CICLODEXTRINA GLICOSILTRANSFERASE, PRODUGAO, ACAO E
APLICACAO

CLAUDIO LIMA AGUIAR*

A presente revisdo de literatura sobre ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase) discute sua producéo,
acdo e aplicacdo. Concluiu-se que os produtos
obtidos pela hidrélise do amido com CGTase
apresentam grande utilidade e funcionalidade,
muito embora sejam necessarios estudos
complementares para viabilizar sua produgdo em
larga escala.

1 CICLODEXTRINA GLICOSILTRANSFERASE

O uso de enzimas em processos industriais tem sido amplamente discutido
e cerca de 2500 reac0Oes diferentes, catalisadas por enzimas estao listadas
no International Union Handbook of Enzyme Nomenclature. Estima-se que
80% das enzimas sejam produzidas por fermentacdo e muitas destas
adicionadas em detergentes ou utilizadas no processamento de amido e de
produtos lacteos. O processamento de amido constitui-se numa das muitas
aplicacbes da tecnologia enzimatica. Nesta revisdo discutiu-se a
ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase, E.C. 2.4.1.19), responséavel pela
formacdo de moléculas ciclicas (ciclodextrinas), a partir da hidrélise do
amido entre outras reacdes de transglicosilagéo.

1.1 PRODUCAO

O amido, polissacaridio de férmula (CsH1005), € massa molecular entre 60
e 1000 KDa, é encontrado freglientemente nos vegetais (arroz, milho, trigo,
batata, mandioca). Formado pela condensacdo de moléculas de a-glicose
pode ser processado por enzimas denominadas amilases, resultando em
diferentes produtos como oligossacaridios e acucares livres. Usa-se
amilase como termo genérico, muito embora existam diferentes fracdes
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como a o-amilase (amilase dextrinogénica) e a p-amilase (amilase
sacarogénica) (KARLSON, 1970), entre outras como a ciclodextrina
glicosiltransferase.

A ciclodextrina glicosiltransferase tem despertado interesse industrial
devido a sua capacidade de produzir moléculas ciclicas, denominadas
ciclodextrinas (CD), dextrinas de Schardinger ou ainda, cicloamiloses.
Estas sdo moléculas ciclicas que contém de seis a doze unidades de
glicose. As ciclodextrinas foram descobertas em 1891, quando Villiers
reportou seu aparecimento em batatas. Em 1904, Schardinger as
caracterizou como oligossacaridios ciclicos e identificou o Bacillus
macerans como sendo a bactéria que produzia enzima capaz de modificar
o0 amido em CD, a ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). Desta forma,
as ciclodextrinas comecaram a ser chamadas de dextrinas de Schardinger.
Em 1938, Freudenberg confirmou sua estrutura ciclica e a habilidade de
formar complexos de inclusdo (PSZCZOLA, 1988). Ciclodextrina
glicosiltransferase (EC 2.4.1.19, CGTase, a-1,4-D-glicano-4-a-D-(1,4-a-D-
glicano)-transferase) € detectada, exclusivamente, em bactérias e
predominantemente em Bacillus spp, tendo grande interesse para a
indUstria devido a producdo de CD (CHANG et al., 1998; LARSEN et al.,
1998; FOGARTY & KELLY, 1990; THATAI et al., 1999; ABDEL-NABY et
al., 2000).

Algumas bactérias produzem extracelularmente CGTase, tais como:
Bacillus 38-2, Bacillus sp. 1011, Bacillus circulans, Bacillus macerans,
Bacillus megaterium, Bacillus ohbensis, Bacillus stearothermophilus,
Klebsiella pneumoniae M5al, Micrococcus sp. (FOGARTY & KELLY, 1990),
Bacillus lentus alcalofilico (SABIONI, 1994) e Bacillus firmus (GAWANDE
et al., 1999), com diferentes caracteristicas dependendo do microrganismo
produtor (Tabela 1).

Diferentes fontes de carbono séo utilizadas para producdo de CGTase de
fonte bacteriana. POCSI et al. (1998) verificaram alta producdo desta
enzima na presenca de amido soluvel e maltoheptose, muito embora a
suplementacdo do meio com maltoligossacaridios ciclicos tenha dobrado a
producdo enzimatica quando comparada aquela obtida com sacaridios
lineares.

A producdo de CGTase por Klebsiella pneumoniae AS-22 foi otimizada
apos analise de diferentes fatores como, fontes de carbono, nitrogénio,
fésforo e microelementos, bem como pH e temperatura iniciais. Producao
enzimatica de 21,4 Ul.mL™, apés 28 horas de incubacdo, foi alcancada em
meio constituido de 49,3 g/L de dextrina, 20,6 g/L de peptona, 18,3 g/L de
extrato de levedura, 6,7 g/L de dihidrogeno-O-fosfato de aménio e 0,5 g/L
de sulfato de magnésio (GAWANDE et al.,, 1999). Um microrganismo
capaz de produzir altos niveis de CGTase extracelular foi isolado de
“kimchi”. GAWANDE et al. (1998) obtiveram atividade maxima de CGTase
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igual a 7,05 Ul.mL™, usando Bacillus firmus em meio com amido de milho,
extrato de levedura e pH inicial de 9,8.

TABELA 1- CARACTERISTICAS DE ALGUMAS CICLODEXTRINA
GLICOSILTRANSFERASE

CGTase (EC 2.4.1.19)
Microrganismo pH Temperatura Massa Referéncias
6timo 6tima (°C) molecular
(KDa)
Bacillus lentus 10,3 - - GAWANDE et al., 1999
Bacillus firmus 5,5-8,5 65 78 (SDS
7-11 10 PAGE)
7 60 82 (Gel
filtraco)
Archae B1001 55,5 90-110 83 TACHIBANA et al., 1999
Bacillus sp. 6,6 65 68 THATAI et d., 1999
Paenibacillus sp. F8 7,5-8 50-60 72 LARSEN et al., 1998
Bacillus sp. - - 77-78 MATIOLI et a., 1998
Thermoanaerobacter sp. 6 90-95 - NORMAN &
JORGENSEN, 1992;
PEDERSEN et al., 1995
Bacillus sp. S-6 7 40 - JUN et dl., 1998
6-10 >45 -
Bactérian. 76 54 50 - SALVA et al., 1997
Bacillus 6 80 66,8 CHUNG et d., 1998
stearothermophilus ET1
BacilluscirculansDFOR | 4,5-7,5 55 78 MARECHAL et a., 1996
Brevibacterium sp. 9605 7 50 - MORI et al., 1995
Bacillus macerans 5-6 - 79 FOGARTY & KELLY,
1990
Bacillus 6 - 68
stear othermophilus
Klebsiella pneumoniae 6-7,2 - 68
M5al
Bacillus 38-2 4,6-9,5 - 88
Bacillus megaterium 5-5,7 - -
Micrococcus sp. 5-8 - 88
Bacillus sp. 55 - - KOMETANI et al., 1994a
Bacillus firmus 7,5-8,5 65 75 YIM et al., 1997

Bacilos alcalofilicos que produzem CGTase foram isolados de solo
brasileiro, os quais metabolizavam y e B-ciclodextrinas na razdo de 0,156
e, menor quantidade de a-ciclodextrina, usando 10% de maltodextrina, a
50 °C e pH 8,0 por 22 horas de incubacdo (MATIOLI et al., 1998).

JUN et al. (1998) obtiveram CGTase de Bacillus sp. S-6 em meio (pH 8,0)
contendo, amido soluvel (0,5%), extrato de levedura (1%), carbonato de
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soédio (1%), fosfato dibasico de potassio (0,1%) e sulfato de magnésio
(0,01%) a 37 °C, apds 40 horas de incubacao.

ALLISON & MACFARLANE (1990) reportam que, a perda na producéo
enzimatica pelo uso de algumas fontes complexas de nitrogénio organico &
percebida e que a inibicdo da biossintese enzimética estaria relacionada
com certos aminoacidos. Por outro lado, o uso de nitrogénio inorganico
((NH4)2S0O,4, NaNOs3) mostraram baixos niveis de CGTase (56,9-
70,2 Ul.mL™).

ABDEL-NABY et al. (2000) verificaram que a adicdo de farinha de aveia (5-
10 g.L™, p/v) ndo apresentou efeito na producdo enziméatica. De forma
oposta, JAMUNA et al. (1993) afirmam obter CGTase em funcao de tracos
de aminoacidos essenciais e vitaminas presentes na aveia. Na Tabela 2
sdo mostradas algumas fontes de nitrogénio e as atividades de CGTase
encontradas.

TABELA 2 - PRODUCAO DE CGTase EM DIFERENTES FONTES DE

NITROGENIO
Fonte de nitrogénio CGTase (Ul.mL™ Referéncias
%Caseina 96,09 ABDEL-NABY et al., 2000
®Peptona 99,80
®Extrato de levedura 90,26
*Soja 89,40
®Extrato de carne 78,00
%Soro de queijo 87,27
NaNO3 70,38
34(NH4),SO4 56,90
°Extrato de soja desengordurada €43,00 SABIONI & PARK, 1992
PExtrato de carne 67,00
PUréia °10,00
PPeptona €30,00

& Concentracao final de nitrogénio foi 1,0 g N.L™, utilizando Bacillus amyloliquefaciens.

b Concentracao final de nitrogénio de 1,0%, utilizando Bacillus lentus.

¢ Atividade de liquefagdo do amido.

ulmL? = guantidade de enzima que forma 1 umol de aglcares redutores (como glicose) por minuto
a 60 °C (ADBEL-NABY et al., 2000).

E possivel, pelas condi¢es de cultivo, aumentar a quantidade de enzimas
como CGTase produzida por Bacillus sp. isolada de solo, cuja atividade de
7,5 UL.mL™ ap6s 24 horas de incubacdo passou para 22 Ul.mL™ com a
otimizacdo das condi¢cdes de cultura. Observou-se que, macronutrientes
como Ca*® apresentam pouco efeito sobre a atividade enzimatica,
enquanto que uréia numa concentracdo de 10 mM aumentou a atividade
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em 200% (THATAI et al., 1999). Por outro lado, foi percebido que CaCl,
ajuda a estabilizar a enzima quanto ao pH (SALVA et al., 1997).

A adicéo de CoCl,, ZnSO,4 e MgCl; (0,1%, p/v) ao meio de cultura mostrou
cerca de 20, 27 e 5% de perda na atividade de CGTase, respectivamente.
Por outro lado, adi¢do de CaCl, (0,15%, p/v) evidenciou 9% de aumento da
producdo enzimética (119 Ul.mL™), embora no nivel de 0,4% (p/v) tenha
ocorrido perda de 11,8% na atividade (ABDEL-NABY et al., 2000). Para
YIM et al. (1997) a presenca de CaCl, (1 mM) promoveu aumento na
termoestabilidade (55 para 70°C) da CGTase de Bacillus firmus. A
presenca de HgCl,, CuSO,4, CoCl, ou ZnSOy4 inibiu a enzima quando o
meio continha mais de 1 mM destes compostos, sendo que 5 mM de
FeSO, também inibiu sua atividade. Outras substancias (EDTA, p-
hidroximercuribenzoato, bissulfato de sddio, L-cisteina, azida sodica, 2-
mercaptoetanol, N-bromosuccinimida, arsenato de s6dio) ndo promoveram
inibicdo enzimatica, nas concentragfes de 1 e 5 mM. SABIONI & PARK
(1992) notaram forte inibicdo da atividade enzimatica por fons de Co*?,
Zn*?, Cu*? e Fe*? (5 mM). PCMB (p-cloromercuribenzoato) nédo afetou a
atividade, indicando que a enzima néo apresenta grupo sulfidrila (-SH) no
seu sitio ativo.

A busca por microrganismos tolerantes a condi¢cdes extremas tem sido
uma das frentes de pesquisa sobre a CGTase, visando maior facilidade de
aplicacao industrial.

1.2 ACAO

CGTase € uma enzima da familia das amilases (UITDEHAAG et al., 1999)
que catalisa duas reacgdes reversiveis mostradas na Figura 1.

FIGURA 1 — REACOES CATALISADAS POR CGTase BACTERIANA

ciclizacao
— G(n-x) + CD
ligacdo

desproporcionamento
Gn+Gm « proporel p G(n-x) + G(m+x)

Onde: Gn, Gm...cadeias de a-1,4-D-glicopiranosil com n e o unidades de D-glicopiranosil.
X...parte da cadeia de o-1,4-D-glicopiranosil

Fonte: FOGARTY & KELLY, 1990.
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A CGTase catalisa transglicosilacdo intramolecular (ciclizacdo) e
intermolecular (ligagcdo, desproporcionamento), bem como apresenta
atividade hidrolitica sobre amido e ciclodextrinas. Na ciclizacdo, a enzima
converte amido e a-1,4-glicanos em ciclodextrinas, as quais sao
amplamente utilizadas em alimentos, farmacos e outros produtos quimicos
(TONKOVA, 1998). A reacéo de transglicosilacdo da CGTase é operada
pelo mecanismo “Ping-Pong”, fato verificado por NAKAMURA et al.
(1994a).

A sequéncia de aminoacidos que estdo associados a atividade enzimatica
da CGTase tem sido estudada. KURIKI et al. (1995) pesquisaram, por
exemplo, a sequéncia de aminoacidos de quatro regides, entre a-amilase,
CGTase, pululanase, iso-amilase, neo-pululanase, a-amilase-pululanase,
a-glicosidase, ciclodextrinase, oligo-1,6-glicosidase, dextrano-glicosidase,
amilomaltase e enzima desramificadora do glicogénio. Muitas destas
enzimas demonstraram extensdo relativa as funcdes de hidrolise e
transglicosilacao e, especificidade para ligacdes glicosidicas dos tipos o-
1,4 ou a-1,6.

As atividades de ciclizacdo e amilolitica da CGTase de Bacillus firmus var.
alkalophilus foram seriamente diminuidas apés tratamento com reagentes
quimicos que modificaram a composicdo de aminoacidos essenciais a
atividade catalitica da enzima por estarem ligados aos sitios ativos. Os
tratamentos com reagente de Woodward (WRK), N-bromosuccimida (NBS)
e dietilpirocarbonato (DEPC) modificaram os residuos de acidos aspartico
e glutamico, triptofano e histidina, respectivamente. Triptofano foi
associado a ligagdo enzima-substrato, que influencia a atividade catalitica.
Histidina influenciou, da mesma forma, a ligagdo ao substrato, mas a
modificacdo da histidina apresentou efeito negativo sobre o pH 6timo e sua
estabilidade (SHIN et al, 1999). O pH 6timo da CGTase de
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1 €& determinado pelo
aminoacido Glu258.

As enzimas amiloliticas, amilases e CGTase estao relacionadas, funcional
e estruturalmente, com CGTase contendo dois grupos (D e E) comparaveis
aos trés grupos (A, B e C) das amilases. O residuo de aminoacido 196
(numeracdo da CGTase de Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes
EM1) ocupa posicdo dominante no sitio-ativo da enzima. Todas as
amilases estudadas contém pequeno residuo nesta posicao (Gli, Leu, Ser,
Thr ou Val), em contraste as CGTases que apresentam residuo aromatico
(Tyr ou Phe) nesta posicao. A proteina mutante F196G Delta DE mostrou-
se similar a proteina de amilase em termos da identidade do residuo 196,
além do que, o mutante evidenciou reducdo da temperatura Otima.
Comparada a CGTase parental, as atividades de ciclizacdo, ligacdo e
desproporcionamento foram drasticamente reduzidas no mutante, mas sua
atividade sacarificante dobrou, alcancando niveis mais elevados que
agueles reportados para a CGTase parental. Sob condi¢gbes industriais,
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CGTase converte amido em 35% de CD e 11% de oligossacaridios
(glicose, maltose e maltotriose), enquanto o mutante F196G Delta DE
converteu amido em 21% de CD e 18% de oligossacaridios lineares (WIND
et al., 1998).

CHANG et al. (1998) estudaram a estrutura molecular da CGTase a partir
de diversos mutantes de Bacillus macerans. A CGTase consiste em cinco
grupos globulares de A & E. Para entender melhor o papel do grupo E na
catalise foram efetuados diferentes experimentos. A remoc¢ao do grupo E
resultou na inativacdo da enzima. A adicdo de seis aminoacidos entre os
grupos D e E causou diminuicdo na atividade e termoestabilidade. A
substituicdo de E por grupo similar de glicoamilase | de Aspergillus
awamori causou drastica queda na atividade, indicando a necessidade do
correto alinhamento da cadeia. Substituindo-se o residuo 634 de tirosina
(Tyr 634) por fenilalanina ocorreu pouco efeito na atividade ou
termoestabilidade, enquanto que a substituicdo por glicina resultou no
aumento de 25% da ciclizacdo especifica e da atividade amilolitica
comparada a atividade da enzima original. Logo, o grupo E é importante
para a estabilidade e integralidade da CGTase.

KUBOTA et al. (1994) determinaram a estrutura tridimensional dos cristais
de CGTase e notaram a presenca de quatro grupos globulares. Estruturas
dos grupos N-terminal, A e B, foram similares aqueles da a-amilase. Por
mutagénese e alinhamento sequencial confirmaram que a composi¢cao do
sitio-ativo envolvia 0os grupamentos Asp225, Asp324 e Glu253 e, que dois
residuos hidrofébicos de fenilalanina, Phel79 e Phe255, compunham o
centro catalitico como sitio receptor para a transglicosilagéo.

Para analisar o papel dos grupos C e D na ciclizagdo da CGTase de
Bacillus stearothermophilus NO2, dois plasmidios (pkB1l Delta C300 e
pkB1 Delta D96) foram construidos. A CGTase mutada, pkB1 Delta C300,
produziu menor quantidade de o, p e y-CD que a CGTase parental.
Entretanto, pkB1 Delta D96 mostrou producéo de CD similar a da CGTase
parental. A producdo de a, B e y-CD nao foi afetada pelas delecoes,
guando comparada aquela da CGTase parental. A temperatura Otima da
CGTase-pkB1 Delta C300 diminuiu de 60 para 55 °C e, o pH étimo da
CGTase-pkB1 Delta D96 aumentou de 6,0 para 7,0. A termoestabilidade
para ambas mutantes ndo se alternaram. Estes resultados sugerem que
nao ha nenhuma ligacdo entre os grupos C e D e a atividade de ciclizagéo
da enzima, entretanto sdo importantes para propriedades enziméaticas
como, produtividade e pH otimo ou particAo da estrutura terciaria da
CGTase (JEON et al., 1998).

Trés residuos de histidina (His140, His233 e His327) de CGTase de
Bacillus sp. 1011 foram associados a atividade enzimatica. A atividade de
ciclizacao foi mantida mas ocorreu alteracao na razéo de producéo de a, 3,
v-CD, quando estes residuos foram substituidos por asparagina
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(NAKAMURA et al., 1993). Os residuos Phel83 e Phe258 de CGTase
estdo envolvidos no grupo receptor e desempenham importante papel na
ciclizacdo de cadeias de amilose, enquanto o residuo Phe283 esta
relacionado com a estabilizacdo da enzima em seu estado de transi¢céo
(NAKAMURA et al., 1994b).

STROKOPYTOV et al. (1995) observaram que o residuo Glu257 da
CGTase de Bacillus circulans 251 age como doador de protons e Asp229
funciona como base geral ou nucleodfilo, enquanto Asp328 esta envolvido
na ligacdo com substrato e pode ser importante para elevar o pKa do
Glu257.

JEANG & LIN (1994) estudaram a inativacdo de CGTase de Bacillus
macerans e observaram que a dependéncia de seis residuos de histidina
foi marcante. Analise espectral da CGTase indicou que o-CD previniu a
modificacdo de quatro destes residuos e que quatro residuos de histidina,
ligados ao sitio ativo, estdo envolvidos na agdo catalitica da enzima. Por
outro lado, MOSI et al. (1998) investigaram os mecanismos de inibicdo de
CGTase atraves de mutantes de Bacillus circulans. O estudo envolveu a
inibicdo por acarbose. Este polissacaridio, inibidor de a-glicosidases, reduz
a absorcdo de acucares no trato gastrointestinal (STROKOPYTOV et al.,
1995). Entretanto, o calcio apresentou efeito estabilizante sobre a atividade
de CGTase de Paenibacillus sp. F8 (LARSEN et al., 1998), como também
observado por ABDEL-NABY et al. (2000).

Diferentes sdo as propostas de acédo catalitica da CGTase, que variam de
acordo com o0 microrganismo produtor.

1.3 APLICACAO

Ciclodextrina glicosiltransferase pode ser aplicada na hidrolise de amido,
formacdo de CD e diversos compostos a partir da transglicosilagcdo, para
diferentes fins, tanto na inddstria de alimentos quanto farmacéutica.

Alfa-amilase e CGTase sdo enzimas importantes na sacarificacdo de
amido e, tem sido observado que a combinacdo de ambas promove
acréscimo na producéo de acucares livres ( DEL RIO et al., 1997). CGTase
pode ser aplicada na hidrélise de amido para obtencdo de sacaridios
fosforilados, que sdo capazes de reagir com minerais como calcio,
magnésio e ferro para formar complexos, que previnem a insolubilizagédo
destes minerais na alimentacdo animal (KAMASAKA et al., 1999).

CGTase pode ser aplicada na transglicosilacéo de esteviosidios, utilizando-
se maltodextrina como co-substrato. KIM & YOOK (1997) consideraram os
efeitos da concentracdo de CGTase (0,05 e 0,4%) sobre a porcentagem de
transglicosilagédo. A formagéo de glicosil-esteviosidio e rebandiosidio A foi
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significativamente afetada pela temperatura, propor¢cdo maltodextrina:
esteviosidio, pH, equivalente de dextrose (DE) de maltodextrina e
concentracdo do esteviosidio. As condicbes Otimas encontradas para o
processo foram: temperatura de 80 °C, razdo maltodextrina: esteviosidio
igual a 1, pH 6,0 e DE de 15, quando se obteve glicosil-esteviosidio, com
poder adocgante superior ao esteviosidio.

Glicosil-hesperidina, estabilizante natural de pigmentos para alimentos,
pode ser obtido enzimaticamente pela reacdo convencional de
transglicosilagdo da hesperidina (solu¢do 8,2 mM) com amido soltvel (5%)
e CGTase (2 U/mL). Verificou-se, no entanto, que B-CD e pH alcalino
foram efetivos para a solubilizacdo da hesperidina e a quantidade de
glicosil-hesperidina formada pela CGTase com 5% de B-CD a pH 10 foi
cerca de 50 vezes maior que a formada com amido soliuvel em pH 5,0
(KOMETANI et al.,, 1995). CGTase de Bacillus sp. alcalofilico produziu
monoglicosidio de hesperidina e uma série de seus oligoglicosidios pela
transglicosilagdo da hesperidina e amido soluvel. A formacéo de glicosidio
foi maior em pH alcalino, por ocorrer maior solubilizacdo da hesperidina. O
glicosidio foi identificado como sendo 4-o-D-glicopiranosil-hesperidina, com
efeito estabilizante de pigmento amarelo de frutas da Gardenia jasminoides
contra radiacdes ultra-violeta (KOMETANI et al., 1994a), muito embora
Varios pigmentos naturais sejam estabilizados contra radiacdo ultravioleta
com glicosil-hesperidina (KOMETANI et al., 1995; KOMETANI et al.,
1994b).

Efeitos de alcoois alifaticos como etanol, n-butanol e n-decanol sobre a
formacdo de ciclodextrina por CGTase foram estudados, sendo que a
adicdo de n-butanol causou aumento na producédo de a-CD (SHIRAISHI et
al., 1989).

LIMA et al. (1998) obtiveram [B-ciclodextrina a partir de amido hidrolisado
pela fermentacdo e ciclizacdo simultanea (SFC), usando CGTase. A
fermentacdo proporcionou a eliminacédo da glicose e maltose, inibidores da
producédo de CD, enquanto que o etanol aumentou a producdo. Uma
solucdo 10% (p/v) de amido de mandioca, liquefeita com o-amilase, foi
incubada com CGTase usando: somente enzima; etanol (de 1 a 5%) e
Saccharomyces cerevisiae (12% p/v) seguidas de SFC, mais nutrientes. As
condicdes de reacdo foram: 38 °C, pH 6,0 e 3,3 mL/L de CGTase. A
producdo de B-CD diminuiu com o aumento no equivalente de dextrose
(DE), sendo que a maxima producao foi obtida para DE igual a 3,54. Este
efeito inibitério € menor quando se utiliza a fermentacdo e ciclizagcdo
simultaneas.

KIM et al. (1997) estudaram a utilizacdo de xilitol, inositol, sorbitol, maltitol

e lactitol, como aceptores de grupos glicosidicos através da
transglicosilacdo com CGTase. A sintese de glicosil-maltitol, usando amido
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como doador de grupo glicosidico e maltitol como aceptor, mostrou-se alta
e dois produtos foram identificados, maltotriol e maltotetraitol.

A producdo de uma série de glicosil-trealoses através da transglicosilacao
com ciclomaltohexose como doador e trealose como receptor de grupos
glicosidicos foi observada pela aplicacdo de CGTase de Bacillus
stearothermophilus (KURIMOTO et al.,, 1997). Outro composto, glicosil-
ramnose, foi produzido pela glicosilagdo de ramnose por CGTase de
Bacillus sp. alcalofilico (KOMETANI et al., 1996).

A ligacéo de glicose e 6-deoxi-6-iodo-ciclomaltoheptose pela CGTase, na
presenca de glicoamilase, seguida por acetilacdo produz
maltoligossacaridios (APPARU et al., 1995). Glicosilacdo de hidroquinona
por CGTase foi verificada por FUNAYAMA et al. (1997), muito embora
neste caso maior eficiéncia tenha sido obtida com CGSase (glicosil
sintetase) para produzir a-glicosil-hidroquinona. A glicosilacdo de D-
catequina por CGTase produz o composto D-catequina-3’-O-a-D-
glicopiranosidio, que inibe tirosinase de cogumelos em presenca de
5,8 mM do composto (FUNAYAMA et al., 1993).

Betun-3-il-B-D-celobiosidio foi sintetizado a partir de betulina e brometo de
hepta-O-acetil-a-D-celobiosil por transglicosilacdo de CGTase de Bacillus
macerans. Os produtos obtidos pela reagdo enzimatica foram: betulin-3-il-
B-D-(4-O-B-D-maltosil)-glicosidio e betulin-3-il-8-D-(4-O-B-D-maltotriosil)-
glicosidio (OHARA & HISHIYAMA, 1994).

CGTase imobilizada é capaz de catalisar a conversédo de o-CD para 3-CD
e maltoligossacaridio ou B-CD para o-CD e maltoligossacaridio. A
conversdo aumenta com a quantidade de CGTase aplicada. A adicdo de
glicose, maltose e sacarose como aceptores no substrato contendo CD
resultou na aceleracdo da degradacdo de CD comparado ao substrato de
CD somente (OKADA et al., 1994a). A converséo de a-CD a B-CD e
monooligossacaridios (MOS) ou B-CD a a-CD aumentou com o acréscimo
da quantidade de CGTase imobilizada em membrana capilar e, a adicdo de
glicose, maltose e sacarose como aceptores na solugdo de substrato,
contendo ciclodextrina resultou no aceleramento da decomposi¢cdo de CD
comparado ao meio contendo somente CD. Dados demonstram que
CGTase imobilizada pode ser usada como catalisador intermolecular na
transglicosilagéo entre substratos de baixa massa molecular, regulando a
quantidade de enzima e o tempo de residéncia no reator de mistura
(OKADA et al., 1994b).

A enzima produzida pelo Bacillus sp. S-6 sintetizou o acido 2-O-a-D-
glicopiranosil-L-ascorbico (AA-2G) pela reacdo de transglicosilacdo com
amido como doador e L-ascOrbico como aceptor (JUN et al., 1998; AGA et
al., 1991).
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2 CICLODEXTRINAS

Ciclodextrinas sdo os produtos mais discutidos na utilizacdo de CGTase
pela industria atualmente. As ciclodextrinas (CDs) séo ciclicas,
maltoligossacaridios néo-redutores, produzidas pela hidrolise do amido
pela CGTase. As principais fracdes apresentam seis, sete ou oito unidades
de a-1,4-D-glicopiranoses, sendo designadas como: a-ciclodextrina (ciclo-
hexaamilose, ciclomaltohexanose, o-CD), B-ciclodextrina (ciclohepta-
amilose, ciclomaltoheptaose, B-CD), vy-ciclodextrina (ciclooctaamilose,
ciclomaltooctaose, y-CD), respectivamente. As quantidades relativas de
cada uma depende do tipo e fonte de enzima usada, podendo ser obtida
pela presenca de compostos organicos (FOGARTY & KELLY, 1990). A
estrutura circular das CD consiste em exterior hidrofilico e uma cavidade
central hidrofébica. A propriedade mais notavel das CD é sua capacidade
de formar compostos de inclusdo em solucdo aquosa, na qual moléculas
de dimensdes compativeis sdo incluidas dentro da cavidade da
ciclodextrina sem formacao de ligagcdes covalentes. Todas as moléculas
encapsuladas sdo acomodadas, desde hidrocarbonetos aromaticos e
alifaticos apolares a compostos polares como acidos e aminas. Compostos
de inclusdo com ciclodextrinas apresentam potencial para as industrias
alimenticia, farmacéutica, de fermentacdes e quimica fina, na preparacao,
separacdo e purificagdo, bem como encapsulacdo de produtos como
fragrancias, farmacos (esterdis) e liberacdo controlada de compostos
biologicamente ativos (medicamentos e pesticidas). Formam complexos
estereoespecificos e podem ser usadas na separacdo de enantibmeros.
Como enzimas, as ciclodextrinas apresentam propriedades cataliticas
especificas (FOGARTY & KELLY, 1990; SABIONI, 1994; PSZCZOLA,
1988). As propriedades fisicas das ciclodextrinas sdo apresentadas na
Tabela 3.

TABELA 3- PROPRIEDADES FiSICAS DAS CICLODEXTRINAS

Propriedades o-CD B-CD v-CD
Solubilidade a 25 °C em égua (/100 mL) 14,5 1,85 23,2
Massa molecul ar relativa 972 1135 1297
Diametro da cavidade (A°) 50 6,2 7,9
Comprimento (A°) 7,9 7,9 7,9
Rotacdo especifica, [a]*b +150,5 +162,5 +177,4

Fonte: FOGARTY & KELLY (1990); PSZCZOLA (1988).

Ciclodextrinas podem ser usadas para estabilizar emulsfes, espumas e
materiais que sejam sensiveis a luz, oxigénio ou calor. Podem ser
empregadas no controle da volatilidade e potenciais aromaticos de
especiarias ou podem aumentar a solubilidade de substancias
hidrofobicas. Apresentam habilidade para modificar o sabor, aroma, a
textura ou cor, aumentando o espectro de usos de diversas substancias
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(PSZCZOLA, 1988). Pode-se obter vitamina A a partir do B-caroteno,
extraido de vegetais, por meio de processos cataliticos, nos quais a
ciclodextrina funciona como bom modelo de enzima. A utilizacdo de 3-CD
como modelo de enzimas possibilitou a obtencdo do retinal e da vitamina A
(Figura 2) com bons rendimentos (SOUZA e SILVA & SOUZA, 1997).

FIGURA 2 — SINTESE DE RETINOL E RETINAL A PARTIR DE -
CAROTENO E B-CICLODEXTRINA

e .,
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As ciclodextrinas tém sido objeto de especial atencdo devido as suas
propriedades de encapsular espécies idbnicas ou moleculares e orienta-las
em sua cavidade bem definida. Na fotoquimica, o uso de ciclodextrinas
multicromoféricas (B-CDa) como microrreatores aptos a induzir
fotorreacbes advém da possibilidade de associar “antenas”
multicromoféricas (moléculas cromoféricas associadas a ligantes) as
ciclodextrinas modificadas (FERREIRA & SOUZA, 1997).

Dentre os biomarcadores, os hopanos e esteranos séo particularmente
importantes em razdo das riquezas de informacdes que suas estruturas
podem fornecer, pois estdo presentes em todas as épocas geoldgicas
relacionadas a formacao de petréleo, indicando assim origem bacteriana
(hopanos) e ambiente deposicional marinho e hipersalino (esteranos). A
encapsulacéo destes compostos pelas ciclodextrinas € de vital importancia
para a indastria petrolifera, pois permite estabelecer a origem e o ambiente
deposicional da matéria organica, evolucdo térmica, vias de migracao,
correlacbes entre Oleos e rochas geradoras e biodegradacéo
(RODRIGUES et al., 1997).

A reducéo do teor de colesterol € percebida na presenca de -CD e muito
embora outros fatores e condi¢des interfiram, cerca de 94% de colesterol
podem ser removidos (AHN & KWAK, 1999). A B-CD pode ser aplicada
como surfactante na preparacdo de emulsdes de polimetacrilato de butila,
substituindo surfactantes tradicionais, embora a velocidade de
polimerizacdo seja menor (RIMMER & TATTERSALL, 1999). Pode
promover a separacdo eficlente e aumentar o sinal de
quimioluminescéncia, na separacao de alcalbéides por eletroforese capilar
combinada com quimioluminescéncia on-line com permanganato (GONG
et al., 1999). Devido a sua habilidade em formar complexos com
medicamentos, y-CD ¢é de grande importancia para formulacdes
farmacéuticas. Este fato pode ser observado apds administragdo
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intravenosa, quando a concentracdo de y-CD rapidamente diminui no
plasma, sendo a molécula provavelmente distribuida pelos tecidos.
Somente 50% da y-CD ingerida é recuperada na urina, sugerindo
degradacdo enzimatica e/ou estocagem tecidular (CREMINON et al.,

1999).

Ciclomaltohexose (a-CD), ciclomaltoheptose (B-CD) e ciclomaltooctose (y-
CD) sdo comumente pesquisados. J& a producao de ciclomaltononaose (6-
CD) por CGTase nao tem sido extensamente estudada. Sua producéo foi
verificada por LARSEN et al. (1998) com CGTase de Paenibacillus sp. F8,
numa proporcédo de 0,09:1:0,25:0,14 em relacao, respectivamente, a a, f3,
Y, 6-CD. Incubacé&o prolongada resultou em diminuicdo na proporcao de 6-
CD e aumento na propor¢cdo de a e B-CD, sugerindo que o substrato
modelo deste ensaio foi mais facilmente degradado pela CGTase deste
microrganismo.

3 CONCLUSAO

As grandes possibilidades de aplicagdo da CGTase e do principal produto
obtido de sua acéo, as ciclodextrinas, explicam o interesse na producao
em larga escala desta enzima e na definicdo dos parametros necessarios
para aumentar a producao de y-CD. Esta teria maior aplicacéo industrial,
possibilitando encapsulagdo de moléculas maiores. Estudos tém sido
desenvolvidos com este intuito, tanto para melhoramento das condi¢des de
cultivo, ou modificagdo genética de diversas cepas, quanto na modificagdo
da propria enzima pela engenharia protéica.

Abstract

The present review discuss about production, action, and application of the ciclodextrin
glucosyltransferase (CGTase, E.C. 2.4.1.19). It was concluded that the products obtained
by hydrolysis of the starch with CGTase showed great usefulness and functionality,
whereas it is necessary complementary studies to make possible its production in wide
scale.
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