteina Atividade CD- Ativ. Rendi- Fator
Fenolftaleina Espec.  mento Purifi-
mL 1 mg 1 u Umg* % cacio
mg mL total U mL Total
Enzima bruta 1.200 2,37 2.370 0,49 588,0 0,25 100,00 1,0
Ultrafiltracdo 60 3,73 223,6 1,14 68,4 0,31 11,63 1,22
Gel filtracdo
Sephadex G75 250 0,033 8,25 0,78 195,0 23,64 33,16 94,5
Liofilizagéo 25 0,544 13,6 10,6 265,0 19,48 3,31 77,92
Didlise 25 0,05 1,25 21,23 530,75 4246 90,26 1698,4

Fonte: proprio autor

b) CGTase produzida por Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16

A enzima bruta contendo o sobrenadante foi concentrada por ultrafiltragdo e em seguida

purificada por gel filtragdo, obtendo-se o perfil de eluigdo ilustrado na Figura 8. Esses processos

resultaram em fator de purificagdo de 35,4 vezes, rendimento de 34 % e atividade especifica de

12,54 U mg™ de proteina conforme mostra a Tabela 2.
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Figura 8. Perfil de eluicdo da cromatografia de gel filtragdo em resina Sephadex G-75, para

purificacdo parcial da CGTase produzida por Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16.
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Tabela 2. Resumo da purificacdo parcial da CGTase produzida por Bacillus sp subgrupo

alcalophilus E16

Etapas Volume Proteina Atividade CD- Ativ. Rendi- Fator
Fenolftaleina Espec. mento Purifi-
mL mg mL™* tg:gl UmL® UTotal Umg*
Enzima bruta 700 1,50 1050 0,56 392,0 0,37 100,00 1,00
Ultrafiltracéo 50 3,23 161,5 2,78 139,0 0,86 35,4 2,32
Gel filtracdo
Sephadex G75 206 0,05 10,3 0,65 133,6 13,10 34,1 35,4
Liofilizacéo 20 0,09 1,8 13,6 272,0 20,0 69,38 54,05
Diélise 18 0,05 0,9 12,54 11,29 12,54 2,88 33,40

Fonte: proprio autor

A Figura 9 apresenta o grau de pureza para algumas fracGes eluidas a partir de

cromatografia por gel filtragdo. Observa-se a banda proximo a 80 kDa, correspondente a

CGTase de interesse e hd poucas bandas de outras proteinas, significando a eficiéncia

desse procedimento cromatogréfico
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Figura 9. Eletroforese em gel de poliacrilamida das fracdes com atividade CD-
fenolftaleina, a seta indica a banda para CGTase. Purificacéo parcial da CGTase produzida

por Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16.

Fonte: proprio autor

Em trabalho de SUN et al. (2013), purificaram a CGTase de Bacillus sp SK13.002
utilizando cromatografia de troca i6nica DEAE-Sepharose CL-6B obtiveram um fator de
purificacdo de 15,1 e um rendimento de 26,7 %. MANQJ et al. (2012), para purificar a CGTase
de Bacillus circulans utilizaram precipitacéo por sulfato de aménio e cromatografia de afinidade
bioespecifica com resina Sepharose 6B, e tiveram como resultados apds a cromatografia uma
atividade especifica de 46,09 U mg‘l, rendimento de 55,14 % e um fator de purificacdo de 20,21.
Estudos realizados por ALVES-PRADO et al. (2007) purificando a CGTase produzida por
Paenibacillus campinasensis H69-3 relataram um fator de purificagdo de 115 vezes e um
rendimento de 13,3% apds utilizarem o processo de gel filtragdo. A purificacdo de CGTase
produzida por Bacillus sp G1 utilizou a cromatografia de afinidade, obtendo um fator de

purificacdo de 1.750 vezes com rendimento de 10 % (SIAN et al, 2005).

5.2 Perfil de producéo de B-CDs pela agdo da CGTase bruta produzida por Paenibacillus

campinasensis H69-3 na hidroélise de amidos diferentes fontes vegetais
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A solugdo enzimética bruta, depois de concentrada por ultrafiltragdo, foi submetida ao
ensaio de hidrolise em amidos de diferentes fontes vegetais como amido de mandioca, amido de
milho, amido de batata, amido de arroz e o amido soltvel. Inicialmente foi proposto trabalhar
com as concentracdes de amido a 1,0 %, 2,5 % e 5,0 %, no entanto, em funcdo das diferentes
caracteristicas dos amidos estudados, ndo foi possivel a realizacdo do ensaio a 5,0 % para todos
0s amidos propostos. Nas figuras 10 e 11, tem-se o desempenho da enzima produzida por
Paenibacillus campinasensis H69-3 na conversdo dos amidos em CDs. No perfil de hidrélise dos
diferentes amidos a 1,0%, a conversdo do amido em B-CD foi melhor em amido de arroz seguido
do amido de mandioca (Figura 10A). Na concentracdo de 2,5% de amido o perfil de converséo
foi diferente, no qual os amidos de milho e mandioca resultaram nas melhores conversdes
(Figura 10B). Em dez horas de hidrolise praticamente todo o amido havia sido convertido em

ciclodextrinas, ndo havendo muitas alteracdes até 24 horas.

Figura 10. Produgédo de ciclodextrinas pela CGTase produzida por Paenibacillus campinasensis
H69-3, em amidos com diferentes origens, analisada pelo método CD-fenolftaleina. A)

Concentragéo de amido a 1,0%. B) Concentragdo de amido a 2,5%.
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Quanto o perfil de dextrinizagcdo dos diferentes amidos, as concentracdes de 1,0 % e
2,5 % apresentaram o mesmo perfil de hidrdlise (Figuras 11A e 11B). Os amidos de mandioca,
soluvel e batata apresentaram a melhor conversdo, quando comparadas aos amidos de arroz e

milho. E possivel observar que a dextrinizacio foi mais efetiva na concentragio de 1,0 %, pois
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praticamente todo o amido de mandioca, sollvel e de batata havia sido hidrolisado. Sendo que
para os amidos na concentragdo de 1,0 %, ap6s 4 horas de hidrélise, praticamente todo o amido
estava hidrolisado. J& na concentragdo de 2,5 %, a hidrélise foi mais lenta, em 24 horas os
amidos em estudo ndo foram hidrolisados em sua totalidade, sendo que cerca de 20 % do amido

de arroz ndo foi hidrolisado em 24 horas de hidrélise.

Figura 11. Produgdo de ciclodextrinas pela CGTase produzida por Paenibacillus campinasensis
H69-3, em amidos com diferentes origens, analisada pelo método dextrinizante. A)

Concentragdo de amido a 1,0 %. B) Concentragdo de amido a 2,5 %.
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Fonte: proprio autor

5.3 Producéo de B-CDs pela acdo da CGTase bruta produzida por Bacillus sp subgrupo
alcalophilus E16 na hidrolise de amidos diferentes fontes vegetais.

Nas figuras 12 e 13 observa-se o perfil de hidrélise da enzima produzida por Bacillus sp
subgrupo alcalophilus E16. No perfil de hidrolise dos diferentes amidos a 1,0%, a conversdo em
B-CD foi melhor em amido sollivel seguido do amido de mandioca (Figura 12A). Na
concentracdo de 2,5% de amido o perfil de conversdo foi igual, onde os amidos solivel e de
mandioca resultaram nas melhores conversoes (Figura 12B).

Quanto a dextriniza¢do dos amidos, na concentracdo de 1,0% os amidos sollvel, de batata

e de mandioca (Figura 13A).
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Figura 12. Produgdo de ciclodextrinas pela CGTase bruta, produzida por Bacillus sp subgrupo
alcalophilus E16, em amidos de diferentes fontes vegetais, analisada pelo método

CD-fenolftaleina. A) Concentragdo de amido a 1,0 %. B) Concentragdo de amido a 2,5 %.
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Os amidos de mandioca e soltvel apresentaram a melhor conversao, quando comparadas
aos amidos de batata, arroz e milho na concentragio de 2,5% (Figura 13B). E possivel observar
que a dextrinizagdo foi mais efetiva na concentracdo de 1,0%, pois praticamente todo o amido

soltavel, de mandioca e batata haviam sido hidrolisados.

Figura 13. Produgdo de ciclodextrinas pela CGTase bruta, produzida por Bacillus sp subgrupo
alcalophilus E16, em amidos de diferentes fontes vegetais, analisada pelo método dextrinizante.
A) Concentragdo de amido a 1,0 %. B) Concentracéo de amido a 2,5 %.
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5.4 Producgdo de B-CDs pela acdo da CGTase parcialmente purificada produzida por
Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 e por Paenibacillus campinasensis H69-3 na hidrdlise

de amidos diferentes fontes vegetais

A conversdo em CDs, ap6s hidrélise de amidos de diferentes fontes vegetais pela agéo
das CGTases parcialmente purificadas estdo ilustradas nas figuras 14 e 15. Foi possivel observar
uma melhor eficiéncia de conversdo pela CGTase produzida por Bacillus sp subgrupo
alcalophilus E16, ao hidrolisar o amido de mandioca, no qual foi determinada produgdo de
14 pmol mL™* de B-CD ao final de 24 horas de hidrélise (Figura 14A), e dextrinizacio de

8,5 U/mL™" (Figura 14B).

Figura 14. Producgdo de ciclodextrinas pela CGTase parcialmente purificada, produzida por
Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16, em amidos de diferentes fontes vegetais, na concentragéo
de 2,5 %. A) Método CD-fenolftaleina B) Método dextrinizante.
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A conversdo de amido milho em B-CD foi de 15 umol mL™* pela acdo da CGTase

parcialmente purificada, produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3 (Figura 15A). A dex-

trinizacdo do amido de milho foi de 8,5 U mL™ (Figura 15B)
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Figura 15. Producéo de ciclodextrinas pela acdo CGTase parcialmente purificada, produzida por
Paenibacillus campinasensis H69-3, em amidos de diferentes fontes vegetais, na concentragéo
de 2,5 %. A) Método CD-fenolftaleina. B) Método dextrinizante.
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Fonte: préprio autor

A partir da hidrolise de amidos de diferentes fontes vegetais, utilizando as CGTases bruta
e parcialmente purificada, foi possivel selecionar os tipos de amidos com a melhor conversdo
para os ensaios de secagem por atomizac¢do. Desse modo, foi observada uma melhor converséo
do amido de milho, em CDs, quando foi utilizada a CGTase bruta e parcialmente purificada,
produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3. Uma melhor conversdo em CDs, foi
determinada para a CGTase produzida por Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 em amido de

mandioca.

5.5 Producéo de g-CDs pela agédo das CGTases bacterianas

Para essa etapa dos ensaios de hidrolise foram adotadas as concentragdes de amido de
2,5 % e 4,0 %, uma vez que o teor de solidos para os processos de secagem é importante. Os
ensaios foram realizados em quatro repeticbes para obtencdo de volume significativo para
aplicacdo dos processos de secagem. Os resultados abaixo sdo relativos aos valores médios

obtidos em cada hidrélise.
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5.5.1. Producéo de B-CDs pela agdo da CGTase bruta e parcialmente purificada produzida
por Paenibacillus campinasensis H69-3 na hidrolise de amido de milho

A hidrélise do amido de milho a concentracao de 2,5 %, com a CGTase bruta resultou em
uma conversio de 20 pmol mL™ de B-CD enquanto, a dextrinizacdo do amido, resultou em
atividade 9 U mL™. Utilizando a CGTase parcialmente purificada, a produgdo de p-CD foi de
24 umol mL™" e a dextrinizagdo foi de 6,0 U mL™" (Figura 16). Assim, a CGTase produzida por
P. campinasensis H69-3 apresentou & 2,5 % de amido de milho melhor produgdo de B-CD na

condicéo de parcialmente purificada, enquanto a dextrinizagdo foi melhor com a CGTase bruta.

Figura 16. Produgdo de ciclodextrinas pela agdo das CGTases bruta e parcialmente purificada,
produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3, utilizando amido de milho a 2,5 % como

substrato, analisada pelos método CD-fenolftaleina e Dextrinizante.
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A hidrolise do amido de mandioca & concentracdo de 4,0 %, com a CGTase bruta resultou
em uma conversdo de 35,5 umol mL™ de B-CD enquanto, a dextrinizagio do amido, resultou em
atividade 7,0 U mL™. Utilizando a CGTase parcialmente purificada, a produgdo de p-CD foi de
32 umol mL™* e a dextrinizagdo foi de 7,0 UmL™" (Figura 17). Assim, a CGTase bruta e
parcialmente purificada, produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3 ndo diferiram quanto

a conversdo em B-CD e na dextrinizacdo, na concentracdo de 4,0% de amido de milho.
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Figura 17. Produgdo de ciclodextrinas pela agdo das CGTases bruta e parcialmente purificada,
produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3, utilizando amido de milho a 4,0 % como

substrato, analisada pelos método CD-fenolftaleina e Dextrinizante.
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5.5.2 Producéo de B-CDs pela acdo da CGTase bruta e parcialmente purificada produzida

por Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 na hidrélise de amido de mandioca

A hidrolise do amido de mandioca & concentracdo de 2,5 %, com a CGTase bruta resultou
em uma converséo de 18,0 umol mL™ de B-CD enquanto, a dextrinizacdo do amido, resultou em
atividade 10,0 U mL™. Utilizando a CGTase parcialmente purificada, a producéo de p-CD foi de
20,0 pmol mL™ e a dextrinizagéo foi de 7,0 U mL™ (Figura 18). Assim, a CGTase produzida por
Bacillus sp E16 apresentou a 2,5 % de amido de mandioca melhor produgdo de B-CD na

condicéo de parcialmente purificada, enquanto a dextrinizagdo foi melhor com a CGTase bruta.
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Figura 18. Producdo de ciclodextrinas pela acdo das CGTases bruta e parcilmente purificada,
produzida por Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16, utilizando amido de mandioca a 2,5 %

como substrato, analisada pelos método CD-fenolftaleina e Dextrinizante.
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A hidrolise do amido de mandioca & concentracdo de 4,0 %, com a CGTase bruta resultou
em uma convers&o de 26,0 umol mL™ de B-CD enquanto, a dextrinizacéo do amido, resultou em
atividade 9,0 U mL™. Utilizando a CGTase parcialmente purificada, a produgdo de p-CD foi de
27,0umol mL™* e a dextrinizagdo foi de 8,0 UmL™ (Figura 19). Assim, a CGTase bruta e
parcialmente purificada, produzida por Bacillus sp E16 ndo diferiram quanto a conversdao em
B-CD e na dextrinizagéao, na concentracgéo de 4,0% de amido de mandioca.

A concentracdo de amido a 4,0 % resultou nas melhores conversbes em ciclodextrina
para ambas as CGTases estudadas, tanto na condi¢cdo bruta como purificada. Quanto a

dextrinizagdo em média foi mais eficiente na concentracdo de 2,5 %.
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Figura 19. Producdo de ciclodextrinas pela acdo das CGTases bruta e parcilmente purificada,
produzida por Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16, utilizando amido de mandioca a 4,0 %

como substrato, analisada pelos método CD-fenolftaleina e Dextrinizante.
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Em estudos, Moriwaki e colaboradores (2009) utilizaram CGTases purificadas de B.
firmus cepa 7B, B. firmus cepa 37 e B. sphaericus cepa 41, e como fonte de amido foram
utilizados maltodextrina, amido de arroz, amido de batata, amido de milho, polvilho, fécula e
tapioca em uma concentragdo de 10%, obtiveram desempenho na producdo de B-CD, para todas
as fontes de amido, porém o amido de milho foi o substrato que resultou no melhor rendimento
na producdo de B-CD.

SZERMAN et al. (2007) produziram CGTase por Bacillus circulans DF 9R, e para o
estudo de conversdo de amido de mandioca em CDs, utilizaram diferentes concentracdes do
amido. Os autores obtiveram resultados satisfatorios na concentragdo de 5,0 %, sendo que apds 4

horas de hidrolise grande parte do substrato havia sido convertido em ciclodextrinas.

5.6 Secagem dos hidrolisados por spray dryer
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Para 0 processo de secagem por atomizacdo, foi necessério escolher os hidrolisados que
apresentavam maior teor de solidos, sendo assim foi acrescentado ao trabalho a concentragéo de
4,0% de substrato para a realizacdo da hidrdlise e excluido a concentracdo de 1,0% devido a
baixa concentracao de teor de sélidos no final da hidrélise. Devido a viscosidade e a dificuldade
no homogeneizacdo da solugéo enzimética, ndo foi possivel trabalhar na concentracdo de amido
a 5,0%. Foram adotadas as condicdes de 12,0 mL min™ de vazéo de alimentagdo da solugdo de
amido hidrolisado, temperatura de entrada do gas de secagem de 100 °C, temperatura de saida de
191 °C, e ar comprimido a uma pressdo de 4 kgf (cm?)™.As condigBes adotadas pelo spray dryer
foi diferente das condicOes observadas na literatura devido ao equipamento utilizado ndo atingir
tais condigBes. Antes do processo de secagem foi verificado o teor de sdlidos contido em cada
amostra e apdés o processo foi verificada a umidade das mesmas utilizando uma balanca de

umidade com lampada de halogénio, como € possivel observar nas Tabelas 3 e 4 abaixo.

Tabela 3. Teor de solidos e teor de umidade dos hidrolisados pela CGTase de Paenibacillus

campinasensis H69-3 bruta e parcialmente purificada

Amostra Teor de Solidos (antes da Teor de Umidade (apés a
secagem) (%) secagem) (%)

Amido de milho 2,5 % CGTase 428 % 6,79 %

bruta

Amido de milho 4,0 % CGTase 2,67% 7,23 %

bruta

Amido de milho 2,5 % CGTase 1,48% 6,86 %
parcialmente purificada

Amido de milho 4,0 % CGTase 2,78 % 6,16 %
parcialmente purificada

Fonte: proprio autor

Na tabela 3, podemos observar que nas amostras contendo amido de milho a 4,0%
hidrolisado pela CGTase de Paenibacillus campinasensis H69-3 o teor de solidos antes do
processo de secagem se apresentava semelhante tanto na enzima bruta quanto para a enzima

parcialmente purificada sendo de 2,67% e 2,78% respectivamente, e ap0s 0 processo a amostra
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contendo 4,0% com a enzima bruta apresentou maior umidade no p6 de secagem 7,23% e com a
enzima parcialmente purificada de 6,16%. As amostras que apresentam a concentragdo de 2,5%
de substrato, o teor de sélidos antes da secagem variou bastante, sendo a amostra com enzima
bruta apresentando 4,28% de teor de solidos e a amostra com a enzima parcialmente purificada
1,48%, porém ap0s a secagem a umidade das amostras apresentaram uma semelhanga sendo de

6,79 % para a bruta e 6,86 % para a parcialmente purificada.

Tabela 4. Teor de sdlidos e teor de umidade dos hidrolisados pela CGTase de Bacillus sp

subgrupo alcalophilus E16 bruta e parcialmente purificada

Amostra Teor de Solidos (antes da Teor de Umidade (apés a
secagem) (%) secagem) (%)

Amido de mandioca 2,5% 2,64 % 6,25 %

CGTase bruta

Amido de mandioca 4,0% 3,22 % 6,52 %

CGTase bruta

Amido de mandioca 2,5% 2,99 % 7,36 %

CGTase parcialmente purificada

Amido de mandioca 4,0% 3,02 % 9,07 %

CGTase parcialmente purificada

Fonte: proprio autor

Na tabela 4 observou que o teor de solidos das amostras na concentracdo de 2,5% e 4,0%
de amido de mandioca tanto com a CGTase bruta quanto para a parcialmente purificada néo
variou muito sendo de 2,64% a 3,22%, porém ap0s a secagem o teor de umidade das amostras
variou na concentracdo de 2,5% sendo 6,25% para a enzima bruta e 7,36% para a enzima
parcialmente purificada. Na concentracdo a 4,0% de amido de mandioca, para a enzima bruta foi
de 6,52% enquanto para a enzima parcialmente purificada foi de 9,07%. Carvalho, 2012, em
trabalho prop0s a secagem de ovo em spray dryer, foram feitos testes secando somente 0 ovo e a
associacdo de ovo + maltodextrina nas concentracdes de 10% (DE 10), 15% (DE 10) e 20% (DE
20), observaram um aumento de umidade residual da amostra com a adigdo de maltodextrina

sendo de 3,94% somente para 0 ovo, e as associacbes ovo + maltodextrina 4,50%, 6,80% e
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3,45%, respectivamente. Em estudos de VALDUGA et al. 2008, com a secagem de extrato de
erva-mate utilizaram goma arébica como adjuvante, e observaram que o teor de solidos da
amostra sem goma arabica apresentou 2,88% enguanto as amostras com a presenca de adjuvante
apresentaram uma variacdo de 2,80% a 2,91%, a umidade do pd coletado foi de 1,9% para a
amostra sem goma ardbica e a amostra contendo 0,6% de goma arébica foi a amostra que

apresentou maior umidade de 6,8%, apds a secagem.

5.7 Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

As tabelas 5 e 6 mostram a producdo de CDs apds 24 horas de hidrolise quantificadas por
HLPC. Observou-se que a conversdo em ciclodextrinas utilizando CGTase bruta é relativamente
melhor que quando utilizou-se a CGTase parcialmente purificada para ambas as CGTases
estudadas. A CGTase produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3 utilizando amido de
milho como substrato teve maior rendimento na converséo de CDs na concentragdo de 2,5% com
CGTase bruta que foi de 30,04%, na hidrdlise com a enzima parcialmente purificada a conversao
de CDs foi de 4,72 % e 7,15 % para 2,5 % e 4,0 % de amido de milho (Tabela 5).

O amido de mandioca foi o substrato que proporcionou melhor rendimento na producéo
de B-CD tanto na concentragdo a 2,5 % quanto a 4,0 %, sendo de 7,13 a 7,86 mg mL?,
respectivamente (Tabela 6). Foi possivel observar que houve maior rendimento na produgéo das
CDs utilizando a CGTase bruta quando comparada a CGTase parcialmente purificada. Em
nenhuma das amostras foi possivel detectar a presenca de o-CD por esse método de
quantificagdo conforme observamos nas Tabelas 5 e 6.

A producdo de CDs pela cepa 37 B. firmus e B. sphaericus cepa 41 utilizando células
imobilizadas sobre a esponja vegetal foi realizada usando amido de milho e maltodextrina, a
taxa de conversdo de CDs variou 16,2-29,3 %, usando o amido de milho ndo apresentou

producéo de a-CD para nenhuma das linhagens enquanto a producéo de B-CD variou de 16,2 a

17,5mg/mL. Utilizando maltodextrina , o B. firmus cepa 37 apresentou uma conversdo de 23,3%
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e o B. sphaericus cepa 41, 16,2% de CDs, sendo a maior conversdao em 3-CD 11,5 mg/mL e 8,5

mg/mL respectivamente (MORIWAKI et al, 2014)

Tabela 5. Conversdo de Ciclodextrinas pela acdo da CGTase produzida por Paenibacillus
campinasensis H69-3 na producéo de CD em amido de milho nas concentragOes de 2,5% e 4,0%

de substrato.

Substrato Producgo de CD (mg mL™) Conversao
o-CD B-CD vy-CD Total de CD (%)
Amido de milho 2,5 % CGTase bruta - 5,01+0,20 | 2,50+0,50 7,51 30,04
Amido de milho 4,0 % CGTase bruta - 2,88+0,12 1,60+0,1 4,48 17,92
Amido de milho 25% CGTase
parcialmente purificada - 1,29+0,00 0,6+0,1 1,89 472
Amido de milho 4,0% CGTase
parcialmente purificada - 1,96+0,02 0,9+0,1 2,86 7,15

Fonte: proprio autor

Tabela 6. Converséo de Ciclodextrinas pela agédo da CGTase produzida por Bacillus sp subgrupo
alcalophilus E16 na producéo de CD em amido de mandioca nas concentragdes de 2,5% e 4,0%

de substrato.

Substrato Producgo de CD (mg mL™) Conversao
o-CD B-CD v-CD Total de CD (%)
Amido de mandioca 2,5 % CGTase bruta - 7,13+0,20 1,7+0,00 8,83 35,32
Amido de mandioca 4,0 % CGTase bruta - 7,86+0,13 1,8+0,20 9,66 38,64
Amido de mandioca 2,5% CGTase
parcialmente purificada - 5,59+0,03 1,5+0,00 7,09 17,72
Amido de mandioca 4,0% CGTase
parcialmente purificada - 4,95+0,03 1,4+0,10 6,35 15,87

Fonte: proprio autor

MORA et al, (2012), utilizando amido de inhame para a producdo de CD, obtiveram uma
proporcdo de 0.74:1:0.61 para a: B: vy, e utilizando amido soltvel o rendimento foi para a: : y de
0.29:1:0.85. ZHEKOVA et al, (2011), realizaram estudos variando o pH na solugdo contendo
substrato e observaram que a producdo de CDs em pH 9 teve a proporgéo de 2.6:83.5:13.9 para
a:B:y e em pH 5 a relagdo foi 8.6:84.6:6.8. Utilizando modelos matematicos para determinar as
condigbes de conversdo méxima de amido em CDs que foi de 45,88% em uma concentracéo de

5,0% de substrato. CALSAVARA et al, (2011), utilizando amido de milho pré-tratado a uma
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concentragdo de 15,0% na presenca de etanol e, tiveram como resultado uma produgdo total de
CDs de 57,4%, sendo 53,2% a-CD, 36,1% B-CD e 10,7% y-CD.

Trabalhos de ATANASOVA et al, (2009) utilizando células de Bacillus
pseudalcaliphilus 20RF e Bacillus pseudalcaliphilus 8SB bons produtores de CGTase foram
imobilizadas e principalmente § e y -CD depois de 6 horas de reagéo da enzima a pH 9,0, sob
estas condicOes , foram observados uma maior produgdo de B e y—CD, a relagdo da conversao de

CDs foi de 0:62.3:37.7 dea: B: v, respectivamente.

6. CONCLUSAO

O processo de purificagdo parcial das CGTases obtidas apresentou melhores resultados para a
CGTase de Paenibacillus campinasensis H69-3. Os ensaios de conversdo realizados com a
CGTase bruta e parcialmente purificada produzida pelas duas bactérias mostraram resultados
significativos, pois a enzima conseguiu converter os diferentes amidos em B-CDs. A CGTase
bruta e parcialmente purificada produzida por P. campinasensis H69-3 teve melhor atuagdo em
amido de milho, enquanto a CGTase bruta e parcialmente purificada produzida por Bacillus sp
subgrupo alcalophilus E16 teve melhor atuagdo em amido de mandioca. A CGTase produzida
pela linhagem mesofilica Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 foi a que apresentou melhor
producdo de B- e y-CD em relagdo a linhagem termofilica. A a-CD ndo foi detectada pelo
método utilizado. A proporcdo a: B: y para os hidrolizados produzidos pela CGTase bruta foi de
0:1,0:0,50 e 0:1,0:0,56 nas concentracdes de 2,5 % e 4,0 % de amido, respectivamente. Para 0s
hidrolisados utilizando CGTase parcialmente purificada a propor¢édo foi de 0:1,0:0,46 para
ambas as concentra¢Ges de amido de milho. A CGTase bruta produzida por Bacillus sp subgrupo
alcalophilus E16 apresentou uma proporgéo a:f:y para os hidrolisados produzidos pela CGTase
bruta foi de 0:1,0:0,24 e 0:1,0:0,23 nas concentragdes de 25% e 4,0% de amido,
respectivamente. Para os hidrolisados utilizando CGTase parcialmente purificada a proporgao foi

de 0:1,0:0,26 e 0:1,0:0,28 nas concentragdes de 2,5 % e 4,0 % de amido.
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