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USE OF COMPLEXING AGENTS FOR INCREASED TARGETED PRODUCTION OF CYCLODEXTRINS BY COMMERCIAL
ENZYME TORUZYME?®. Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides, products of the intramolecular transglycosylation reaction
promoted by the enzyme cyclomaltodextrin glucanotransferase (CGTase). The most commonly produced CDs are ¢-CD, 5-CD and
y-CD, composed of 6, 7 and 8 glucose molecules, respectively. They form non-covalent inclusion complexes with several molecules,
increasing their stability and/or solubility. Due to the importance of CDs and the various industrial applications, this work aimed
to use the commercial enzyme Toruzyme® to obtain CDs and direct its production to a-CD or 3-CD through the use of ethanol and
complexing agents in the reaction medium. The reaction medium added with ethanol and cyclohexanecarboxylic acid directed the
production to $-CD, reaching 47.09 mg mL" of this molecule. The production medium containing ethanol and stearic acid proved
to be more advantageous for the production of a-CD and, after 48 h of reaction, the production of a-CD reached 19.57 mg mL", a
value six times greater than that of amount of 3-CD produced. With this study it was possible to prove that with the use of ethanol and
complexing agents in the reaction medium it is possible to direct the production of a certain CD and, thus, make different CGTases

economically viable for industrial use.

Keywords: complexing agents; cyclohexanecarboxylic acid; stearic acid.

INTRODUCAO

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos, formadas
por unidades de glicopiranoses, unidas por ligacdes glicosidicas
a-1,4. Existem trés principais tipos de moléculas de CD compostas
por 6, 7 ¢ 8 moléculas de glicose denominadas «¢-CD, -CD
e y-CD, respectivamente. Estas moléculas diferenciam-se no
tamanho, didmetro e volume da cavidade do anel, e na solubilidade
em dgua.'”

A estrutura tridimensional das CDs se assemelha a um cone
truncado, no qual as hidroxilas das unidades de glicose ficam
orientadas para a parte exterior do cone, enquanto os carbonos
e oxigénios etéreos das unidades de glicose ficam voltados para
cavidade do mesmo.® Este formato ocorre pelo fato de na porgao
estreita externa do cone se localizarem as hidroxilas primadrias,
enquanto na por¢do larga externa se encontram as hidroxilas
secundadrias.* Em solugdo aquosa, o interior das CDs € preenchido por
moléculas de d4gua em uma intera¢do polar-apolar energeticamente
desfavordvel, as quais sdo substituidas facilmente por moléculas
menos polares do que a dgua.’ Portanto, ocorre a substituigdo das
moléculas de d4gua que possuem uma entalpia elevada, por moléculas
apolares de entalpia menor, promovendo um aumento de entropia e
reducdo da energia total do sistema.*

Desta forma, as CDs sdo capazes de interagir no interior de
sua cavidade hidrofébica com uma grande variedade de moléculas
héspedes para formar complexos de inclusdo ndo covalentes.> O
que promove uma alteragdo nas propriedades fisicas e quimicas da
molécula hospedada no interior da CD.* Pode ocorrer o aumento da
solubilidade em dgua da molécula hdspede, a reducdo da volatilidade,
o aumento da estabilidade, além da capacidade de mascarar sabores
desagradaveis. Esta e outras propriedades, bem como a possibilidade
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de serem usadas para liberacdo controlada de farmacos, fazem as
CDs terem aplicacdes no campo farmacéutico, alimenticio, téxtil,
entre outros.*”’

No campo farmacéutico, as CDs podem ser usadas para reduzir
a cristalinidade do farmaco por complexacdo ou dispersdo sélida
com elas, o que leva a uma melhora na solubilidade do fairmaco.® As
CDs promovem uma reducéo da irritagdo causada por farmacos, por
aumentar a solubilidade do farmaco e, assim, aumentar a eficdcia
e poténcia deste, reduzir a entrada indesejada do medicamento
em cé€lulas de tecidos nao direcionados, reduzindo os efeitos
colaterais do medicamento sem perda drastica dos seus beneficios
terapéuticos.>*!°

Assim, devido a ampla utilizacdo das CDs e as vantagens
relacionadas a sua utilizagao, principalmente no campo farmacéutico,
um ndmero considerdvel de artigos, livros e capitulos de livros
sdo publicados sobre estas moléculas,!'""* 0 que tem favorecido as
industrias farmacéuticas a terem mais referéncias bibliogréficas,
facilitando o uso das CDs nas formulacdes de farmacos.

A producdo das CDs € realizada a partir de amido ou derivados
deste, usando a enzima ciclomaltodextrina glucanotransferase
(CGTase, EC 2.4.1.19).%'* As CGTases sdo extracelulares,
monoméricas e produzidas por uma variedade de microrganismos,
como por exemplo, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae,
Micrococcus lutens, Clostridium spp., Thermoanaerobacter spp.,
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes, Anaerobranca
gottschalkii, Paenibacillus macerans (antigamente denominado como
Bacillus macerans), e algumas espécies de Bacillus.®!*!> As CGTases
possuem importancia industrial por serem a tinica classe de enzimas e
capazes de converter amido e outros substratos relacionados em CDs
por meio de reagdes de transglicosilagdo intramolecular (ciclizacdo).
Estas enzimas também promovem reagdes de transglicosilagdo
intermolecular (acoplamento e desproporcionamento) € em um menor
grau, reacoes de hidrdlise.”
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As CGTases em geral produzem uma mistura de CDs, incluindo
principalmente @-CD, 3-CD ey-CD, e sdo classificadas em a-CGTase,
B-CGTase e y-CGTase, de acordo com a principal CD produzida pela
enzima.'* A enzima comercial Toruzyme®, por exemplo, inicialmente
produz niveis semelhantes de @-CD e 3-CD, entretanto, se a rea¢io
for por um tempo prolongado, a 8-CD se torna o produto principal.
Sendo assim, a quantidade e o tipo de CD formada dependem da
origem da CGTase, do substrato, do agente complexante e das
condigdes de reacao.'>'

Devido fato de as CGTases, em geral, produzirem uma mistura
de CDs, hd a necessidade de métodos de separacdo e purificacdo
das CDs. A alta solubilidade em dgua da a-CD e da y-CD torna
o procedimento de separa¢do destas moléculas de alto custo para
aplicag@o industrial.”>'”!®* Um exemplo que demonstra como a
separagdo das moléculas encarece o produto final € o fato do amido
de mandioca, matéria-prima para produgio de CDs, custar no mercado
na faixa de US$4,75/kg," enquanto que, segundo a empresa Cyclolab
Co., Ltd. (Budapeste, Hungria), o quilograma da «-CD, $-CD e
y-CDs para uso industrial alcanca valores de US$470,00;% 80,00%! e
690,00,% respectivamente.

Uma forma de diminuir o custo de producio das CDs € tentar
tornar a producgdo da enzima seletiva para a molécula desejada e
aumentar o seu rendimento.'* Desde o século XX sabe-se que isso
¢é possivel ao adicionar agentes complexantes, como solventes
organicos. Quando, por exemplo, um agente complexante seletivo
para a-CD € adicionado no meio reacional, ele forma um complexo
de inclusdo insolivel ou altamente estdvel com a @-CD produzida
no meio, ocorrendo uma reducio do efeito de inibicdo do produto
sobre a reag@o enzimadtica e, consequentemente, a enzima ao invés
de diminuir a producdo de a-CD e aumentar a produgio de 5-CD
e y-CD, ela passa a produzir ainda mais a¢-CD. Considerando
que este processo tem sido usado para produzir CDs numa escala
industrial, hd grande interesse em encontrar agentes complexantes
seletivos e eficazes.'*!”

Alguns autores demonstraram que ao adicionar glicirrizina em um
meio reacional contendo a CGTase de Bacillus firmus cepa 37, houve
um aumento da producéo de y-CD pela enzima. Como a glicirrizina
tem a propriedade de se complexar 100% com ay-CD, a seletividade
para a produgéo de y-CD aumentou cerca de 60%.% Outro estudo
comprovou que o uso de etanol em meio reacional contendo CGTase
comercial Toruzyme®, aumentou a producdo de -CD, estrutura
representada na Figura 1, e o rendimento de @-CD quase triplicou.?*
Também ja foi comprovado que a adicio de acetonitrila, etanol e
tetraidrofurano favoreceram a producdo de a-CD pela CGTase de
Thermoanaerobacter sp.”

Para a escolha do agente complexante adequado € necessario
que este tenha uma alta seletividade para um unico tipo de
CD. Por exemplo, os dcidos graxos 3-fenilpropidnico e ciclo-
hexanocarboxilico, ambos também representados na Figura 1,
possuem uma seletividade de 100% para 3-CD sendo, portanto,
6timos candidatos para aumentar a produgdo desta CD.?

Estes mesmos autores demonstraram que os dcidos graxos dcido
miristico e o dcido estedrico (Figura 1) possuem 100% de seletividade
para ¢-CD.

Devido a importancia das CDs e as diversas aplicagdes industriais
e, considerando que o direcionamento na reacdo enzimdtica da enzima
para a producdo de CDs pode ser favordvel para reduzir os custos
e facilitar sua aplicagdo, este trabalho teve por objetivo verificar a
possibilidade de aumentar a seletividade e o rendimento da produ¢do
de a-CD e -CD pela enzima comercial Toruzyme®, utilizando o
acido 3-fenilpropidnico e o 4cido ciclo-hexanocarboxilico no meio
reacional para produ¢do de 8-CD, bem como dcido miristico e dcido
estedrico para producio de a-CD.
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Figura 1. Estruturas quimicas da p-CD, do dcido 3-fenilpropionico, dcido
ciclo-hexanocarboxilico, dcido miristico, e dcido estedrico

PARTE EXPERIMENTAL

Produciio de CDs pela enzima Toruzyme® na presenca e na
auséncia de etanol 10 %

O método da produgdo de CDs pela enzima comercial foi
baseado em uma metodologia ja publicada.”* A producdo se deu
em um reator de vidro encamisado contendo um meio de producio
com 15% (p v') de amido de mandioca comercial, juntamente
com 0,1% da enzima Toruzyme®, e a reagdo aconteceu a 65 °C em
agitacdo constante. Nos tempos 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96,
120, 144 e 168 h de producdo uma aliquota de 1 mL foi retirada do
meio reacional e transferida para um tubo de 10 mL. Junto a esta
amostra, foi adicionado 1 mL de HCI 20 mmol L' e deixado em
ebulicdo durante 10 min, com a finalidade de se inativar a enzima.
Em seguida, foram adicionados 2 mL de dgua tamponada (dgua
deionizada com 10% de tampao citrato 10 mmol L' pH 6,0), e
este material foi centrifugado a 9500 xg, a 40 °C durante 20 min.
O sobrenadante foi separado para quantificar as CDs.

Outro ensaio foi realizado conforme descrito acima, contudo, o
meio de produgdo continha 10% de etanol 99,5%.

Influéncia dos agentes complexantes de #-CD na producio de
CDs

Este ensaio foi feito de forma semelhante ao citado anteriormente,
porém com a adicdo dos agentes complexantes dcido ciclo-
hexanocarboxilico e dcido 3-fenilpropionico no meio reacional, e foi
baseado em trabalhos jd publicados.?*?¢ Para cada agente complexante
de 3-CD foi realizado um ensaio de produ¢io que se deu em reator
encamisado, com temperatura controlada por um banho, contendo o
meio reacional com etanol 10%, o agente complexante e a enzima.
Nos tempos 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 120, 144 ¢ 168 h de
reagdo, foi retirada uma aliquota de 1,0 mL, a enzima foi desativada
com ebuli¢do durante 10 min na presenca de HCI 20 mmol L. Esta
mistura foi diluida na proporgdo 1:6 e centrifugada a 9500 xg, 40 °C
durante 20 min. O sobrenadante foi separado para quantificar a 3-CD
produzida, pelo método espectrofotométrico.

A concentragdo necessdria de agente complexante foi determinada
usando como base alguns estudos cientificos jd publicados.?”? A partir
destes estudos, determinou-se a concentragdo necessdria de agente
complexante suficiente para dar suporte a enzima durante uma produgio
de CDs em 168 h. Os cdlculos partiram de ensaios previamente
realizados de producdo de 3-CD, na presenca de etanol 10%,
por 24 h, os quais resultaram num valor de 13,032 mmol L.
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A concentracido necessdria dos agentes complexantes para
dar suporte a enzima durante a produgdo foi feita baseando-se na
Equagdo 1:

CAg=CB-CD,y, x (d— 1) (1

onde, CAg € a concentragdo molar de agente que deve ser
adicionado no meio de produ¢io; CS-CD,,, € a concentra¢do molar
de 3-CD produzida em 24 h na presenga de etanol 10%, no caso,
13,032 mmol L'; e d é o niimero de dias que a enzima permanece
em produgdo, sendo neste estudo considerado 7 dias.

Utilizando o valor encontrado de CAg e conhecendo a massa
molar dos agentes complexantes de 3-CD, foram realizados célculos
para verificar a concentracdo dos mesmos, em p v, que deveria
ser usada. Como a massa molar do dcido 3-fenilpropidnico € de
150,2 g mol™, a concentracdo usada do dcido 3-fenilpropionico foi
determinada em 1,17% (p v'). Jd a concentragdo de écido ciclo-
hexanocarboxilico foi de 1,0% (p v").

Influéncia dos agentes complexantes de a-CD na producio de
CDs

Este ensaio seguiu a metodologia do item anterior, contudo os
agentes complexantes utilizados foram o 4cido estedrico, de pureza
48,6%, e o acido miristico, de pureza 98%. As concentragdes destes
agentes foram determinadas ap0s a utilizagdo da Equag@o 1, sendo
que com o resultado dos cdlculos foi usado 1,89% (p v') de 4cido
miristico e 2,36% (p v'') de acido estedrico.

Descomplexacdo do acido estearico e acido miristico da a-CD

A separagdo dos agentes complexantes da a-CD foi realizada
separando aliquotas de 2 mL do meio de producdo contendo estes
agentes, com seu posterior congelamento e liofilizacdo. Apds a
liofilizacdo, o pé foi ressuspendido com etanol P.A. na proporcdo
2:5. Em seguida, as aliquotas foram centrifugadas a 15 °C, 4000 xg
durante 5 min. Por fim, os sobrenadantes contendo os 4cidos graxos
foram descartados e aos precipitados, que continham amido e as CDs
produzidas, foram adicionados 2 mL de 4gua deionizada. Em seguida,
estes materiais foram centrifugados a 9500 xg, a 40 °C durante 20 min.
Os sobrenadantes, contendo as CDs produzidas, foram congelados
até o momento de ser feita a quantificagdo em cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE).

Determinacio espectrofotométrica de f-CD

A concentra¢do de 3-CD foi medida pela descoloragdo de
uma solugdo reagente contendo fenolftaleina em meio bdsico e,
esta descoloragdo aconteceu apés a complexacdo da fenolftaleina
com a 3-CD presente na amostra. A solu¢io foi lida em 550 nm. A
quantificacdo foi realizada de acordo com a Teoria da Complexagdo,”
que leva em considerag@o a constante de equilibrio (KG-CD), a
concentracdo da solucéo de fenolftaleina (a = 0,05 mmol L),
a absorbancia das amostras (ABS) e de uma solugdo isenta de
B-CD (ABS,). A equagio para calcular a concentragdo de 5-CD estd
demonstrada a seguir, na Equacéo 2:

CBCD:600><a[1 ABSJX[1 + ABS, )

ABS, (KB-CDx a x ABS)

Ap6s realizado os cadlculos conforme a Equagdo 2, os valores
encontrados foram multiplicados por 1,135 para converter a
concentragdo de f-CD em mmol L' para mg mL"'.

Uso de agentes complexantes para o aumento na produgio direcionada de ciclodextrinas 3

Determinacio de CDs por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

As concentragdes de a-CD, 3-CD e y-CD produzidas nos
diferentes ensaios foram determinadas por CLAE. Utilizou-se o
cromatégrafo liquido Waters 2695 (Varian) equipado com detector
de indice de refracdo Waters 2414, coluna aminopropilsilano (SGE)
com tamanho de particula 5 um, comprimento 25 cm e didmetro
interno 4,6 mm. O desenvolvimento se deu por eluicdo isocrdtica,
utilizando como fase mdvel uma solug¢do de acetonitrila e dgua
(70:30) e um fluxo de 1,0 mL min™! a temperatura ambiente (25 °C).
Os padrdes e as amostras foram filtrados em membrana de 0,45 um.
Curvas analiticas foram construidas para a-CD, -CD e y-CD em
diferentes faixas de concentracio. Os resultados da drea dos picos
de cada CD em fung@o da concentrag@o no padrio foram ajustados
por regressdo linear.

Analises estatisticas

Os resultados de rendimento de CDs foram avaliados por meio
de andlise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas por meio
do teste de Tukey ao nivel de 5% de significincia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Influéncia dos agentes complexantes na producio de §-CD

A Figura 2 apresenta o grafico da produgdo de 5-CD a 65 °C,
15% de amido de mandioca, 0,1% de enzima comercial Toruzyme®,
168 h de reacao.

Em 24 h a produgio de 3-CD sem a presenga de etanol resultou
em 17,77 mg mL"!, enquanto na presenca deste solvente a produgio
teve uma queda de 13,5%, resultando numa concentragdo de
15,38 mg mL"'. Entretanto, depois de 36 h de produgio, o perfil de
producdo de 3-CD inverteu, sendo que o pico da produgio desta CD na
presenga do solvente ocorreu no tempo 48 h, com uma concentragio
de 18,49 mg mL"', 4,1% maior do que o pico de produgio de 3-CD
na auséncia de etanol. A concentra¢do de $-CD produzida no meio
contendo etanol se manteve relativamente estdvel a partir de 96 h de
produgdo, permanecendo maior que a concentracdo desta CD quando
produzida em um meio isento de etanol.

A partir 36 h de producdo de CDs o meio reacional contendo
10% de etanol e o acido 3-fenilpropidnico produziu mais 5-CD
do que os meios sem agentes complexantes, tendo seu pico de
producdo no tempo 96 h, e a producdo desta CD alcancou o valor
de 28,73 mg mL". Neste mesmo tempo, o meio contendo somente a
enzima e o substrato produziu 13,64 mg mL"! de 3-CD, ou seja, uma
produgdo de 5-CD 52,5% menor quando comparada com a producdo
contendo o etanol e o 4cido 3-fenilpropidnico. Apesar do meio
reacional contendo etanol 10% e o 4cido ciclo-hexanocarboxilico
ter produzido menos $-CD do que os demais nas primeiras 36 h,
quando a rea¢do alcancou o tempo 60 h, sua producio ultrapassou a
de todos os outros ensaios, tendo seu pico de concentragio de 5-CD
no tempo de 168 h, no qual a concentracdo desta molécula chegou
a 47,09 mg mL"!, enquanto o meio que continha apenas a enzima
e o substrato atingiu uma produg¢do de 11,79 mg mL"! de 5-CD, ou
seja, a producdo de 3-CD no meio com o agente complexante foi
aproximadamente quatro vezes maior do que o meio que continha
somente a enzima e o substrato. Este resultado foi mais vantajoso
do que o encontrado na literatura para os agentes complexantes
dimetilsulféxido e dlcool fert-butilico, os quais aumentaram em
16% e 19%, respectivamente, a produgdo de 3-CD produzida pela
CGTase de Thermoanaerobacter sp.”
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Figura 2. Produgdo de -CD a 65 °C, 15% de amido de mandioca, 0,1% de enzima comercial Toruzyme®, 168 h de reagdo, na auséncia de etanol (CJ), na

presenga de etanol 10% (

), na presenca de etanol 10% e do dcido 3-fenilpropionico (B), na presenca de etanol 10% e dcido ciclo-hexanocarboxilico (B). As

letras de a até d correspondem ao teste de Tukey realizado analisando a variagdo do meio em cada tempo de produgdo; jd as letras de A até G, correspondem

ao teste de Tukey realizado analisando a variagdo do tempo em cada meio de produgdo

A baixa influéncia do dcido ciclo-hexanocarboxilico no inicio da
reacdo, quando comparada com a influéncia do dcido 3-fenilpropionico,
pode ter sido devido aquele agente complexante ser menos soltivel
que este. Estudos demonstraram que a forca da ligacdo entre o
acido ciclo-hexanocarboxilico e CD € maior do que a forca de ligacio
entre esta molécula e o dcido 3-fenilpropidnico,” o que justifica,
nesta pesquisa, o fato da presenga do 4cido ciclo-hexanocarboxilico
resultar em maior produg¢do de 3-CD.

Producio de CDs pela Toruzyme® na auséncia e na presenca de
etanol 10% - determinacido por CLAE

A Figura 3 apresenta graficos da producao de CDs durante 168 h,
na presenca e auséncia de etanol. As determinagdes foram feitas por
meio de CLAE.

A Figura 3(a) mostra que na auséncia de etanol a CD produzida
predominantemente foi a 5-CD, sendo que a concentragdo desta teve
o seu pico em 24 h de produgio, atingindo 13,71 mg mL" de 3-CD.
Com 72 h de ensaio a produgio reduziu para metade (6,97 mg mL!
de $-CD) e se manteve praticamente estdvel até o final do ensaio.
Neste mesmo meio de producdo, a concentragdo da a-CD teve o seu
pico em 24 h de reagdo, com uma produgio de 7,31 mg mL", o qual
se manteve praticamente constante até o final do ensaio. No pico de
produgdo de 3-CD no tempo de 24 h, esta foi aproximadamente duas
vezes maior que a producdo de ¢-CD. Portanto, a enzima comercial
neste meio de produgdo, produziu mais 3-CD, principalmente nas
72 h iniciais de ensaio.

Entretanto, ao avaliar a Figura 3(b), € evidenciado que o perfil
de producdo da enzima foi alterado na presenca de etanol 10%,
pois na presenca deste solvente a CD que passou a ser produzida
predominantemente foi a@-CD, a qual teve o seu pico de concentracio
em 12 h de reagdo (23,03 mg mL"' de @-CD). A produgéo de 3-CD
também foi maior em relagdo ao meio na auséncia de etanol,
entretanto, o dpice da sua concentracdo se deu depois de 48 h de
reacdo com uma produgdo de 16,84 mg mL"' de 8-CD. E importante
ressaltar que, no tempo em que houve o pico de concentragdo da
a-CD, a concentragdo de 3-CD era de 8,13 mg mL", ou seja, no meio
reacional havia quase 3 vezes mais a-CD do que 3-CD. Este aumento
da produgdo de a-CD sem um acréscimo significativo da producio
de B-CD estd de acordo com o que ja foi demonstrado por alguns
autores.?* Os dados apresentados por estes autores demonstraram que

a presencga de etanol 10%, apds 12 h de reacdo, levou a um aumento
na concentragdo de a-CD de cerca de 20 mg mL"', sendo que a
concentragdo de 3-CD aumentou menos que 5 mg mL".

Analisando as Figura 3(a) e 3(b) identifica-se um aumento de CD
total no meio contendo etanol 10% em relacdo ao meio na auséncia
deste solvente. Autores j4 mostraram que o etanol promove uma
reducdo da atividade de dgua no sitio ativo da enzima, impedindo que
esta realize reagdes hidroliticas e reacdes reversas, evitando, desta
forma, a decomposic¢io de CDs recém-formadas.*

Em ambos os ensaios (Figura 3(a) e 3(b)) foi verificado que a
produgdo da y-CD foi insignificante.

Producio de CDs pela Toruzyme® na presenca dos agentes
complexantes para a-CD - determinacio por CLAE

A Figura 4 apresenta um grafico de producgdo de CDs durante
168 h na presenca do dcido miristico e na presenca do dcido estedrico.

A Figura 4(a) demonstra que a CD que teve a concentracdo mais
predominante no meio foi az-CD, sendo que a sua concentragao chegou
ao maximo em 48 h de ensaio, atingindo o valor de 20,93 mg mL"! de
a-CD. A concentragio de 3-CD chegou ao seu dpice em 24 h de reagio,
alcangando o valor de 10,72 mg mL"!, e apds este tempo a concentracio
de f-CD deu uma queda estatisticamente pouco significativa,
comprovado pelo teste de Tukey, e permaneceu consideravelmente
estdvel durante todo o restante do ensaio. Apesar do meio de producio
contendo acido miristico precisar do dobro do tempo de reagdo para
alcancar o dpice da concentra¢do de a-CD em relagdo ao tempo
necessério para chegar a concentra¢do méxima de 3-CD, a quantidade
de @-CD neste tempo foi 95% maior do que a quantidade de 5-CD no
seu dpice. E importante ressaltar que no momento em que houve o pico
da concentra¢do de @-CD, a concentragdo de 3-CD era de 8,96 mg mL",
ou seja, no meio reacional tinha 2,3 vezes mais ¢-CD do que 3-CD.

Na Figura 4(b) € notdvel a produ¢do de ¢-CD, a qual na presenga
do 4cido estedrico, foi muito maior que as demais, sendo que a sua
concentracdo chegou ao dpice no tempo 48 h (19,57 mg mL"' de
a-CD), assim como no meio contendo o acido miristico. Também
€ importante evidenciar que no momento do pico de producdo de
a-CD, o meio reacional apresentava 3,31 mg mL"' de 5-CD, ou
seja, a quantidade de a-CD em 48 h foi quase 6 vezes maior do
que a quantidade de $-CD no mesmo tempo, uma diferenca mais
significativa do ocorrido para os outros meios de producéo.
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Figura 3. Producdo de a-CD (L), f-CD (), y-CD (M) e total de CDs (B) a 65 °C, 15% de amido de mandioca, 0,1% de enzima comercial Toruzyme®, 168 h
de reagdo na auséncia de etanol (a) e na presenga de etanol 10% (b). As letras de a até c correspondem ao teste de Tukey realizado analisando a variagdo do

meio de produgdo em cada tempo de produgdo; jd as letras de A até F, correspondem ao teste de Tukey realizado analisando a variagdo do tempo de produgdo

em cada meio de produgdo

Na literatura foi relatado que o uso do 1-decanol, o qual é
o agente complexante mais utilizado na produgdo de a-CD pela
a-CGTase de K. pneumoniae M5al, levou a um aumento de 50%
do rendimento."’

Também na Figura 4(b) foi observado que o perfil de producio
da 3-CD durante todo o periodo de 168 h foi crescente, diferente do
que aconteceu no meio que continha o 4cido miristico (Figura 4(a)).
Neste experimento, a concentragio de 3-CD no tempo final de ensaio
(168 h) chegou ao valor de 5,00 mg mL"!, enquanto que na presenga
do 4cido miristico foi de 8,40 mg mL"! de 8-CD, ou seja, a produgio
de 3-CD foi mais vantajosa na presenga do dcido mirfstico do que na
presenca do dcido estedrico. Uma tltima andlise a se fazer em relagio
a Figura 4(b) € o fato de que a concentragdo de y-CD permaneceu,
durante todo o tempo, insignificante.

A maior produgdo de a-CD e em menor tempo (12 h) foi
verificada no meio com etanol 10% e sem a presenca de agentes
complexantes. Isto ocorreu quando o ensaio foi realizado em 168 h
nos diferentes meios de produgdo e com 0,1% da enzima comercial
Toruzyme®, entretanto, 0s meios reacionais que continham os agentes
complexantes e etanol apresentaram maior producido de a-CD ao
longo das 168 h, do que aquele em que havia a auséncia de etanol
(Figura 1S, material suplementar).

Apesar da concentragdo de a-CD nos meios contendo
agentes complexantes ser menor do que a concentracdo no meio
com etanol 10%, o meio contendo etanol e o acido estearico foi
considerado o mais indicado, uma vez que a diferencga entre a
concentra¢do de @-CD e 3-CD, no pico da produgio de 5-CD (em
48 h), na presenca de dcido estedrico (Figura 4(b)) foi quase 6 vezes
maior do que a diferenga de concentracdo dessas duas moléculas no
meio contendo somente etanol, na qual a concentragio de a-CD foi
apenas 1,5 vezes maior que a concentragio de 5-CD, conforme ja
exposto anteriormente. Portanto, o perfil de producdo e as quantidades
de a-CD na presenca dos agentes complexantes ndo tiveram uma
variagdo significativa, ficando mais evidente entre eles a diferenga
na relagdo de produgio entre -CD e 3-CD.

O custo de produgdo de CDs pode ser reduzido quando
metodologias de seletividade da enzima sdo utilizadas e a molécula
desejada passar a ser produzida em uma maior quantidade,
facilitando sua separagdo.'”*! Portanto, ndo € possivel escolher um
meio reacional para produ¢do de CDs somente pela quantidade de
moléculas produzidas, € preciso avaliar a seletividade da producao,
visto que o processo de separacdo também encarece o produto.
E nesse quesito, o meio reacional contendo dcido estedrico foi o
mais eficiente.
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Figura 4. Producdo de o-CD (O), p-CD (M), y-CD (M) e total de CDs (B) a 65 °C, 15% de amido de mandioca, 0,1% de enzima comercial Toruzyme®, 168 h
de reagdo, na presenga de etanol 10%, 1,89% de dcido miristico (a), e na presenga de 10% etanol e 2,36% de dcido estedrico (b). As letras de a até ¢ corres-

pondem ao teste de Tukey realizado analisando a variagdo do meio de produg¢dao em cada tempo de produgdo; jd as letras de A até F, correspondem ao teste de

Tukey realizado analisando a variagdo do tempo de produgdo em cada meio de produgdo

Producio de a-CD e -CD pela enzima Toruzyme® na presenca
e auséncia de etanol e em diferentes meios

Ao verificar as Tabelas 1 e 2, em 3 h de producdo, em um
meio de reagdo ausente de etanol, a enzima produziu no maximo
2,428 mg mL"! h'! de @-CD e 3,245 mg mL"! h!' de 3-CD. Porém, é
possivel observar que enquanto a produgéo de 5-CD teve uma queda
de em torno 0,95 mg mL"' h' em 6 h de reag@o, a produgao de a-CD
teve uma queda de 1,15 mg mL"' h'. Desta forma, em um meio
reacional comum, contendo somente enzima e substrato, a produgao
de 3-CD pela enzima Toruzyme® passa a ser maior do que a de a-CD,
quando a reagdo € estendida por maior tempo.

Apesar de ter sido constatado que o meio de escolha para a
producgdo de a-CD ser aquele que contém &cido estedrico, como ja
mencionado anteriormente, a Tabela 1 mostra que o melhor meio
reacional € aquele com etanol 10%. Isto comprova, mais uma vez, a
importancia de considerar a seletividade da enzima na presenca de
agentes complexantes e/ou solventes.

Ao analisar a Tabela 2 foi verificado que, para um ensaio de 168 h,
o meio que demonstrou uma maior efetividade foi aquele contendo o
acido ciclo-hexanocarboxilico, ou seja, este agente complexante foi
o mais adequado para promover a seletividade da enzima em favor

da produg¢do de B-CD. Considerando que a -CD apresenta baixa
solubilidade em comparagdo a a-CD, a separacio desta molécula é
bastante simples e de custo reduzido.

Com a andlise das Tabelas 1 e 2 foi possivel verificar que a enzima
Toruzyme® direcionou mais sua produc@o para 5-CD do que a-CD,
mesmo quando usado os agentes complexantes. Isto significa que os
agentes complexantes para 3-CD demonstraram maior efeito seletivo
na produgio de CDs.

CONCLUSOES

Para a quantificacdo das CDs por CLAE se faz necessdria a
separacdo das mesmas dos agentes complexantes utilizados nos
ensaios. Para os complexos realizados com a a-CD foi possivel
a descomplexacdo utilizando solventes, contudo, 0 mesmo nao
foi possivel para os complexos realizados entre 5-CD e seus
agentes complexantes. Neste ultimo caso, a Unica possibilidade
de quantificacdo das CDs produzidas foi por meio de método
espectrofotométrico, uma vez que ndo foi encontrado na literatura
informagdes suficientes para realizar uma metodologia de
descomplexagio da 3-CD dos agentes complexantes utilizados nesta
pesquisa. Estudos estdo sendo realizados com este propdsito.
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Tabela 1. Producéo de ¢-CD (mg mL™! h™') utilizando a enzima Toruzyme® na presenga e auséncia de etanol e em diferentes meios

Presenga de etanol 10% Presenca de etanol 10%

Tempo de Producéo (h) Auséncia de etanol 10% Presenca de etanol 10% e dcido mirfstico e deido estedrico
0 0 0

2,428%4 4,309%4 2,55204 0,704<8

6 1,275%8 3,300+8 1,558%8 0,438<¢
12 0,511¢8¢ 1,919%¢ 1,131%¢ 1,047%4
24 0,305%¢ 0,915%P 0,745%P 0,762%B
36 0,177%¢ 0,580+E 0,507%PE 0,508+ ¢
48 0,125%¢ 0,384 EF 0,436%EF 0,407%¢P
60 0,118%¢ 0,277 6 0,289 EFG 0,257%PE
72 0,079%¢ 0,240 F6 0,193%F6 0,180 EF
96 0,052%¢ 0,162%6 0,136%¢ 0,127%EF
120 0,0400¢ 0,117%6 0,106%6 0,101%EF
144 0,031%¢ 0,087%6 0,085%6 0,074%F
168 0,019%¢ 0,073%6 0,064 6 0,059 F

As letras de a, b e ¢ correspondem ao teste de Tukey realizado analisando a variagdo do meio em cada tempo de producdo; ja as letras de A até G, correspondem
ao teste de Tukey realizado analisando a variacdo do tempo em cada meio de produgao.

Tabela 2. Producéo de -CD (mg mL"!' h'') utilizando a enzima Toruzyme® na presenca e auséncia de etanol e em diferentes meios

Presenca de etanol 10% e Presenga de etanol 10% e

Tempo de Producéo (h) Auséncia de etanol 10% Presenca de etanol 10% 3-fenilpropionico 4cido ciclo-hexanocarboxflico
0 0 0

3,245%4 2,436%4 2,630%4 1,5384

2,300%8 1,718 2,122%8 0,944%8
12 1,384%¢ 1,085¢¢ 1,230%¢ 0,741%¢
24 0,740%P 0,641%P 0,740%P 0,439<E
36 0,490 £ 0,481%E 0,590+E 0,365%F
48 0,346%EF 0,385¢F 0,527+ 0,445%E
60 0,2294 6 0,299¢ ¢ 0,443%F 0,500+P
72 0,1924F6 0,249<GH 0,386 " 0,507+P
96 0,142%6 0,178<H 0,299 6 0,419+E
120 0,107%6 0,137¢! 0,210%H 0,336%F6
144 0,08246 0,109¢! 0,181%H 0,316%¢
168 0,070%¢ 0,099¢! 0,157%H 0,280%H

As letras de a até d correspondem ao teste de Tukey realizado analisando a variagdo do meio em cada tempo de producdo; ja as letras de A até I, correspondem
ao teste de Tukey realizado analisando a variacao do tempo em cada meio de produgao.

O uso de agentes complexantes proporcionou um aumento da
produgdo de 3-CD e de @-CD, bem como demonstrou a capacidade
destes se complexarem com as CDs correspondentes. Portanto, este
estudo corroborou com as informacdes encontradas em revisdes de
literatura e, ainda, complementou com resultados de ensaios que
demonstraram que o uso do 4cido estedrico e do dcido miristico ¢
bastante eficiente no aumento da produgdo de a-CD pela enzima
Toruzyme®, porém, esta enzima se mostrou mais sensivel aos agentes
complexantes para 3-CD do que aqueles para ¢-CD.

O uso dos agentes complexantes como dcido 3-fenilpropionico
e do dcido ciclo-hexanocarboxilico, juntamente com a utilizagio
de etanol 10% em um meio reacional, mostrou ser eficaz para uma
maior produc¢io de 3-CD. Enquanto o 4cido ciclo-hexanocarboxilico
foi o agente que estimulou em menor escala a produgio de 5-CD nas
primeiras horas de reacio, para uma produgdo de longa duracio ele se
mostrou mais eficiente, ao contrario do 4cido 3-fenilpropidnico, que se
mostrou muito eficiente para uma produgdo em menor tempo de reago.

J4 em relag@o a produgdo de a-CD, o meio reacional de escolha
foi o que continha etanol 10% e o dcido estedrico, num tempo de

produgdo de 48 h, uma vez que foi o que demonstrou uma maior
diferenga na rela¢do a-CD/B-CD.

Desta forma, conclui-se que diversas CGTases podem se tornar
economicamente vidveis e com possibilidade de uso industrial com
o emprego de etanol e agentes complexantes no meio reacional.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O material suplementar desse trabalho, Figura 1S, estd disponivel
em http:// quimicanova.sbq.org.br/, na forma de arquivo PDF, com
acesso livre.
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