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RESUMO: Ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos formados por um niimero varidvel de uni-
dades de glucose, unidas entre si por ligagdes oi-1,4. As CDs mais comuns contém 6, 7 ou 8 unidades de
glucose e sio denominadas o-, 8- e y-CD respectivamente. Elas possuem a capacidade de encapsular
outras moléculas no interior de sua cavidade conica. As CDs séo produzidas a partir do amido pela aciio da
enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). Um novo bacilo alcalofilico, Bacillus firmus, produtor de
CGTase com alta atividade, foi isolado de solo brasileiro. Este trabalho apresenta o estudo de algumas
propriedades desta CGTase, tais como: sua atividade dextrinizante e a dilui¢io em que esta atividade é
méxima; e a Dextrose Equivalente (D.E.) de amido de milho que proporciona maior produgiio de CDs pela
enzima. O estudo da atividade dextrinizante se baseou na metodologia de WILSON & INGLEDEW (1982),
e utilizou amido 0,2% e reagente de iodo. As diluices realizadas da enzima foram 1:10, 1:25, 1:50, 1:100,
1:200 e 1:400. As absorbancias dos controles e amostras foram lidas a 620 nm. Para se conhecer a D.E.
em que se produz maior quantidade de CDs, seguiu-se a metodologia de LIMA et al. (1998). Foram
realizados quatro testes a 50°C/24 h referentes as D.E. 2, 5, 10 e 15, utilizando em cada teste 50 mL de
solugdo de amido de milho hidrolisado, pH 8 e 1x 10 mg/mL de CGTase de Bacillus firmus. Sio relatados
os seguintes resultados: a diluigao da enzima 1:100 foi a que proporcionou a melhor atividade dextrinizante
(1498,37 U/mL); e a solugio de D.E. 15 foi a que apresentou maior produgio de B-CD, sendo que a
produgdo de y-CD foi praticamente a mesma para todas as D.E. testadas.
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ABSTRACT: Cyclodextrins (CDs) are cyclical oligosaccharides formed by a variable number of residues

of glucose, united to each other by connections a-1,4. The most common CDs contain 6, 7 or 8 units of

glucose and they are denominated the a-, b- and g-CD respectively. They have the capacity to encapsulate
other molecules inside your conical cavity. The CDs are produced from the starch by the action of the
enzyme cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase). A new bacillus alkalophylic, Bacillus firmus, producer
of CGTase with high activity, was isolated from Brazilian soil. This work presents the study of some proper-
ties of this CGTase, such as: its dextrinizing activity and the dilution in that this activity is maximum; and
Dextrose Equivalent (D.E.) of cornstarch that provides larger production of CD for the enzyme. The study
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of the dextrinizing activity was based on the methodology of WILSON & INGLEDEW (1982), and it used
starch 0,2% and iodine reagent. The accomplished dilutions of the enzyme were 1:10, 1:25, 1:50, 1:100,
1:200 and 1:400. The absorbance of the controls and samples were read to 620 nm. To know D.E. in which
larger amount of CD is produced, the methodology of LIMA et al. (1998) was proceeded. Four tests were
accomplished 50°C/24 h referring D.E. 2, 5, 10 and 15, using in each test 50 mL of solution of hydrolyzed
cornstarch, pH 8 and 1x 10 mg/mL of CGTase of Bacillus firmus, The following results are related: the
dilution of the enzyme 1:100 was the one that provided the best dextrinizing activity (1498,37 U/mL); and
the solution of D.E. 15 was the one that presented larger b-CD production, and the g-CD production was

practically the same to all the D.E. tested.

KEY WORDS:alkalophylic bacillus; cyclodextrin; CGTase; cyclodexirin glycosyltransferase.

Introducao

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos
ciclicos constituidos de um niimero varidvel de uni-
dades de glucose (geralmente de 6 a 8) unidos por
ligagdes 0-1,4. As CDs sdo obtidas pela degrada-
¢do do amido com a enzima ciclodextrina glicosil-
transferase (CGTase) (DUCHENE et al., 1984; LEE
& KIM, 1991; ROMBERGER & HELGUERA,
1999). O anel formado por cada CDs é mais hidro-
filico externamente e relativamente hidrofbico no seu
interior. Em meio liquido ou eventualmente sélido, as
CDs sdo capazes de formar compostos de inclusio
com numerosas moléculas (SZEJTLI, 1988; ROM-
BERGER & HELGUERA, 1999).

Na pritica, a inclusdo pode aumentar a estabi-
lidade da molécula héspede frente ao calor e redugio
da volatilidade. Também pode proporcionar maior
resisténcia térmica e a oxidag#o, Para produtos em
solugdo, a hidrélise pode, em certos casos, ser redu-
zida (DUCHENE & VAUTION, 1986). Estas pro-
priedades fazem das CDs uma grande atragio para
um variado niimero de aplica¢des industriais. Elas sdo
usadas em alimentos, farmacos, cosméticos, pestici-
das, tecnologia quimica, quimica analitica, etc. (DU-
CHENE et al., 1984, DUCHENE & VAUTION,
1986; PSZCZOLA, 1988; BEKERS et al, 1991;
ROMBERGER & HELGUERA, 1999).

Para substancias relativamente insoltveis em
dgua, a inclusdo pode melhorar sua solubilidade ou a
sua cinética de dissolug@o. Em fungéo da constante
de estabilidade do composto de inclusio formado,
uma melhor passagem do principio ativo pelas mem-
branas pode ser observado. “In vivo”, isto pode ser
traduzido por um aumento da biodisponibilidade,
com um aumento simultdneo da eficdcia terapéutica
(BEKERS et al., 1991).

A complexagio de farmacos com as molécu-
las de CDs depende fundamentalmente de trés pro-
priedades: (i) hidrofobicidade, (ii) tamanho relativo
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da moléculae, (iii) geometria em relagfio & cavidade
da CD, ou seja, a configuragéo estérica. Comumen-
te, uma molécula héspede € encapsulada no interior
da cavidade de uma molécula simples de CD para
formar um complexo de inclusio da forma 1:1
(CD:héspede). Contudo, quando uma molécula hés-
pede € muito longa para se acomodar em uma cavi-
dade e sua outra extremidade também é responsi-
vel para formagio do complexo, podem ser forma-
dos complexos de inclusdo do tipo 1:2, 2:1, 3:1, 3:2,
4:5, etc. (BECKERS et al., 1991).

Em solucéo aquosa, a cavidade internada CD
€ ocupada pelas moléculas de dgua, as quais sio
energeticamente desfavoraveis (interagiio polar-apo-
lar) e, portanto, podem ser prontamente substituidas
pela molécula héspede apropriada, de polaridade
menor que da dgua. Apés a encapsulagio, a super-
ficie externa da CD parece melhorar as proprieda-
des fisico-quimicas do complexo formado. Este com-
plexo € aparentemente estével e, em condicdes fisi-
oldgicas, dissocia-se facilmente tornando a molécu-
la héspede disponivel para exercer sua fungiio bio-
16gica (BECKERS et al., 1991).

Entre as CDs, a mais utilizada é a 3-CD devi-
do a facilidade de obtengéo industrial e o baixo custo
de producdo em relacio as demais. Ela é considera-
da ndo téxica por via oral, contudo, quando adminis-
trada por via intravenosa causa efeitos hemoliticos e
nefrotéxicos, com alteragdes patolégicas nas células
epiteliais do tibulo proximal renal. Portanto, a admi-
nistragéio da B-CD por esta via deve ser feita com
muita cautela. Os valores de DL50, obtidos em estu-
dos de toxicidade realizados em ratos, foram de 12 g/
kg por viaoral, de 0,9 a 1,5 g/kg por via subcuténea,
de 0,9 a 1,2 g/kg por via intraperitoneal e de 0,8 g/kg
por via intravenosa (BENDER, 1986).

Virios fdrmacos tém sido submetidos 3 com-
plexagdo com a 3-CD na tentativa de melhorar as
propriedades fisico-quimicas (estabilidade, solubili-
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dade), biodisponibilidade, tolerabilidade e reduzir
seus efeitos colaterais (DUCHENE & VAUTION,
1986; KOROLKOVAS, 1991). Entre os farmacos
complexados estio o dcido acetil salicilico, napro-
Xeno, piroxicam, cetoconazol, ibuprofeno, cetopro-
feno, furosemida, tolbutamida, albendazol, etc.
(SZEJTLI & SZENTE, 1996).

O primeiro microrganismo descrito na litera-
tura como produtor de CGTase foi o Bacillus amylo-
bacter, com o qual Villiers apud FRENCH (1957)
produziu as primeiras “dextrinas de Schardinger”. Em
1939 Schardinger apud SZEJTLI (1988) definiu o
Bacillus mascerans como um bom produtor de
CGTase.

Desde a descoberta da CGTase no meio de
cultura de B. macerans em 1939, a produgiio dessa
enzima tem sido estudada em diversas linhagens de
bactérias, tais como: B. megaterium, B. macerans,
Klebsiella pneumoniae € B. stearothermophillus.
As enzimas obtidas, a partir desses microrganismos
apresentam diferentes propriedades, tais como: es-
tabilidade térmica, pH 6timo, peso molecular e ca-
pacidade de formacgdo de CDs (HORIKOSHI,
1988). A grande maioria das CGTases isoladas pro-
duzem, preferencialmente, o e/ou -CD, com tra-
¢os de y-CD (JAMUNA et al., 1993).

Na literatura s@o citadas mais de 15 espécies
de bactérias que produzem a CGTase e a maior parte
delas pode ser classificada em dois grandes grupos:
(1) 0-CGTase que € principalmente produtora de ¢t-
CD nos instantes iniciais da reacdo, e dentre essas
destaca-se a CGTase extracelular isolada de B.
macerans, ¢ (ii) B-CGTase, cuja aciio direciona-se
inicialmente para formac#o de 3-CD (ENGLBRE-
CHT, et al., 1990). Quando maltodextrina 10% foi
usada como substrato, a CGTase de Bacillus fir-
mus, isolada de solo brasileiro e caracterizada neste
trabalho, produziu CDs numa razio y- para 3-CD
de 0,156 ¢ uma pequena quantidade de ¢-CD, por-
tanto, € uma [3-CGTase (MORI ez al., 1994).

Devido ao grande niimero de aplicacdes das
CDs, o interesse nas mesmas tem aumentado muito,
e por conseqiiéncia, sua producio. O avango tec-
nolégico na produgio das CDs tem proporcionado
redugdes significativas nos seus custos. Contudo,
vérias das aplicacdes s6 poderdo ocorrer em escala
industrial se os custos das CDs reduzirem ainda mais
(MATIOLI et al., 1998). Uma das formas de redu-
zir estes custos seria a selecdo de cepas com capa-
cidade de produzir CGTases especificas com alta
seletividade para o, 3 ouy-CD, facilitando, assim, o

processamento. A pesquisa da CGTase e selecio
de cepas tém seguido este caminho (HORIKOSHI,
1988).

Este trabalho apresenta algumas propriedades
da CGTase de Bacillus firmus, microrganismo al-
calofilico isolado de solo brasileiro (MATIOLL, er
al., 1996; MATIOLL, er al., 1998). Estudou-se a
atividade dextrinizante da enzima e verificou-se em
que diluigdo esta atividade foi maxima. Também es-
tudou-se o comportamento da enzima frente ao subs-
trato amido de milho com diferente Dextrose Equi-
valentes e determinou-se em que D.E. ocorreu a
maior producio de 3-CD e y-CD.

Material e Método
Enzima. CGTase foi obtida de microrganis-
mo alcalofilico isolado de solo brasileiro (Bacillus
Jfirmus, cepan®37). O microrganismo foi cultivado
em 5 L de meio liquido, pH 10, com a seguinte com-
posi¢do (% p/v): amido soldvel 2,0; polipeptona 0,5;
extrato de levedura 0,5; K,PO, 0,1; MgSO - TH,O
0,02; Na2C03 1,0. O cultivo foi realizado a 37°C
durante 6 dias, com agitac¢iio de 150 rpm. As células
foram removidas por centrifugagiio a 8800xg/10
minutos. O sobrenadante livre de células foi mistura-
do com sulfato de amonio (80% de saturagio), sen-
do a mistura mantida a 4°C por 48 h. O precipitado
obtido foi separado por centrifugagéio a 8800xg por
30 minutos sob refrigera¢iio. Em seguida, dissolveu-
se o precipitado em solugfo tampio Tris-HCI, pH
8,0 (0,01 M). A enzima foi purificada através de
coluna de cromatografia de afinidade bioespecifica
usando gel de Sepharose 6B e 3-CD como ligante.
A enzima purificada foi concentrada por ultrafiltra-
¢ao, dialisada 5 vezes com tampéo Tris-HCI, pH 8,0
(0,0IM), para remover moléculas menores que 30
kD, e estocada sob refrigerag@o até sua utilizagiio
(MATIOLI, 1997; MATIOLI et al., 1998). O teor
de proteina da CGTase, determinado pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976) foi igual a 0,0324
mg de proteina/mL de solucdo estoque.

Atividade dextrinizante. O estudo da ativi-
dade dextrinizante se baseou na metodologia de
WILSON & INGLEDEW (1982). Uma solugiio de
amido solivel (Sigma) 0,2% foi preparada em tam-
pao Tris-HCl, pH 8,0 (5 mM) e aquecido a 40°C.
A solugdo trabalho do reagente de iodo foi prepara-
da a partir de 0,5 mL de solugio estoque (0,5% L
em 5% de KI) em 250 mL de dgua deionizada, con-
tendo 2,5 mL de HCI 5N. Para o ensaio, 1,0 mL da
solucdo de enzima convenientemente diluida foi co-
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locada em tubos amostra com rosca (16 por 150
mm) contendo 2,0 mL de solugio de amido 0,2%
previamente aquecidos a 50°C. A reagio ocorreu a
50°C por 10 minutos. A enzima foi inativada e a
reacdo interrompida colocando-se os tubos amos-
tra em banho fervente por 5 minutos. Os tubos fo-
ram resfriados e aliquotas de 0,2 mL foram coleta-
das e acrescidas de 5,0 mL de solugéo trabalho de
reagente de iodo. A leitura foi realizada spectrofoto-
metricamente a 620 nm contra um branco (0,2 mL
de dgua destilada em 5,0 mL de reagente de iodo).
Para preparagao dos tubos controle 1,0 mL da en-
zima diluida inativada em banho fervente por 5 mi-
nutos foi adicionada no lugar da enzima ativa. Para
preparacdo do padrdo 1,0 mL de dgua destilada foi
adicionada no lugar da enzima ativa. As diluigcdes
realizadas da enzima foram: 1:10, 1:25, 1:50, 1:100,
1:200 € 1:400. O célculo da atividade dextrinizante,
a partir das absorbancias (Abs) dos controles e
amostras, foi realizado com base na seguinte equa-
¢do: U/mL = [Abs(controle) — Abs(amostra)/
Abs(controle)] x 40 x D, onde D € o fator de dilui-
cdo da enzima, 40 representa 4,0 mg de amido no
tubo de reacdo por 10 min/50°C e U € a quantidade
de enzima que hidrolisa 0,1 mg de amido em 10 mi-
nutos de reacio a 50°C quando 4,0 mg de amido
estd presente.

Dextrose equivalente: Preparacio do ami-
doligtiefeito 10% (p/v) em diferentes D.E.: 100 mL
da solugéo de amido de milho 10% foi preparada e
o pH foi ajustado para 6,0. Aqueceu-se  solugéo
até 60°C e adicionou-se 3,0 mL da enzima oi-amila-
se Termamyl-Novo 120L diluida 100 vezes. Umnovo
aquecimento foi realizado até a temperatura de 95°C.
AsD.E. 2,5, 10e 15 foram obtidas hidrolisando o
amido a 95°C em tempos pré-estabelecidos, con-
forme metodologia de LIMA et al. (1998). A rea-
¢éo foi interrompida adicionando-se HC1 1 N a so-
lugiio e submetendo-a a ebuligio. Resfriou-se a tem-
peratura ambiente, e o pH foi corrigido para 8,0.
Produgdo das CDs: os testes de conversio de subs-
trato em CDs foram realizados em reatores batelada
de capacidade de 50 mL com a enzima CGTase de
Bacillus firmus. O ensaio foi realizado a 50°C por
24 horas, solugdo de amido de milho 10% (p/v) hi-
drolisadoat¢ D.E. 2,5, 10 e 15 ¢ 1 mg/L de enzima
purificada (0,0324 mg proteina/mL). As amostras
de 1 mL foram coletadas em intervalos de tempo
regulares (de 1 em 1 hora) em tubos de ensaio com
rosca contendo 1 mL de dgua destilada, os quais
foram imediatamente fechados e colocados em ba-
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nho fervente por 5 minutos para inativacio da
enzima.A B-CD produzida na reagéo foi determina-
da pelo método da extingio da cor da fenolftaleina a
550nm, que ocorre apds a complexagdo com a [3-
CD e a concentragiio de y-CD foi determinada pelo
método colorimétrico do verde de bromocresol, sen-
do o aumento da cor da solugio determinado a 620
nm (HAMON & MORAES, 1990).

Resultados

Na Tabela 1 estdo apresentadas as absor-
béncias lidas a 620 nm dos tubos controle e amos-
tra, referentes a cada dilui¢do, bem como a ativida-
de dextrinizante. Para o tubo padrio foi obtida uma
absorbéncia de 0,327. A dilui¢io da enzima na qual
se encontra sua melhor atividade dextrinizante cor-
responde a metade da absorbéncia do padrio, ou
seja, quando metade do substrato foi consumido.
Para a CGTase de Bacillus firmus a diluigdo de
1:100 € a que mais se aproximou da metade da ab-
sorbancia do padriio, e, o valor da atividade dextri-
nizante nesta dilui¢do foi de 1498,37 UmL, ou seja,
46.245,99 U/mg. Na Figura 1 pode-se observar a
representagdo grafica da absorbancia dos tubos
amostra em fungiio das diluicdes analisadas.

O comportamento das diferentes D.E. na
produgdo de 3-CD e y-CD pela CGTase de Baci-
Hus firmus, em 24 h de ensaio, pH 8,0, 50°C e 1
mg/L de enzima purificada esta representado nas
Figuras 2 e 3, respectivamente. Como pode ser ob-
servada na Figura 2, a solugdo de D.E. 15 foi a que
apresentou melhor producéo de 3-CD (12,08 mM
em 24 h), contudo, a produgio de y-CD (aproxi-
madamente 1,65 mM em 24 h) foi praticamente a
mesma para todas as D.E. testadas.(Figura3).

Discusséo

A atividade da enzima CGTase pode ser
determinada por diversos métodos analiticos, mas
devido a presenca de outras enzimas (pululanase ou
o-amilase) nos meios de fermentacao onde sio pro-
duzidas as CGTases, nao € muito facil determinar
sua atividade. Um método especifico, confidvel e de
rotina ainda ndo esta disponivel. A determinagdo da
atividade da enzima CGTase pode ser baseada na
formagdo da CD ou no consumo do amido (SZE-

JTLI, 1988).
Os estudos de MAKELA & KORPELA
(1988) tém mostrado que a atividade enzimdtica da
CGTase depende: (i) do niimero de unidades de glu-
cose presentes nas cadeias de oligossacarideos que



Arq. Ciéne, Saiide Unipar, 4(3): set./dez., 2000

fazem parte dos diferentes substratos, como amido,
dextrina, oligossacarideos puros; (ii) da concentra-
¢do de enzima, pois o substrato pode provocar uma
inibi¢do da enzima quando a mesma est4 em con-
centragoes relativamente baixas e, (iii) da composi-
¢ao do substrato, pois glucose e maltose tém, parti-
cularmente, interferéncias marcantes.

Fuwa apud SABIONI (1991) determinou
a Unidade Enzimdtica (U) e a atividade da CGTase
pelamedida da atividade dextrinizante da enzima. A
CGTase convenientemente diluida era incubada com
0 amido solivel por 10 minutos. A reagiio era para-
lisada com adigdo de HCL. Depois a solugfio recebia
iodo e a absorbéncia determinada a 700 nm. Uma
unidade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necessdria para reduzir em 10% por mi-
nuto a intensidade da cor azul do complexo iodo-
amido. A mesma metodologia foi utilizada por YIM
(1996).

Posteriormente, foram desenvolvidos diver-
sos métodos baseados no decréscimo da intensida-
de da cor do complexo iodo-amido e, neste caso, o
método fundamenta-se na avaliagio do consumo de
substrato. A desvantagem dessa técnica ¢ que s6
pode ser aplicada quando se trabalha com CGTase
pura, pois a presenca de enzimas hidroliticas pode
diminuir a intensidade da cor do complexo iodo-
amido (SZEJTLI, 1988).

A propriedade complexante das CDs tem
sido mais e mais explorada e testes colorimétricos
baseados na formagao dos complexos CD-molécu-
las orgénicas tém sido desenvolvidos para determi-
nagdo enzimdtica. A formagao do complexo produz
uma variagao da densidade 6tica de uma solucéo, a
qual pode ser medida espectrofotometricamente
(DELBOURG, 1991).

Neste trabalho, pesquisou-se a atividade da
CGTase de Bacillus firmus através da medida da
atividade dextrinizante da enzima. Verificou-se que a
dilui¢do da enzima na qual se obteve a melhor ativi-
dade dextrinizante foi 1:100. O valor da atividade
dextrinizante nesta dilui¢io foi de 1.498,37 U/mL,
ou seja, 46.245, 99 U/mg (atividade especifica). A
CGTase de Bacillus lentus estudada por SABIO-
NI (1991) apresentou uma atividade especifica de
33.700 U/mg. Portanto, menor que da CGTase de
Bacillus firmus estudada neste trabalho.

Para a determinag@o da Dextrose Equiva-
lente (D.E.) que proporciona maior produgio de CDs
pela enzima CGTase de Bacillus firmus, foi utiliza-
do o substrato amido de milho. Esta escolha teve

por base o trabalho de MATIOLI (1997), o qual
concluiu, ap6s andlise de varios substratos, que ami-
do de milho apresentou maior produgao de CDs pela
enzima.

Atualmente, sdo conhecidos trés tipos de rea-
¢Oes catalisadas pela CGTase: ciclizacdo, acopla-
mento e desproporcionamento. As CDs sdo produ-
zidas a partir do processo conhecido como cicliza-
¢do ou transglicosilacéio intramolecular e, neste pro-
cesso, o substrato deve conter acima de seis unida-
des de glucose, e ainda estar na sua forma helicoidal
(BENDER, 1986). Se o substrato tiver peso mole-
cular inferior a seis unidades de glucose e superior i
maltose, a CGTase € capaz de sintetizar o fato oli-
gémeros de maior peso molecular até superior a seis
unidades de glucose, através das reagdes de des-
proporcionamento e entéo, produzir CDs (MAKE-
LA & KORPELA, 1988). A reacio de acoplamen-
to, também conhecida como transglicosilacéo in-
termolecular, consiste na abertura do anel da CD
com transferéncia dos maltooligossacarideos produ-
zidos para moléculas receptoras. Esta reacfio ocor-
re na presenca de CDs e certos co-substratos, exis-
tindo uma certa competigio entre esta reacio e aque-
la de ciclizacdo (BENDER, 1985; KLEIN et al.,
1992; NAKAMURA et al., 1994).

Segundo VILLETE et al. (1990), substratos
com baixa dextrose equivalente (pequeno grau de
hidrélise) favorecem a produgiio de -CD. Porém,
quando o substrato apresenta maior valor de D.E.
(aproximadamente 12), existe a possibilidade de for-
magio de complexo enzima-substrato improdutivo
para a reagdo de cicliza¢do, mas capaz de realizar
as reagdes de acoplamento, na qual a B-CD ¢é des-
truida.

Altas concentragdes de substrato (amido) re-
sultam em menores custos operacionais, pois aumen-
ta-se a producdo por unidade de volume do reator,
porém o rendimento de CDs diminui. Uma concen-
tragdo otima de amido (aproximadamente 30% p/v)
representa um compromisso de varios fatores. Quan-
do amido nio modificado € usado como substrato,
somente concentragdes abaixo de 5% podem ser
aplicadas. Acima deste valor, ocorre retrogradacio
do amido e um precipitado insoltivel é formado, pre-
judicando a produg@o de CDs. Uma hidrélise parci-
al do amido melhora sua solubilidade e reduz a vis-
cosidade das solugdes, mas uma hidrélise excessiva
tem efeito adverso, pois aumenta a quantidade de
glucose e maltose presentes, que sio inibidores da
producdo de CDs (SZEJTLI, 1988).
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ARMBRUSTER & KOOI (1969) patentea-
ram um processo para a producéo de CDs a partir
de amido de milho ceroso a 30% (p/v), previamente
hidrolisado com ¢t-amilase, e apresentando uma D.E.
de 0,4a25,5. Observaram que rendimentos em CDs
superiores a 40% eram obtidos quando utilizavam
uma D.E. entre 0,4 e 6,0. Para D.E. de 25,5, obti-
veram um rendimento de apenas 2%.

Segundo LIMA et al. (1998) a produgao de
B-CD pela CGTase de Bacillus alcalofilico modifi-
cado geneticamente, diminuiu com 0 aumento nos
valores de D.E. de 2 a 25, sendo que os melhores
resultados foram obtidos com os valores de D.E.
entre 2 e 10.

Também KIM et al. (1993) salientaram de
que quando se trabalha com altas concentragdes de
amido € necessdrio reduzir a viscosidade da solugiio
por meio de uma pré-hidrélise parcial, por exemplo,
com &cidos ou com a enzima o-amilase, ou ainda
com uma pequena quantidade de CGTase.

Este trabalho, no qual foi utilizada a enzima
ot-amilase para hidrolisar o amido de milho, resultou
num valor de D.E. 15 como o melhor para a produ-
cdode B-CD, sendo que apds 24 h de ensaio a pro-
ducfio foi de 12,08 mM. Este valor de D.E. estd um
pouco acima daqueles encontrados na literatura.

Conclusao
Diante dos resultados obtidos no presente
trabalho foi possivel conhecer algumas proprieda-
des da CGTase de Bacillus firmus cepa 37.

A enzima estudada apresentou uma boa ativi-
dade dextrinizante, sendo 27% maior que aquela
obtida da enzima CGTase de Bacillus lentus estu-
dada por SABIONI (1991).

Ap6s a hidrélise do amido de milho com a
enzima o-amilase e conversao do substrato em CDs,
o valor de D.E. 15 foi o que apresentou melhor pro-
ducdo de 3-CD. Este resultado representa a possi-
bilidade de emprego de amido pré-hidrolisado como
substrato para producio de CDs pela CGTase de
Bacillus firmus, pois segundo SZEJTLI (1988) uma
hidrdlise parcial do amido melhora sua solubilidade
e reduz a viscosidade das solugdes, e, por conseqii-
€ncia, permite 0 emprego de altas concentracoes de
substrato. Este fato resulta em menores custos ope-
racionais, uma vez que se aumenta a produgio por
unidade de volume do reator.
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TABELA 1 - Absorbincia dos tubos controle e amostra, lidas a 620 nm, para cada dilui¢fio realizada da
enzima CGTase de Bacillus firmus cepa 37, e suas respectivas atividades dextrinizante.

Dilui¢io da Enzima Tubo Controle Tubo Amostra Atividade
CGTase B. firmus (620 nm) (620 nm) Dextrinizante (U/mL)
1:10 0,317 0,004 394,95
1:25 0,318 0,026 018,24
1:50 0311 0,083 1466,23
1:100 0,307 0,192 1498 37
1:200 0,324 0,277 1160,49
1:400 0,329 0,285 213981
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FIGURA 1 - Representaciio grifica da absorbancia dos tubos amostra em fu n¢do da diluicio da enzima

CGTase de Bacillus firmus cepa 37.
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FIGURA 2 - Produgio de 3-CD pela CGTase de Bacillus firmus cepa 37 a 50°C/24h quando da utiliza-
¢do do substrato amido de milho com diferentes D.E. (2,5,10 e 15).
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FIGURA 3 - Produg@o de y-CD pela CGTase de Bacillus firmus cepa 37 a 50°C/24h quando da utiliza-
¢do do substrato amido de milho com diferentes D.E. (2,5,10 ¢ 15).



