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RESUMO

As ciclodextrinas sdo formadas a partir da degradacdo de amido pela enzima
ciclodextrina- glisosiltransferase, a qual € produzida por microrganismos. As
ciclodextrinas sdo compostas por oligossacarideos ciclicos e originam a a-CDS, -
CDs e y-CDs. A B- ciclodextrina possui maior aplicacao industrial, como no setor
alimenticio, farmacéutico e em cosméticos. As ciclodextrinas possuem uma
importante propriedade que é a formacdo do complexo de inclusdo. Esse complexo
de inclusdo é desenvolvido a partir das caracteristicas estruturais da ciclodextrina,
denominada de tronco-conica que compreende uma parte interna hidrofébica e uma
externa hidrofilica, ocorrendo assim a complexagdo com varias moléculas. Os
complexos de inclusdo podem ser classificados em completo, parcial, axial,
“sandwich” e estequiometria superior. Dessa maneira, a partir do processo de
formacéo da ciclodextrina, foi realizada a complexagdo com o biossurfactante. Os
bissurfactantes atuam na reducéo superficial e interfacial, assim sdo bastante
utilizados na biorremediacdo de ambientes poluidos por petréleo, producdo de
medicamentos e cosmeéticos. Os biossurfactantes sdo produzidos por bactérias,
leveduras e fungos filamentosos. O ramnolipideo € um biossurfactante produzido a
partir de Pseudomonas aeruginosa, e € composto por monoramnolipideo, que contém
uma ramnose em sua estrutura quimica e por diramnolipideo, que possui duas
ramnoses em sua estrutura quimica. O presente trabalho tem por finalidade o estudo
da complexagao do ramnolipideo com a B-ciclodextrina com o intuito de verificar a
preferéncia da molécula de B-ciclodextrina em relacdo aos homdlogos mono e
diramnolipideo e estabelecer um processo de separacgao.

Palavras-chave: Ciclodextrina. Complexo de inclusdo. Biossurfactante.



ABSTRACT

Cyclodextrins are formed from starch hydrlysis by the enzyme cyclodextrin-
glisosyltransferase, which is produced by microorganisms. Cyclodextrins are
composed of cyclic oligosaccharides originating a-CDS, B-CDs and y-CDs. f-
cyclodextrin has greater industrial application, as in the food, pharmaceutical and
cosmetics sectors. Cyclodextrins have an important property which is the formation of
the inclusion complex. This inclusion complex is developed from the structural
characteristics of cyclodextrin, called the conical trunk that comprises a hydrophobic
internal part and a hydrophilic external part, thus occurring the complexation with
several molecules. Inclusion complexes can be classified into complete, partial, axial,
sandwich, and superior stoichiometry. Thus, from the process of formation of
cyclodextrin, the biosurfactant was complexed. Bisurfactants act in superficial and
interfacial reduction, thus they are widely used in bioreemediation of oil polluted
environments, production of medicines and cosmetics. These biosurfactants are
produced by bacteria, yeast and filamentous fungi. Rhamnolipid is a biosurfactant
produced from Pseudomonas aeruginosa, and is composed of monorhamnolipid,
which contains a rhamnose in its chemical structure and dirhamnolipid, which has two
rhamnoses in its chemical structure. The present work aims to study the rhamnolipid
complexation with B-cyclodextrin in order to verify the preference of the B-cyclodextrin
molecule over mono and dirhamnolipid homologues and to establish a separation
process.

Keywords: Cyclodextrin. Inclusion complex. Bisurfactant.
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1. INTRODUCAO

Ha um grande destague na area de Biotecnologia abrangendo a producédo de
enzimas através de microrganismos. O foco desse estudo € a producédo da enzima
ciclodextrina-glicosiltransferase (CGTase) por Bacillus lehensis (BLANCO et al., 2012,
Blanco et al., 2014).

A CGTase catalisa a reacao da formacao de ciclodextrinas (CDs) a partir do
amido (CUCOLO et al., 2006; BLANCO et al., 2015). As CDs sao compostas por
mondmeros de glicose unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4, formando uma estrutura
tronco-conica (Figura 1), que permitem a formacdo de complexo de inclusdo com
moléculas hospedes. As principais estruturas das CDs sao a-CDS, B-CDs e y-CDs,
formadas por 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente (SZEJTLI,1998).

Figura 1. Estrutura da Ciclodextrina.
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Fonte: SZEJTLI,1998.

Assim, existe a producdo de diferentes CDs, formadas a partir de distintas
CGTases (MATIOLI et al.,, 2000). Dessa forma, ocorrem diversos processos na
producédo da enzima, aumentando sua area de interesse (BLANCO et al., 2017).

As ciclodextrinas possuem uma propriedade de grande relevancia que é a
formacédo de complexos de inclusdo. Esses complexos de inclusdo sao produzidos a
partir de caracteristicas hidrofébicas na parte interna (apolar) e hidrofilicas em sua
parte externa, permitindo assim a complexacdo com varias moléculas. Esses
complexos sdo chamados de hospedeiro — hospede, e a ligacdo de moléculas
(héspedes) que ocorrem dentro da ciclodextrina (hospedeiro) é feita através de um
equilibrio. Essa propriedade atua em muitas aplicagées, modificando ou melhorando

caracteristicas fisico-quimico das moléculas denominadas “hdspedes”, como a
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solubilidade, estabilidade, protecdo contra oxidag&o, isolamento fisico de compostos
incompativeis, biodisponibilidade, isomeriza¢do (DEL VALLE,2004; HEDGES,1998).

Existem algumas classificagées quanto aos complexos de incluséo: a completa,
caracterizada pela molécula héspede ser de tamanho pequeno, entrando assim
totalmente na cavidade da ciclodextrina; a parcial, ha qual a molécula entra apenas
parcialmente na cavidade da ciclodextrina; a axial, na qual a molécula hdspede tem
tamanho alongado e estreito entrando no eixo mediano da ciclodextrina; a “sandwich”,
onde a molécula hdspede é grande e precisa de duas moléculas de ciclodextrina pra
formar o complexo completo; e de estequiometria superior, em que duas moléculas
héspedes interagem com uma ciclodextrina ou duas moléculas héspedes para duas
ciclodextrinas (WENZ, 1994).

Existem muitas alternativas para a utilizacao das ciclodextrinas na producéo de
varios setores industriais. No setor alimenticio, as ciclodextrinas agem na protecéo
contra oxidacao de lipidios, assim como na estabilidade de aromas (SZENTE et al,
2004); no farmacéutico contribui para o aumento da solubilidade de farmacos devido
a sua formacéo de complexos de incluséo, assim como a liberagéo lenta do principio
ativo (RAJEWSKI et al,1996); em cosméticos elimina ou reduz odores (CENTINI et al,
2007); Na despoluicdo ambiental age como protecédo a residuos toxicos industriais,
atuando na formacdo de complexos ndo toxicos e na parte quimica como
catalisadores e auxiliando em extracdes de misturas (SALPIRA et al, 2006; SASIKALA
et al, 2009).

Além do foco da produgdo da B-ciclodextrina, faz parte desse estudo a
complexacao dessa molécula com ramnolipideo, o qual € um biossurfactante bastante
utilizado atualmente.

Biossurfactantes sdo de origem bioquimica, pois sdo produzidos a partir de
bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Esses biossurfactantes tem notaveis
caracteristicas, como baixa toxicidade e alta biodegradabilidade, dessa forma, atuam
na reducéo de tensdo superficial e interfacial (BANAT et al, 2000) S&o estudados no
Laboratério de Microbiologia Industrial ha muito tempo, logo sédo de grande valor para
processos industriais, como na biorremediacdo de ambientes poluidos por petréleo,
producdo de medicamentos e cosmeéticos (MULLER et al, 2012). Nesse estudo em
especial, sera utilizado os ramnolipideos que sdo produzidos a partir de bactérias
Pseudomonas aeruginosa. Na sua producédo ocorre a presen¢a de homélogos mono

e diramnolipideos, sendo que na estrutura quimica ha uma ramnose e duas ramnoses,
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respectivamente. Pretende-se através da complexacdo verificar a preferéncia da
molécula de B-ciclodextrina em relacdo aos homélogos e estabelecer um processo de

separagéo.

1.1 Justificativa

O presente projeto se justifica na grande possibilidade de aplicacdo das
ciclodextrinas, principalmente nos setores industriais. Pesquisas de otimizagdo da
producéo de CGTases que formam as ciclodextrinas de menor custo séo de enorme
importancia, pois viabilizam economicamente o uso das ciclodextrinas em escala
comercial. Além disso, o complexo da ciclodextrina com o ramnolipideo é inovador,
pois busca a separacéo dos homoélogos que constituem o ramnolipideo e desse modo,
esses homologos poderdo ser utilizados em diversos processos que necessitam
apenas do monoramnolipideo ou do diramnolipideo agregando valor, uma vez que a

utilizacdo de um homélogo tem sido muito estudada.

1.2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho € estudar a producdo da enzima CGTase
por Bacillus lehensis utilizando amido como substrato. Apds separacdo da enzima,
fazer o uso dela para produgao de B-ciclodextrina para uso no encapsulamento de

ramnolipideo.

1.3 Objetivos especificos

Analisar o crescimento do micro-organismo em placas de Petri contendo meio
seletivo;

Verificar a capacidade de diversas concentracfes da fonte de carbono como substrato
para producdo de enzima, utilizando o micro-organismo Bacillus lehensis;
Determinar o crescimento celular do micro-organismo durante a producdo da enzima
CGTase;

Utilizacdo de parametros ja determinados para producédo de CGTase e producdo de
B-ciclodextrina.

Estudar a possibilidade da complexagéo da B-ciclodextrina com a ramnolipideo
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

A enzima CGTase foi produzida a partir da linhagem da bactéria Bacillus
lehensis que foi proveniente da Colegdo de Cultura do Laboratério de Microbiologia
Industrial do Instituto de Biociéncias de Rio Claro a qual foi isolada de agua residuaria
de fecularia.

2.2 Meio de estoque do microrganismo

Para a ativacdo do microrganismo foi realizado repiques da cultura estoque.
Nesse estoque a bactéria é mantida em criotubo contendo 50 % de meio de cultura
de crescimento do microrganismo e 50 % de glicerol a 40 %. As culturas foram
mantidas sob congelamento para diminuir o metabolismo celular até futuras

necessidades de uso.

2.3 Meio seletivo do microrganismo

A composicdo do meio de cultura utilizado para o crescimento do

microrganismo Bacillus lehensis foi proposto por Nakamura e Horikoshi (1976).

Tabela 1. Composi¢éo do meio de cultura original utilizado para o crescimento do microrganismo

Bacillus lehensis.

Componentes Concentracdao (g/L)
Amido soluvel (comercial) 2,00
Polipeptona 0,50
KoHPO4 0,10
Na2CO3 1,00
Extrato de levedura 0,50
MgSQ4.7H.0 0,02

Fonte: Elaborado pela autora.
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Para o meio empregado nos processos fermentativos para a producao de
CGTase utilizou-se o meio descrito por Nakamura e Horikoshi (1976), porém ao invés
de utilizar o componente Polipeptona, foi utilizado a Triptona.

2.4 Preparacédo do in6culo e ativagdo do microrganismo

Para realizar a curva de crescimento da bactéria foi efetuado experimento de
crescimento utilizando o equipamento CGQ (Cell Growth Quantifier). Esse
equipamento € formado por quatro componentes: uma placa sensora, um
revestimento escuro para erlenmeyer, uma estacdo-base e software cgQuant. Através
desse sistema foi confeccionada a curva utilizando-se 130 rpm, 37°C, frascos de
erlenmeyers de 500 mL de volume total e 100 mL de volume util de meio. Esse
programa analisa a cinética de crescimento e quantificagdo celular através da
densidade optica, em comprimento de onda de 600 nm. (INFORS MT, 2019).

2.5 Confecgao da curva padrao de B-CD

Para confecgao da curva padréao da 8 —CD, foi produzida uma solucéo estoque
de B-CD 0,5 mM, pesando-se 0,01419g de p-CD, 5,0 mL de tampé&o Tris-HCI 0,05M
(pH 8,0) e completando o volume a 25 mL com agua destilada. A partir da solucao
estoque de B-CD 0,5 mM foram realizadas sucessivas diluicbes com o tampéo Tris-
Hcl, conforme tabela abaixo. As amostras foram submetidas ao método colorimétrico
do complexo fenolftaleina-ciclodextrina, para a leitura da absorbancia em 550 nm
(BLANCO, 2009).
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Tabela 2. Volume de B-CD e tampao Tris-Hcl para a curva padrdo de -CD.
Volume 3-CD 0,5 mM  Volume Tris-Hcl 0,05M pH

TUBO
(ml) 8,0 (ml)
1 0 1
2 0,1 0,9
3 0,2 0,8
4 0,3 0,7
5 0,4 0,6
6 0,5 0,5
7 0,6 0,4
8 0,7 0,3
9 0,8 0,2
10 0,9 0,1
11 1 0

Fonte: Elaborado pela autora.

2.6 Processo Fermentativo

O processo de fermentacdo ocorreu apos a ativacdo do microrganismo. A
temperatura foi de 35° C por 72 h a 150 rpm em “shaker”. Do pré indculo, em que
ocorreu o crescimento do Bacillus lehensis foram transferidos 10 % (v/v) para
Erlenmeyer de capacidade de 300 mL contendo 100 mL do meio de cultura. Ao final
de tempos de 24; 48 e 72 horas de fermentacdo foram retiradas amostras de cada
erlenmeyer e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante livre de
células foi utilizado para determinacao da atividade enzimatica (AE). Os ensaios foram
realizados em triplicatas.

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada pelo método
colorimétrico do complexo ciclodextrina-fenolftaleina, no qual ocorre em um reator
termostatizado em uma temperatura mantida a 55° C. Primeiramente foi colocado 5mL
de amido 1% [0,1 g de amido soluvel; 1,0 mL de solucao de CaCl, (0,05M); 1,0 mL de
solucéo tampéo Tris-HCI 0,05M (pH 8,0) e o volume completado a 10 mL com agua
destilada] e também 5mL do caldo bruto (o qual contém a enzima). Em seguida, foram

retiradas 0,5mL das amostras em tempos pré-determinados de 0; 3; 6; 9; 12 minutos
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e inativadas a 100°C em agua fervente durante cinco minutos e depois deixadas em
banho em temperatura ambiente.

Para a analise da atividade enzimatica da CGTase, foi adicionada aos 0,5mL
de amostras inativadas os 2,5mL da solucédo de trabalho [0,5 mL de solucéo alcodlica
de fenolftaleina (3 mM); 5,0 mL de tamp&o carbonato de sédio 0,6 M (pH 10,5), sendo
o volume completado a 25 mL com agua destilada em baldo volumétrico]. A leitura
ocorreu em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 550 nm (MAKELA et al.,
1988).

Para a producéo de ciclodextrina adicionou-se em um reator encamisado 35
mL do caldo e 35 mL de amido a 1%. Para o controle do pH em 8,0 a solugéo de
amido foi preparada com tampéao Tris-Hcl 0,05M. O reator era mantido a temperatura
de 55° através de um banho ultratermostatico, sendo as amostras retiradas em 0, 4,
9, 22, 24, 30, 35 horas. Essas amostras (0,5 mL) eram acrescidas de 2,5L de solucao
de trabalho. Dessa forma, por meio da coloracdo de cada amostra foi possivel verificar

se houve a producao da ciclodextrina (BLANCO et al, 2014).

2.7 Obtencéo de complexos de inclusdo da ciclodextrina com ramnolipideo

A formacdo do complexo de inclusdo da ciclodextrina com o ramnolipideo
ocorreu por meio do método em solucdo aquosa. Esse método consiste na
solubilizagdo da ciclodextrina em meio aquoso e posterior adicdo do “hdspede”
(composto ativo) em excesso — permanece em temperatura constante e sob agitacao
durante um tempo suficiente para ocorrer a encapsulacdo (RAJEWSKI; STELLA,
1996). Realizou-se a dissolucdo da ciclodextrina utilizando 10 mL de &gua e
posteriormente adicionou-se 1,5 g de ramnolipideo para cada concentracdo de
ciclodextrina, sendo mantido em temperatura ambiente e agitacdo por 24 horas. O
procedimento consistiu na adi¢cdo de quantidades crescentes de (-CD (tabela 3) a um
excesso de ramnolipideo em solucdo aquosa. Apos 24h de agitacdo, o material foi
centrifugado e quantificado.

A quatificacdo dos homodlogos (mono e diramnolipideo) foi feito através do
HPLC (High performance liquid chromatography). Além disso, analisou-se o
ramnolipideo residual que nao foi complexado na fase aquosa por TLC (Thin layer

chromatography).



Tabela 3. Quantidade em gramas de ciclodextrina em cada frasco.

Frasco [B-CD] Massa B-CD (g)
1 0 0
2 0,5 0,00567
3 1 0,01135
4 2 0,02270
5 3 0,03405
6 4 0,0454
7 5 0,05675
8 6 0,06810
9 8 0,0908
10 10 0,1135
11 12 0,1362
12 14 0,1589
13 16 0,1816

Fonte: Elaborado pela autora.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Curva de crescimento

A partir da utilizacdo do programa CGQ, foi possivel construir a curva de
crescimento da bactéria Bacillus lehensis (Gréfico 1). Esse gréfico foi construido pela
leitura da densidade 6ptica a 600nm da média dos meios de crescimento A e B em
relacdo ao tempo. Nesse grafico pode-se observar o crescimento do microrganismo
no intervalo de 27 horas, evidenciando uma fase logaritmica (fase exponencial) mais

acentuada no periodo de crescimento entre 15 e 18 horas.

Gréfico 1. Curva de crescimento Bacillus lehensis.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A formacdo de halos € uma forma mais rapida de detectar a atividade
enzimatica em nivel de placa de Petri. Essa técnica tem como objetivo isolar e
selecionar o0os microrganismos que produzem com maior seletividade altas
concentragfes de ciclodextrina (MATIOLI, 2000). Apds 48h da inoculagcéao do Bacillus

lehensis foi possivel observar a formacédo de halos (Figura 2).
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Figura 2. Halos formados evidenciando a atividade enzimatica do microrganismo

Fonte: Dados da pesquisa.

Segundo Matioli (2000), a ciclodextrina formada pela enzima CGTase
produzida pelo cultivo de cepas microbianas deste género é capaz de formar
compostos de inclusdo com a fenolftaleina, mudando a coloracao do meio de cultura
e formando halos de coloragdo amarela.

3.2 Céalculo da atividade enzimatica

Para identificar o coeficiente angular utilizado posteriormente no calculo da
atividade enzimatica, foi necessario realizar a confecgdo da curva padrdao da B-
ciclodextrina (Grafico 2). Essa curva consiste em uma calibracdo do método,
promovendo a correlacédo entre concentracdo de ciclodextrina e na sua complexacao
com a fenolftaleina tendo como fator de medida a absorbancia. Experimentalmente
obteve-se um coeficiente angular a= -1,5074 e também um coeficiente de correlagdo

igual a 0,992 comprovando a boa linearidade da reta padrao.
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Grafico 2. Reta padrao da concentragao de f-ciclodextrina em 550 nm de absorbancia.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir do coeficiente angular obtido na reta padrdo foi possivel calcular a
atividade enzimatica. Durante uma fermentacao foram retiradas amostras nos tempos
de 24,48 e 72 horas. No grafico 3, € demonstrado a atividade enzimatica, a

absorbancia lida em 550nm em funcéo do tempo de fermentacéao.

Gréfico 3. Atividade enzimética em diferentes tempos de fermentacao.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para exemplificar o célculo da atividade enzimatica, usou-se maior valor,
ocorrido no tempo de 72 horas (grafico 3). O célculo foi feito a partir do valor de 0,023
obtido a partir da inclinagédo da reta (grafico 4). Dessa forma, para cada experimento

foi encontrado uma inclinacao diferente.
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Grafico 4. Inclinacéo e equacao da reta no tempo de 72h. AE = 1,5074+0,023*1*1000*0,5 = 17,33
U/mL

y =-1900ralx + 1900ral
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir desse experimento, foram realizadas fermentagdes em triplicatas com
o0 intuito de aumentar a atividade enzimatica. Abaixo segue a tabela 4 com o tempo
de fermentacédo, suas atividades enzimaticas e a média das atividades enzimaticas.

Observa-se que em 24 horas a atividade era maior do que em 48 e 72 horas.

Tabela 4. Fermentacdes em triplicatas.

Atividade enzimética Média das atividades
Tempo (horas) . .
(U/ml) enzimaticas
24 7,160 6,280
6,180
5,502
48 4,672 6,205
12,059
1,884
72 5,652 5,702
6,029
5,426

Fonte: Elaborado pela autora.

Apés ser efetuado o método para atividade enzimatica, o caldo bruto foi
centrifugado, e dessa maneira, foi utilizado o sobrenadante livre para a producéo da

ciclodextrina. A partir da coloragdo em cada tempo que as amostras foram retiradas
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foi possivel visualizar que houve a incorporacdo da fenolftaleina com a ciclodextrina,
demonstrando a producéo de ciclodextrina. Na figura 3, observa-se da direita para a
esquerda 0,5ml das amostras retiradas nos tempos de 0,4,9,22,24,30,35,46 e 48
horas e adicionadas a 2,5ml de solugéo de trabalho, evidenciando a mudanca de cor
e por consequente a producao de ciclodextrina.

Figura 3. Formacéo da ciclodextrina a partir da visualizacdo do complexo fenolftaleina-ciclodextrina.

Fonte: Dados da pesquisa.

3.3 Formacéao do Complexo de inclusao

Através do método em solucdo aquosa foram formados os complexos de
inclusdo que sao diretamente proporcionais a concentragdo de B-ciclodextrina, a
medida que aumenta a concentragao da B-ciclodextrina diminui tanto 0 mono quanto
o diramnolipideo no meio aquoso. A figura foi confeccionada a partir de resultados

guantificados por HPLC (Grafico 5).
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Grafico 5. Complexagéo de ramnolipideo com diferentes concentragbes de B-ciclodextrina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O ramnolipideo restante na fase aquosa foi analisado através da TLC (figura
4), apresentando as treze amostras (tabela 3), a [-ciclodextrina pura, o0
monoramnolipideo e o diramnolipideo. A TLC confirmou o resultado do grafico 5, pois
a partir da amostra 8, observa-se que o monoramnolipideo sofre inclusédo primeiro,
uma vez que spots de diramnolipideos ainda aparecem na TLC.

Figura 4. TLC apresentando 13 amostras: -ciclodextrina pura, monoramnolipideo (em azul) e

diramnolipideo (em vermelho).

Fonte: Dados da pesquisa.

A partir do método colorimétrico do complexo ciclodextrina-fenolftaleina em
gue determina a atividade enzimatica, foi possivel realizar algumas analises, como

concluir que a coloragédo rosa em meio basico apresentou uma maior absorbancia, no
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tempo pré-determinado O observa-se a colorac¢ao rosa forte, evidenciando somente a
presenga da fenolftaleina. Ja a B- ciclodextrina forma um complexo incolor estavel
com a fenolftaleina e assim ocorreu uma menor absorbancia e diminuigdo na
coloracéo rosa.

Para a verificacdo da propriedade complexante das ciclodextrinas, esse
método baseia-se na formagdo do complexo da B- ciclodextrina com a fenolftaleina
(BLANCO, 2009). A partir desse complexo formado, foi possivel produzir uma variacédo
na densidade otica, sendo medida pelo espectrofotdmetro, e também a observacéo
acompanhando a intensidade da cor da solugédo. Segundo Makela et al (1988), essa
mudanca na cor ocorreu devido ao corante da solugcdo que € desproporcional a
concentracao de B-CD.

A curva padrdao da B-CD também segue esse parametro do método
colorimétrico e forma-se uma reta decrescente, demostrando que a partir da
complexacdo da ciclodextrina com a fenolftaleina ocorreu o decaimento da
absorbancia.

A partir da formacéo dos complexos de inclusdo que foi realizado pelo método
de complexo em solucdo aquosa (RAJEWSKI; STELLA, 1996), foi possivel constatar
gue essa formacdo realmente ocorreu, pois foi demostrado através do
encapsulamento do ramnolipideo com a p-ciclodextrina a evidencia dessa
propriedade da ciclodextrina que € a formacéo dos complexos de incluséo.

Por causa da propriedade de formar os complexos de incluséo, a ciclodextrina
produzida em laboratério pode ser utilizada como uma metodologia para separacao
dos homélogos. O complexo da B-ciclodextrina com o ramnolipideo mostrou-se viavel
uma vez que os dados do HPLC (grafico 5) e da TLC (figura 4) sugerem que pode
ocorrer a separacdo de homologos através dessa metodologia. Observou-se que 0
monoramnolipideo é o primeiro a complexar com a ciclodextrina, o0 que pode ser
comprovado pela TLC. Além disso, também foi possivel observar que ndo temos a
presenca de monoramnolipideo na corrida a partir da amostra 8, mas quando ha um
aumento na concentragao de B-ciclodextrina, observa-se que somente existe a

presenca de diramnolipideo.
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4 CONCLUSAO

Os dados obtidos permitem sugerir:

A formacao de halos, confirmou que o microrganismo Bacillus lehensis pode
ser utilizado para a produgdo da enzima ciclodextrina-glicosiltransferase
(CGTase).

E possivel inferir que a partir da concentragdo 8mM de B-CD (0,0908g de
ciclodextrina) ocorreu o encapsulamento do monoramnolipideo — confirmado
na TLC da figura 4.

A partir dessa metodologia de separacdo dos homélogos alguns parametros
podem ser modificados para melhoramentos, como a mudanca na quantidade
de B-ciclodextrina ou de ramnolipideo, além da realizacdo em volumes maiores
e em tempo mais curto para ocorrer uma otimizagao no processo para que seja
viavel e efetiva a utilizacdo dos homdélogos separados em diversos setores

industriais.
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