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Resumo

A enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) é
capaz de produzir oligossacarideos ciclicos chamados de
ciclodextrinas (CDs). Este trabalho visou melhorar o
processo tecnolégico de purificagdo da CGTase
produzida pelo Bacillus firmus cepa 37, utilizando amido
de milho como adsorvente. Dois métodos de
recuperacdo da CGTase foram testados: com &gua e
com solugdo de B-CD. Os valores de atividade
enzimatica encontrados foram de 3,54 e 4,46 pmol (3-
CD/minxmL, para as recuperagfes com &gua e com
solucdo de B-CD, respectivamente. Conclui-se que o
processo de purificacdo da CGTase avaliado nesta
pesquisa mostrou-se eficiente, de baixo custo e favorece
a producéo das CDs.

Introducao

A CGTase, por meio de reacdo de transglicosilagéo
intramolecular (ciclizagdo), é capaz de produzir as CDs
gue encapsulam grande faixa de moléculas organicas e
inorganicas. Contudo, a utilizacdo das CDs é limitada, ja
gue sua producdo tem alto custo. O amido tem sido
utilizado como substrato para producdo de CDs por ser
uma matéria-prima barata e com alta disponibilidade. O
amido também pode, de forma inovadora, ser utilizado
na purificacdo da CGTase, por meio da adsor¢cdo da
enzima e posterior recuperaqéol’ 20 presente trabalho
teve por objetivo utilizar o amido de milho, comumente
utilizado como substrato da enzima, para o processo de
purificacdo da CGTase do B. firmus cepa 37.

Material e Métodos

A producdo e obtencdo do extrato bruto da CGTase, a
partir do B. firmus cepa 37, foram realizadas de acordo
com Fenelon e col. (2015). Para a purificagdo, ao extrato
bruto foram adicionados 11% de amido e 1,6% de
(NH,4),S0O,4, mantendo sob agitacdo a 0 °C durante 40
min. O amido com a enzima adsorvida foi centrifugado
durante 10 min a 3000 g e lavado duas vezes com
solucdo 1,6% (p/V) de (NH4),SO,4 a 0 °C. A recuperagéo
da CGTase foi testada com 10 mL de agua ou com 10
mL de solugcédo de B-CD 10 mM, para cada 100 mL de
extrato bruto inicial, e agitou-se por 1 h a 40°C *°. A
producdo de CDs pelas CGTases recuperadas foi
realizada em batelada de 12 h, com substrato amido de
milho 5% (p/V) na presenca de etanol 10% (p/V),
conforme Fenelon e col. (2015). Determinou-se a B-CD
por espectrofotometria’.

Resultados Obtidos

A atividade enzimatica foi de 3,54 pmol de B-CD/minxmL,
para a CGTase recuperada utilizando agua, e de 4,46
pmol de B-CD/minxmL para a CGTase recuperada com
solucdo de B-CD. O teor de proteina de cada uma das
amostras, pelo método de Bradford, foi de 0,065 mg/mL
e 0,075 mg/mL, respectivamente. Assim, a atividade
enzimatica especifica correspondeu a 54,5 U/mg e 59,5
U/ml, respectivamente. A produgéo de 3-CD em reator,
utilizando a CGTase recuperada com agua, resultou no
rendimento de 13,13 mmol/L, enquanto que para
CGTase recuperada com solugao de B-CD o rendimento
foi de 17,18 mmol/L, conforme demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Produgédo de B-CD ao longo de 12 horas pela CGTase
recuperada com agua e pela CGTase recuperada com solugao de B-
CD.

Conclusao

A purificacdo da CGTase utilizando amido de milho como
adsorvente apresentou rendimentos satisfatérios e foi
considerado viavel, ja que é facil, rapido e de baixo
custo. A recuperacdo da CGTase utilizando solucdo de
B-CD mostrou-se mais eficaz que a recuperacdo com
agua. Os resultados alcancados nesta pesquisa podem
contribuir para a obtencdo de CDs a custo reduzido.
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