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Cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase, 2.4.1.19) is an extracellular hydrolytic
enzyme which capable to convert starch into cyclodextrins (CDs) via cyclization
activity. CDs are cyclic oligosaccharides consisted of six or more glucose units
which are widely applied in various industries owing to their unique structure of
hydrophobic inner cavity and hydrophilic exterior, which enable the CDs to form
inclusion complexes with a variety of guest molecules. The purpose of this study was
to introduce an effective approach on the recovery of CGTase from newly isolated
Bacillus cereus fermentation broth and CDs from production media by reducing time

and steps involved in the purification and recovery processes.

Aqgueous Two Phase Systems (ATPSs) were applied for the recovery of CGTase and
CDs to simplify the downstream processing of CGTase. Basic polyethylene-glycol
(PEG)/citrate  ATPS was performed to capture the enzyme CGTase from
fermentation broth. Several ATPS parameters such as tie-line length (TLL),

molecular weight of PEG, volume ratio (\VR), crude load and addition of neutral salt



were investigated and optimized in order to obtain the most effective ATPS for the
CGTase recovery. Partial purification of B. cereus CGTase with yield (Y1) of 70%
was achieved on the 19.0% PEG and 11.5% citrate ATPS with TLL of 38.89% (w/w),

Vg 0f 2.0, 20% (w/w) crude load and additional 4% (w/w) NacCl at pH 7.0.

The recovery of CGTase by ATPS was then improved by developing a recyclable
ATPS in which the polymer PEGs were substituted by using copolymer, ethylene
oxide-propylene oxide (EOPQ). The capability of EOPOs to separate into two phase
after heating above certain temperature enables the polymers to be recovered and re-
utilized in subsequent ATPS. This novel study on the CGTase recovery is not only to
simplify the CGTase purification steps, but also to reduce the cost and environmental
impact. The purified B. cereus CGTase with a Y+ of 87% and purification fold (Pgr)
of 13.1 was obtained from the EOPO/phosphate ATPS comprising TLL of 41.2%

(w/w), Vg of 1.25 and crude load of 20% (w/w) at pH of 7.0.

lonic liquids-based ATPS (ILATPS) was introduced as another ATPS approach for
the purification of CGTase. lonic liquids (ILs) were well known for their green
properties in which they can be easily recycled, causing negligible impact to the
environment. The rapid phase separation time and ability to enhance the biological
activity of biomolecule has made the ILATPS an attractive purification method for
CGTase. ILATPS was proved to be a better system for purification of CGTase which

was able to purify B. cereus CGTase up to 13.9-fold with a Y+ of 96.2%.

Another aim of the study was focus on the extractive bioconversion of CGTase using
ATPS. PEG/dextran ATPS has been constructed and sago starch was used as the
substrate in the starch bioconversion of CDs. Optimum recovery (13.7mg/mL) of

CDs was achieved in PEG 20000/dextran T500 ATPS at TLL of 26.2% (w/w) with



Vg of 4.0, addition of 20% (w/w) crude CGTase and 6% (w/w) of sago starch. ATPS
enabled the production and recovery of CDs in a single step by replenishment of
substrate and phase components at a regular time interval. A dynamic model of this
ATPS was implemented to understand and simplify the reaction kinetics of starch

bioconversion by CGTase.

The principal conclusion of this study was that ATPS has the potential to be
practiced industrially for the recovery of CGTase and CDs for large scale
productions and recoveries. In addition, the aqueous environment of ATPS provided
a stable condition for the biological materials, which is well-suited as an extraction

method for enzyme CGTase and CDs.
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Cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase, 2.4.1.19) merupakan enzim ekstrasellular
dan hidrolitik yang berupaya untuk menukar kanji kepada siklodekstrins (CDs)
melalui aktiviti pensiklikan. CDs adalah oligosakarida bulat yang terdiri daripada
enam atau lebih unik glukosa dan telah digunakan secara meluas dalam pelbagai
industri disebabkan oleh strukturnya yang unik di mana terdapat rongga dalaman
yang hidrofobik dan luaran yang hidrofilik membolehkan CDs menbentuk kompleks
dengan pelbagai molekul. Tujuan kajian ini adalah untuk memperkenalkan strategi
yang ekonomik dan berkesan bagi penulenan enzim CGTase dari Bacillus cereus dan
CDs dengan mengurangkan masa dan langkah-langkah yang terlibat dalam proses

penulenan dan penangkapan CGTase dan juga CDs.

Sistem Dua Fasa Akueus (ATPS) telah digunakan dalam penulenan dan
penangkapan CGTase dan CDs bagi memudahkan pemprosesan hiliran CGTase.
ATPS asas yang terdiri daripada polietilena glikol (PEG)/sitrat telah digunakan untuk

memperoleh enzim CGTase dari bahan fermentasi. Beberapa parameter ATPS



seperti panjang tie-line (TLL), berat molekul PEG, nisbah isipadu (VR), berat enzim
dan penambahan garam neutral telah dikaji dan dioptimumkan untuk memperoleh
ATPS yang paling berkesan bagi pemulihan CGTase. Penulenan separa bagi enzim
CGTase dari B. cereus dengan 70% hasil (Yr) telah dicapai dengan ATPS yang
terdiri daripada 19.0% (w/w) PEG dan 11.5% (w/w) sitrat dengan 38.89% (w/w)

TLL, 4.0 Vg, 20% (w/w) berat enzim dan penambahan 4% (w/w) NaCl pada pH 7.0.

Protokol penulenan CGTase menggunakan ATPS kemudian diperbaiki dengan
menggunakan ATPS kitar semula di mana PEG polimer telah digantikan dengan
kopolimer, etilena oksida-propilena oksida (EOPO). Kebolehan EOPOs berpisah
kepada dua fasa selepas pemanasan atas suhu tertentu membolehkan polimer ini
digunakan semula dalam ATPS berikutnya. Kaedah penulenan CGTase ini bukan
sahaja mempermudahkan langkah-langkah penulenan CGTase, tetapi juga
mengurangkan kesan kepada alam sekitar. Hasil (Y1) pemulihan sebanyak 87% dan
13.1 penulenan kali ganda (Per) enzim CGTase telah diperoleh dari B. cereus dengan
menggunakan ATPS EOPO/fosfat yang terdiri daripada 41.2% (w/w) TLL, Vg

sebanyak 1.25, dan 20% (w/w) berat enzim pada pH 7.0.

ATPS berasaskan cecair ionik (ILATPS) telah diperkenalkan sebagai ATPS baru
untuk penulenan CGTase di mana cecair ionik (ILs) yang terkenal dengan ciri-ciri
mereka yang mudah dikitar semula dan tidak membahayakan alam sekitar. Masa
permisahan fasa yang pendek dan keupayaan ILs untuk meningkatkan aktiviti biologi
biomolekul telah menjadikan ILATPS satu kaedah penulenan yang menarik bagi
CGTase. ILATPS telah dibuktikan sebagai satu sistem yang lebih baik bagi

penulenan enzim CGTase dari B. cereus di mana ILATPS berupaya untuk
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menulenkan enzim CGTase dari bahan fermentasi sehingga 13.9 kali ganda

penulenan dengan Y sebanyak 96.2%.

Satu lagi matlamat kajian ini adalah untuk melakukan pemulihan dan penukaran
kanji kepada CDs dengan menggunakan ATPS. ATPS PEG/dextran telah dibina
dengan menggunakan kanji sagu sebagai substrat dalam proses penukaran kanji ini.
Pemulihan optimum CDs (13.7 mg/mL) telah dicapai dalam ATPS PEG
20000/dextran T500 pada 26.2% (w/w) TLL, 4.0 Vg, penambahan enzim CGTase
sebanyak 20% (w/w) dan 6% (w/w) kanji sagu. ATPS membolehkan penghasilan
dan penulenan CDs dicapai dalam satu langkah dengan penambahan substrat dan
komponen fasa pada masa tertentu. Satu ATPS model telah dilaksanakan bagi
memahami dan memudahkan penukaran kanji oleh CGTase dengan penghasilan CD

ini.

Kesimpulan utama kajian ini menyatakan bahawa ATPS mempunyai potensi sebagai
amalan perindustrian dalam penulenan CGTase dan penghasilan CDs yang berskala
besar. Tambahan pula, persekitaran akueus ATPS yang berkeadaan stabil telah

menggalakkan penggunaannya dalam penulenan enzim CGTase dan CDs.
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