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RESUMO

SINTESE DO PROCESSO DE OBTENGAO DE DEXTRANA CLINICA
E FRUTOSE A PARTIR DE SACAROSE

A dextrana & um polissacarideo composto exclusivamente por unidades
monomeéricas de glicose, unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a-1,6 na posicao
linear. Este polissacarideo apresenta interesse industrial nas areas de petroquimica,
alimentos, quimica e farmacéutica. Durante o processo de sintese de dextrana
ocorre a liberagao de frutose, que € um monossacarideo de grande importancia na
industria de alimentos. Este trabalho teve por finalidade sintetizar as etapas do
processo de obtengcdo de dextrana clinica e frutose a partir de sacarose. A
fermentacdo com Leuconostoc mesenteroides foi realizada em batelada alimentada,
para se obter exiracelularmente a enzima dexirana-sacarase. A dextrana foi
sintetizada pela enzima a partir de sacarose como substrato, onde foram testadas as
concentracoes de 50 g/L e 100 g/L. A dextrana clinica foi obtida pela hidrélise acida
da dextrana bruta produzida na sintese, e posterior separagdo com concentragdes
diferentes de Etanol. Os rendimentos de processo para a dextrana de alta massa
molecular e a frutose obtidos em relagao ao valor tedérico maximo foram: processo
convencional — 24,9% e 42,2%; processo enzimatico com enzima bruta — 24,9% e
55,7% e processo enzimatico com enzima purificada — 41,6% e 80,2%. Na sintese
enzimatica com enzima purificada os percentuais de dextrana de alta massa
molecular obtidos foram 70,4% e 55,5% para as concentracées de sacarose de 50
g/L e 100 g/L, respectivamente. Na hidrélise acida os melhores resultados foram
obtidos com temperatura de 76°C e pH 1,0, num tempo de processo de 4,5 horas.
Com os resultados obtidos conclui-se que o melhor processo de obtencdo de

dextrana clinica e frutose foi a sintese enzimatica com enzima purificada.
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SYNTHESIS OF THE CLINICAL DEXTRAN AND FRUTOSE
OBTAINING PROCESS FROM SUCROSE

Dextran is a polysaccharid exclusively composed of monomeric units of glucose,
joined by «-1,6 glucosidic bonds at the linear position. This polysaccharid is of a great
industrial interest at the petrochemistry, food, chemistry and pharmaceutical areas.
During the synthesis process of dextran occurs the frutose liberation, that is a
monosaccharid of high interest in the food industry. The aim of this work was to
synthesize the process steps for clinical dextran and fructose production from
sucrose. The fermentation with Leuconostoc mesenteroides was accomplished in a
fed-batch process, for obtaining the extracellular dextran-sucrase enzyme. The
dextran was synthesized by the enzyme using sucrose as substrate at the
concentrations of 50 and 100 g/L. The clinical dextran was obtained by acid
hydrolysis of the crude dextran produced at the synthesis and further separation with
different ethanol concentrations. The process yields for the dextran with high
molecular and fructose obtained from maximum theoretical value was: conventional
process — 24,9 and 42,2%, enzymatic process with unmanufactered enzyme — 24,9
and 55,7% and enzymatic process with purified enzyme — 41,6 and 80,2%. On
enzymatic process with purified enzyme, percentage of dextran of high molecular
mass obtained was: 70,4 and 55,5% for sucrose concentration of 50 g/L and 100 g/L,
respectively. On acid hydrolysis, the best results were obtained with temperature of
76°C and pH 1,0, in process time of 4,5 hours with results it can conclude that the
best process for obtaining clinical dextran and fructose was enzymatic synthesis with
purified enzyme.



Introdugéo

1. INTRODUGAO

Devido ao grande avango que a microbiologia sofreu nas Ultimas décadas, e
em particular a biotecnologia, o interesse por produtos de origem microbiana vem
aumentando cada vez mais. Os biopolimeros tém sido objeto de muito estudo, em
especial os polissacarideos, por possuirem muitas aplicagées industriais. Dentre os
polissacarideos com potencial, destacam-se a dextrana e a xantana com producao
em grande escala.

A dextrana & um biopolimero linear formado por unidades monoméricas de
glicose, unidas predominantemente por ligagdes glicosidicas o (1-6). Suas
aplicagdes industriais sdo bem diversificadas, devido a certas caracteristicas que

diferenciam a dextrana entre si, como por exemplo, 0 massa molecular.

A dextrana de alta massa molecular, mais conhecida como dextrana bruta,
pode atingir 25 milhdes de Daltons (Da) e € utilizada na recuperagao secundaria do
petréleo, em filmes protetores para sementes, entre outros. A de média massa
molecular tem grande aplicagao nas industrias quimica e de alimentos, onde é usada
na fabricacdo de redes moleculares cruzadas e como espessante em doces e

sorvetes, respectivamente.

Com baixa massa molecular, a dextrana encontra a maior € mais importante
aplicacdo. A dextrana com massa de 75.000 Da é utilizada como expansor
volumétrico do sangue. As com massa na ordem de 40.000 Da tem sido aplicadas no
auxilio a circulagao sanguinea em zonas periféricas. Estas fracoes sao conhecidas

como dextrana clinica.

A dextrana é sintetizada pela enzima dextrana-sacarase a partir de sacarose
como substrato. A enzima é produzida extracelularmente por uma grande variedade
de bactérias, principalmente do género Leuconostoc. A maioria dos trabalhos
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recentes tem sido conduzidos com varias linhagens de Leuconostoc mesenteroides,
mais especificamente a NRRL-B512F.

Durante a sintese do polissacarideo, ocorre liberacdo de frutose, um
monossacarideo que possui como principal propriedade a elevada docgura relativa, a
qual possui um valor de 117 em uma escala onde a dogura da sacarose € 100. Suas
maiores aplicagdes se encontram na industria de refrigerantes, onde é usado como
adocante e na preparacao de produtos dietéticos para diabéticos.

A sintese de dextrana pode ocorrer por dois processos diferentes, um
convencional onde a produgdo se da durante o crescimento do microrganismo, e
outro por sintese enzimatica, o qual utiliza o extrato enzimatico proveniente da
fermentacdo. O processo enzimatico vem sendo mais estudado ultimamente por
apresentar algumas vantagens em relacao ao convencional. Ele, além de possuir
duas etapas distintas facilitando o controle das variaveis pH, temperatura e agitacéo,
nao utiliza a sacarose para o crescimento microbiano, o que implica em maior

rendimento.

A hidrélise acida € o método tradicionalmente utilizado industrialmente para
obtengao da fragdo clinica de dextrana. As principais vantagens da hidrélise acida
sdo: nao exigéncia de equipamentos sofisticados, facilidade no controle e
possibilidade de utilizagao da dextrana umida e mesmo nao purificada.

Apods a quebra da dextrana bruta ocorrida na hidrélise acida, utiliza-se Etanol
95% para o fracionamento da dextrana em solugcdo. Com diferentes concentragoes

do alcool pode-se isolar a dextrana clinica existente.

Com a retirada da dextrana, resta em solugao polissacarideos pequenos e

frutose, os quais podem ser separados utilizando métodos de troca iénica.

No Laboratério de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Unicamp, varios trabalhos foram desenvolvidos sobre etapas especificas do
processamento de dextrana. Muitos destes conseguiram o6timos resultados de
processo, porém uma avaliacao envolvendo todas as etapas, desde o crescimento
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do microrganismo até a producdo de dextrana clinica e obtengao de frutose, ainda

nao tinha sido realizada.

Na realizacdo do trabalho foram utilizados resultados das pesquisas ja
desenvolvidas na area, o que colaborou na busca de parametros de avaliacao do

processo.

(8]
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral sintetizar as etapas do processo
de obtencéo de dextrana clinica e frutose a partir de sacarose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eAnalisar a influéncia da concentragdo de sacarose e a utilizacdo de enzima

bruta ou purificada na sintese de dextrana:

eAnalisar a concentragdo de etanol utilizada na precipitacio seletiva da

dextrana clinica;

eFazer uma analise geral do processo em termos de rendimento global e

rendimento de cada composto formado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 DEXTRANA-SACARASE
3.1.1 PROPRIEDADES

A dextrana-sacarase [EC 24.1.5, «(1-56)-D-glucana: D-frutose 2-
glucosiltransferase] € classificada como uma glicosiltransferase que catalisa a
transferéncia de um grupo «-D-glicopiranosil da sacarose para formar a dextrana,
liberando uma molécula de frutose, de acordo com a seguinte equagdo (JEANES,
1966):

n(C,H,0,,) R >(CsH,,05),+ n(CH,,Of)

sacarose dextrana frutose

Esta enzima é uma das poucas que n3o necessita da presenca de receptores
ou intermediarios fosforilados de alta energia para a sintese de polissacarideo. A
energia requerida para a ligacao de duas unidades de glicose é fornecida pela
hidrélise da sacarose (CURRALERO, 1993).

A enzima é produzida extracelularmente por muitos microrganismos do tipo
Streptococcus, Leuconostoc e Lactobacillus. Varios substratos promovem o
crescimento da bactéria, como: sacarose, glicose, frutose, manose, lactose, etc.
Entretanto, a sacarose € o Unico substrato conhecido que induz a producdo da
enzima (ALSOP, 1983).

A estabilidade da enzima & influenciada por varios fatores. Em solugao, foi
verificado que a presenca de dextrana, polimeros nao aniénicos (polietileno-glicol),
metil-celulose e detergentes nao anibnicos aumentam significativamente a
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estabilidade da dextrana-sacarase. Outro fator importante que foi mencionado por
MILLER e ROBYT (1986), ¢ a presenca de célcio (Ca*?), devido a maior estabilidade
que este ion metalico proporciona a enzima.

KABOLI e REILY (1980) também verificaram que a estabilidade da enzima
purificada melhorou significativamente pela adicao de célcio (Ca*?). Em pH 45 e
27,5°C aproximadamente 70% da atividade foi perdida em meios livres de calcio,
apos 6 horas. Adicionando 50 mM de calcio, esta perda é reduzida para 30% no
mesmo periodo de tempo.

ALSOP (1983) cita que o caldo de fermentagdo ndao mostrou nenhuma
modificag@o em atividade enzimatica por adigao de calcio. Entretanto, para a enzima
purificada a atividade é afetada fortemente. Por exemplo, na adicao de 0,05% de
cloreto de calcio, ocasiona um aumento de 12,6 UDS/mL (unidade de dextrana-
sacarase/mL) para 33,9 UDS/mL na atividade.

Durante o armazenamento, a enzima purificada perde atividade rapidamente a
4°C e até mesmo a —15°C, onde sua atividade diminui 60% em 20 dias. A enzima
pode ser estabilizada com adi¢do de dextrana (ALSOP, 1983).

A atividade da enzima foi investigada com respeito a variagbes de pH e
temperatura, sendo o pH étimo em torno de 5,2, tanto para a enzima soltvel como
para a enzima imobilizada. Mantendo o pH em 5,2 e variando a temperatura, os
autores relataram a temperatura de 30°C como 6tima para a atividade enzimatica
(KABOLI e REILY, 1980).

3.1.2 MICRORGANISMO

Os trabalhos mais recentes desenvolvidos com dextrana tém sido conduzidos
com varias cepas de Leuconostoc mesenteroides, em particular o NRRL B-512F.
Este microrganismo pertence ao grupo Streptococceae, familia Lactobacillaceae e
género Leuconostoc. As células sao esféricas ou lenticulares, com dimensdes
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aproximadas de 0,5 — 0,7 um por 0,7 — 1,2 um. E uma bactéria aerébia facultativa,
imével, gram positivo, ndo patogénica e nao forma esporos, sendo também uma
espécie quimiorganotréfica com grande caréncia nutricional, exigindo meios ricos em
vitaminas e aminoacidos para seu desenvolvimento (ALSOP, 1983).

Em metabolismo aer6bio oxidativo também existe formacao de diéxido de
carbono, acido lactico e acido acético. O crescimento e a produgcdo de biomassa
podem ser medidos por densidade 6tica em comprimento de onda de 590 ou 650 nm
(ALSOP, 1983).

3.1.3 PRODUGAO DA DEXTRANA-SACARASE

TSUCHIYA et al. (1952 B) descreveram o efeito de certos fatores na producao
de dextrana-sacarase por Leuconosfoc mesenteroides. Eles concluiram que
sacarose € essencial para o producdo da enzima. Em experimentos preliminares,
constataram que o microrganismo pode crescer em meios contendo glicose, frutose
ou maltose, mas estes nao sao capazes de induzir a producao da enzima. Também
concluiram que um aumento progressivo do nivel de sacarose de 0,5 — 5% aumenta
o rendimento de enzima, entretanto, para concentragdes de sacarose acima de 2%,
ocorre um indesejavel aumento de viscosidade, dificultando a remogao das células

para processamento futuro.

Para as condicbes otimas de pH, € necessario conhecer a relacao de
producao da atividade e estabilidade da enzima com o pH do meio. TSUCHIYA et al.
(1952 B), mostraram que o maximo rendimento de enzima foi obtido em pH 6,7. Seus
resultados mostram que em valores de pH pouco mais baixos (6,1 e 6,3), ocorre um
aumento de atividade em menor tempo de fermentacdo, porém os valores nao
chegam a maximos. Os autores observaram que a maior estabilidade da enzima esta
entre pH 5,0 - 5,3, e que em pH 6,7 ocorre uma perda de 35% da atividade em 1

hora.
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ALSOP (1983) comenta que o problema pode ser solucionado no processo
global. No momento em que o rendimento da enzima atingir um maximo, sendo este
cuidadosamente monitorado, o valor do pH deve ser ajustado de 6,7 para 5,2. Com
este procedimento, a enzima produzida converte o residual de acucar em dextrana, e
este valor de pH leva as condigdes 6timas de estabilidade da enzima.

O valor da temperatura na fermentagao é também um parametro critico e que
se relaciona diretamente com o pH. Embora o pH 6,7 tenha-se mostrado um 6timo
valor, 0 mesmo deve ser aplicado a uma temperatura de 23°C. A altas temperaturas
a inativagao em pH 6,7 € extremamente rapida e baixos rendimentos sdo obtidos
(ALSOP, 1983).

Para uma produgéo econdmica de enzima, é essencial manter um nivel baixo
de sacarose durante a fermentagéo (5,0 — 10,0 g/L). Como a bactéria produz acido
no decorrer da fermentagéo, os niveis de sacarose e pH podem ser mantidos com
adicao de alcali e sacarose durante o processo. ALSOP (1983) descreve que em
adicoes de 20 g/L/h de sacarose na fase de crescimento maximizam o rendimento de
enzima. BAZAN (1993) estudou as condigdes de fermentacdo em batelada
alimentada, com o objetivo de obter a enzima com a maxima atividade e quantidades
minimas de ART (aglcares redutores totais) no final da fermentagao. Utilizando uma
alimentacdo de 160 g/L de sacarose € NaOH 1 N, para uma temperatura de
fermentacdo de 27°C, obteve-se uma atividade enzimatica de 106 UDS/mL,

considerado bom resultado.

Em estudos mais recentes, GUIMARAES (1997) constatou que cortando a
alimentacao ap6s 6 horas de fermentagéo acarretaria a diminuicao do pH do meio e
consequente formagdo de dextrana, levando a melhores condicdes de estabilidade
da enzima. Os resultados obtidos em seus experimentos mostram que para se obter
um pH de 5,2 ap6s o corte da alimentacao (total de 8 horas de fermentacao), seria
necessario o meio fermentativo conter 50 g/L de concentracéo inicial de sacarose e a
alimentagao conter concentragéo de 200 g/L de sacarose e NaOH 1 N, sem adigao

de outros componentes.
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Com relagdo a aeragéo, JEANES (1966) cita que no processo convencional a
aeracao nao € necessaria. Em contrapartida, KOEPSELL e TSUCHIYA (1952)
conseguiram maiores rendimentos de enzima em shaker do que em frascos imoveis.
Ja ALSOP (1983) obteve melhores resultados em condigbes aeradas, comparadas
as condigdes de aeragao com oxigénio puro, com diéxido de oxigénio puro ou sem
aeracao.

Os primeiros estudos realizados sobre a produgio de dextrana-sacarase por
fermentacdo continua foram bastante desanimadores. Trabalhando com taxas de
diluicdo de 0,2 h™", LAWFORD, KLIGERMAN e WILLIANS (1979) nao conseguiram
nenhuma atividade enzimatica no eluente. Acima deste valor, a concentracdo
maxima atingida foi de aproximadamente 9,0 UDS/mL, com 0,53 h™ de taxa de
diluicao.

3.1.4 CINETICA ENZIMATICA

MARTINEZ-ESPINDOLA e LOPEZ-MUNGUIA (1985) verificaram que a
cinética da dextrana-sacarase & descrita pelo modelo de Michaelis-Menten para
niveis de sacarose abaixo de 10-15%. A velocidade inicial foi medida variando a
concentracao de sacarose de 0 a 400 g/L, sendo possivel observar uma significativa
inibicao pelo substrato. Portanto, foi proposto um modelo que considera este fator
bem ajustado aos dados cinéticos. O valor de 5,12 g/L para Km e 4.321 g/L para Ki

foram obtidos.

PAUL et al. (1986) estudaram o comportamento cinético da enzima utilizando
maltose como receptor. Foi observado que com a variagao da concentragao deste de
0 a 200 g/L, a velocidade maxima aumentava mais de trés vezes. O valor da
constante aparente de Michaelis-Menten (Km) variou linearmente de 12 a 163 mM

com o aumento do receptor.
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3.1.5 DEFINICAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade de dextrana-sacarase (UDS) é definida como sendo a quantidade
de enzima que converte 1 mg de sacarose em dextrana no periodo de uma hora,
liberando 0,52 mg de frutose, nas condi¢des de teste. Este inclui uma incubagéo a
30°C em tampéo acetato pH 5,2.

LAWFORD, KLIGERMAN e WILLIANS (1979) expressam a atividade
enzimatica como pg de agucar redutor produzido/min/mL, num pH 5,5 e a 30°C. A

conversao desta unidade é: 10 ug agticar reduzido/min/mL = 1,15 UDS/mL.

ROBYT e WALSETH (1979) utilizaram a unidade internacional (Ul), sendo a
quantidade de enzima que incorpora 1 umol de D-glicose no polissacarideo em um
minuto a 25°C e pH 5,0. Entao 1(Ul) = 20,27 UDS.

3.2 DEXTRANA

3.2.1 AsPECTOS GERAIS

O termo “dextrana” foi primeiramente usado em 1874 por Scheibler. Nesta
época ele descobriu que um carboidrato dextro-rotatério de férmula empirica
(CeH100s), era o causador da formagao de pelicula e do aumento de viscosidade
durante os processos de fabricagdo de vinhos e agticar de beterraba e cana (ALSOP,
1983). Anteriormente, em 1856, Pauster demonstrou que a formagio destas
peliculas em caldos ricos em sacarose eram causadas por agao microbiana. Em
1878, Van Tieghen isolou o microrganismo responsavel pela produgio de dextrana e
denominou de Leuconostoc mesenteroides (ALSOP, 1983 e DE BELDER, 1987).

Mais recentemente o termo dextrana vem sendo usado para designar uma
larga classe de polissacarideos bacterianos extracelulares, compostos por unidades
monomericas de glicose ligadas predominantemente por ligagdes a(1->6) (ALSOP,

1983 e JEANES, 1966). Varias dextranas contém ramificaces nas posigoes a(1->2),

10
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a(1->3) e a(1—4) e outras também podem conter ligacdes a(1—-3) na cadeia

principal (DE BELDER, 1987). A estrutura molecular de um residuo da molécula de
dextrana é apresentada na Figura 3.1.

CH,
CH,
/ / )
o H
H H 0 H 9
0
p OH
H
H - HO R =H ou residuo
0 glicosidico
H OH
H OH

Figura 3.1: Estrutura de um fragmento de cadeia de dextrana

As dextranas séo sintetizadas a partir da sacarose por um grande numero de
bactérias. Estas bactérias pertencem a familia Lactobacillaceae e em particular do
género Lactobacillus, Leuconostoc e Streptococcus (DE BELDER, 1987).

A maioria dos trabalhos desenvolvidos com dextrana tem sido conduzidos com
varias espécies do Leuconostoc mesenteroides e em particular a linhagem NRRL B-
912F. Esta linhagem produz uma dextrana contendo 95% de ligacdes glicosidicas
a(1-6) e 5% de ligagdes a(1—-3), sendo a mais comumente utilizada na produgao
de dextrana comercial nos Estados Unidos e na Europa (ALSOP, 1983).

Quando se fala na produgao de dextrana, é importante salientar que esta nao
€ um produto direto da fermentacdo bacteriana na presenca de sacarose. Esta
provem da acao da enzima dextrana-sacarase, produzida pelo microrganismo a partir

do consumo de sacarose existente no meio.

31
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3.2.2 PROPRIEDADES

A dextrana é classificada como um homopolissacarideo de origem bacteriana,
formado por uma cadeia principal linear com ligagdes o(1—6) de unidades de
glicose, apresentando diversidade quanto a proporg¢ao de ligagdes a(1-2), a(1->3) e
a(1—4) e graus de ramificagoes. Esta diversidade se deve a grande variedade de
microrganismos que produzem dextrana, fazendo com que esta ndo apresente
caracteristicas definidas, sendo suas propriedades e estrutura determinadas pela
espécie que a produz (JEANES, 1966; LAWFORD, KLIGERMAN, WILLIANS, 1979).

A dextrana produzida pela linhagem de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
512F é constituida por 95% de ligagdes glicosidicas a(1—6) em sua longa cadeia
principal. Os 5% de ligacdes restante sdao do tipo a(1—3), e formam as cadeias
secundarias. Estas sao curtas, sendo 40% delas constituidas por uma unidade, 45%
por duas e somente 15% por mais de duas unidades de glicose (DE BELDER, 1987).

A dextrana B-512F é bastante sollivel em agua, metil sulféxido, etilenoglicol,
glicerol e hexametilfosforamida. Em solugao aquosa (3 a 10%) apresentam rotagao
6tica caracteristica em torno de +200° apresentando uma solugao clara e bastante
estavel a esterilizagdo por calor, ao congelamento e ao descongelamento (DE
BELDER, 1987). JEANES (1966) cita que este tipo de dextrana apresenta rotagao
dtica especifica de +199°, +203° e +215° em agua, hidréxido de sédio 1 N e

formamida, respectivamente.

A capacidade de complexar ions metalicos € outra importante propriedade da
dextrana e aparentemente esta relacionada com os grupos 3-hidroxil das
ramificagdes a(1—>3). Esta constatacao foi feita medindo-se a rotagao 6tica a 20°C,
para dextranas com diferentes porcentagens de ligacées a(1—-3) (SANDFORD &
BAIRD, 1983, citado por BAZAN, 1993). Em solugdes alcalinas, a dextrana forma
complexos com composicdo definida com muitos ions metalicos, tais como
antiménio, calcio, cobalto, cobre, ferro e uranio (JEANES, 1966).

12
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O tamanho das moléculas pode variar dependendo da temperatura,
concentragdo de sacarose e presenca de outros aglicares durante a reacao de
sintese. A dextrana nativa apresenta em média, uma massa molecular entre 40 e 50
milhdes de Da, nas condigoes industriais atualmente utilizadas. Ja a dextrana clinica,
atinge uma massa molecular entre 30.000 a 100.000 Da apés a hidrélise (QUEIROZ,
1987).

3.2.3 APLICACOES

O uso dos polissacarideos, em geral, esta baseado na capacidade que estes
tém de alterar as propriedades basicas da agua, podendo também exercer fungoes

de estabilizantes, emulsificantes, floculantes, lubrificantes, etc...

As fontes tradicionais de polissacarideos sao os vegetais e as algas.
Entretanto, nos ultimos anos as fontes microbianas vém substituindo rapidamente as
fontes tradicionais. A expansdo do uso de polissacarideos microbianos cresceu
bastante, devido a um programa desenvolvido por laboratérios americanos, iniciado
por volta de 1945. O programa trouxe um desenvolvimento significativo na produgao
de biopolimeros, conseguindo linhagens mais produtivas e ainda a descoberta de
novos produtos como a xantana. (SANDFORD & BARID, 1983, citado por QUEIROZ,
1987).

Os usos da dextrana sao baseados em certas caracteristicas distintas que as
diferenciam de outros polissacarideos. Estas caracteristicas sao afetadas
fundamentalmente pela massa molecular e pela distribuicdo da massa molecular,
pelo tipo de estrutura, pela solubilidade ou insolubilidade em agua, ou pela utilizagao
da dextrana ou derivado da mesma (JEANES, 1966).

As dextranas de alta massa molecular tém varias aplicagdes, como por
exemplo, na recuperagao secundaria do petréleo, em filmes protetores para
sementes, no processo de galvanizagao de metais, entre outros (ALSOP, 1983).

13
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A dextrana de massa molecular médio tem potencial para ser utilizada nas
indlstrias quimica e de alimentos. Na indUstria quimica a dextrana é usada na
fabricagdo de redes moleculares cruzadas e empacotamento de colunas
cromatograficas de exclusdo molecular. Na industria de alimentos pode ser usada
como inibidor de cristalizagdo em sorvetes, homogeneizador e espessante em doces
e xaropes (SANTOS, 1996).

Com baixa massa molecular, a dextrana apresenta a sua maior aplicabilidade,
principalmente na industria farmacéutica. Nesta condicdo, o polimero apresenta duas
caracteristicas importantes: sdo completamente metabolizadas no organismo e nao
apresentam efeitos toxicos ou alérgicos (CURRALERO, 1993). Estes efeitos
aparecem, por outro lado, com a dextrana de alta massa molecular, ou com alto grau
de ramificagcdo (QUEIROZ, 1987). Dentre os usos clinicos destacam-se:

a) Dextrana Clinica:

No mercado estao disponiveis dois tipos de dextrana clinica (D40 e D75). A
dextrana de massa molecular 75.000 + 25.000 daltons (D75) tem sido comercializada
em solugao salina a 6% p/v, a qual apresenta propriedades osmaticas e coloidas
semelhantes as do plasma. Portanto, € mais utilizada para manter o volume
sanguineo e a pressao arterial no tratamento de choque ou choque iminente, como
resultado de hemorragia, queimaduras ou cirurgia (DE BELDER, 1987 e ALSOP,
1983). A dextrana com massa molecular 40.000 + 10.000 Daltons (D40), é
comercializada em solugéo salina 10% p/v, e apesar de ter um poder de expansao
limitado, melhora a fluidez do sangue, auxiliando a circulagao nos vasos capilares.
Ambos os produtos séo utilizados extensivamente para prevenir complicacdes

pulmonares fatais em cirurgias, traumas e choques (DE BELDER, 1987).

14
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b) Dextrana-sulfato:

MITSUYA et al. (1988) relatam que este derivado de dextrana possui massa
molecular de aproximadamente 8.000 Daltons e contém 17 a 20% de enxofre, sendo
utilizado como anti-coagulante.

c) Dextrana-hemoglobina:

A aplicagao de solugdes de dextrana-hemoglobina como substituto do sangue
tem sido usada com duas fungdes principais: expansao do plasma e liberagio de
oxigénio (ALSOP, 1983).

d) Ferro-dextrana:

Durante muitos anos, varios carboidratos foram utilizados para estabilizar
solucdes de ferro, ndo se obtendo um produto farmacéutico satisfatorio. ALSOP
(1983) comenta que em 1954 pesquisadores produziram uma solu¢do estabilizada
de ferro, a qual pode ser administrada por via intramuscular. O complexo de ferro-
dextrana tem sido utilizado com sucesso para o tratamento e profilaxia de anemia por
deficiéncia de ferro, tanto em humanos como em animais.

Outras aplicagbes também tém sido estudadas, como por exemplo, na
industria fotografica. Foram patenteados varios melhoramentos alcangados com a
incorporagao de dextrana em radiografias € em outras emulsdes fotogréaficas,

resultando em economias sem a perda de qualidade (ALSOP, 1983).



Revisdo Bibliogrdfica

3.2.4 PRODUGAO

Apesar de um grande ndmero de microrganismos produzirem dextrana,
industrialmente o mais utilizado é o Leuconostoc mesenteroides, particularmente a
linhagem B-512F (DE BELDER, 1987). Para a producao do polissacarideo, a enzima
dextrana-sacarase [EC 2.4.1.5, a(1—6)-D-glucana: D-frutose 2-glicosil transferase] é
obtida primeiramente por fermentagdo bacteriana utilizando-se sacarose como
substrato. Dois processos sdo comumente utilizados para a obtencdo de dextrana,
um convencional onde a produgao se da durante o crescimento do microrganismo, e
outro por sintese enzimatica, o qual utiliza o extrato enzimatico proveniente da
fermentacdo (JEANES, 1966; ALSOP, 1983).

A dextrana produzida por ambos processos (sem utilizagdo de receptores),
pode atingir valores de até 50 milhdes de Da (dextrana bruta). Para uso farmacéutico
a dextrana clinica deve possuir massa molecular entre 30.000 e 100.000 Da, o que

se faz necessario a redugao da massa molecular da dextrana bruta.

3.2.4.1 Processo Convencional

A dextrana € produzida diretamente no meio de cultura durante o crescimento
do microrganismo, constituindo-se um processo bastante simples, onde poucos
controles sdo realizados além da temperatura. Este processo envolve trés etapas
simultaneas: crescimento celular, produgio da enzima dextrana-sacarase e sintese

enzimatica.

O meio de cultura contendo solugdo de agicar enriquecida com nutrientes
apropriados, tampdes e sais minerais € inoculado com o microrganismo em pH
neutro (ALSOP, 1983). A sacarose ¢é utilizada pela bactéria como fonte de carbono e
energia, como também indutor e substrato da enzima (SANTOS, 1996). Usando 10%
p/v de substrato, o rendimento esperado esta em torno de 25% de dextrana com
relacédo ao peso de agucar adicionado (ALSOP, 1983).

16
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O meio utilizado neste tipo de processo é o seguinte: 100 g/L de sacarose, 2,5
g/L de extrato de levedura, 0,2 g/L de MgS04.7H20 e 5,0 g/L de K;HPO,. O PHinicial €
7,0, temperatura de 25°C e tempo de 18 a 30 horas (BAZAN, 1993).

Durante o processo fermentativo o pH cai de 7,0 para 4,8 devido a formacgao
de subprodutos acidos, e a temperatura aumenta de 25°C para aproximadamente
29°C devido ao processo ser exotérmico. O término do processo se da entre 18 e 24
horas, tempo no qual se obtém um maximo de viscosidade coincidindo com a
diminuicdo do pH para 4,5 (PEREIRA, 1996). A dextrana € obtida do meio
fermentativo inicialmente pela centrifugacéo do caldo diluido em agua, onde ocorre a
separacdo das células e, em seguida, pela precipitagdo com solventes organicos,
etanol ou metanol. O produto é dextrana nativa, e possui uma massa molecular de

varios milhées de Daltons.

Em concentragdes inicias mais baixas de sacarose, o rendimento € maior e os
custos com o aglcar sao menores. No entanto, ALSOP (1983) percebeu em outros
estudos, que a quantidade liquida de dextrana produzida foi menor, reduzindo a
produtividade do processo. O autor concluiu que a concentragdo inicial de sacarose
6tima a ser usada na producéo industrial deve ser em torno de 170 a 180 g/L.

3.2.4.2 Processo Enzimatico

Este processo € conduzido em duas etapas bem distintas. Na primeira ocorre
a produgdo da enzima dextrana-sacarase via fermentacdo do Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F. Na outra etapa, apés a separacdo das células, a
enzima na sua forma purificada ou bruta é utilizada para a sintese “in vitro” da

dextrana.

A sintese ‘“in vitro” apresenta um potencial econdémico enorme, devido a
algumas caracteristicas da enzima: é extracelular, sem intermediarios fosforilados;
nao necessita de energia adicional para a sintese; e a reagao ocorrida é irreversivel
(BAZAN, 1993).

17
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As vantagens do processo de sintese enzimatica de dextrana sio:

o Condigbes de processo: no processo convencional, ocorrem
simultaneamente trés processos: crescimento celular (pH dtimo 7,0), produgdo da
enzima (pH 6timo 6,0-6,9) e sintese de dextrana (pH 6timo 5,2), além das condigées
otimas de temperatura e concentragbes de sacarose. Como esses valores sdo
diferentes para cada etapa, o desenvolvimento em dois estagios (processo
enzimatico) facilita o controle e a otimizag&o tanto da fermentacdo como da sintese
enzimatica (PEREIRA, 1996; SANTOS, 1996).

e Purificacao mais simples: no processo tradicional, a separacdo das células
fica dificultada devido a alta viscosidade que o meio adquire (mais de 500 cp). Isso
nao ocorre no processo enzimatico, pois a produgao da dextrana nativa que causa a
alta viscosidade ocorre em meio isento de microrganismo (BAZAN, 1993; SANTOS,
1996).

e Maior rendimento: na sintese enzimatica, como nao ha consumo de
sacarose para o crescimento microbiano, o rendimento teérico é de 100%. Em
condi¢bes industriais, com concentragbes de sacarose abaixo de 10%, a produgdo
fica pouco abaixo do valor teérico.

Com relagdo a concentragao inicial de sacarose para a sintese enzimatica,
CURRALERO (1993) relata que em concentragdes acima de 100 g/L ocorre uma
grande queda na velocidade inicial de sintese, devido a inibicdo pelo substrato
sofrida pela enzima. Também em concentragcdes acima deste valor, a autora
comenta que ocorre a formagdo de dextranas de baixa massa molecular e

oligossacarideos, o que € indesejavel nesta etapa.

GUIMARAES (1997) fez um planejamento experimental variando a
concentracao de sacarose inicial de 30 a 100 g/L e a temperatura de 20 a 36°C, com
o objetivo de otimizar o rendimento de dextrana de alta massa molecular. Como

resultados de seu trabalho observa-se uma tendéncia a bons rendimentos de
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dextrana de alta massa molecular em concentragdes proximas a 50 e 100 g/L e em
temperaturas baixas.

A etapa de sintese &€ de grande importancia para se obter um maior
rendimento global do processo, portanto necessita de estudos mais detalhados,
principalmente quanto a concentragéo inicial de substrato e o tempo de processo,

para evitar o residual de sacarose no final desta etapa.

3.2.5 REDUCAO DA MASSA MOLECULAR

A massa molecular e a distribuicdo da massa molecular sao os principais
fatores para a aplicagdo técnica da dextrana. Em vista disso, para uso farmacéutico,
se faz necessario a redugdo da massa molecular da dextrana nativa, que estad em
torno de 50 milhdes de Da.

Praticamente toda dextrana clinica produzida no mundo é obtida a partir da
hidrélise acida da dextrana nativa com acidos minerais. Apesar disso, existem outras

maneiras para reduzir a massa molecular, como por exemplo, a hidrélise enzimatica.

3.2.5.1 Hidroélise Acida

As principais vantagens da hidrdlise acida sao: facilidade de controle,
possibilidade de utilizagao da dextrana nativa imida ou n3o isolada e néao exigéncia
de equipamentos sofisticados. A hidrolise & feita normalmente utilizando acido
sulfurico ou cloridrico em temperaturas proximas a 100°C, sendo controlada pela
medida da viscosidade (WOLF et al., 1954).

WOLF et al. (1954) estudaram a hidrélise acida parcial da dextrana obtida
através da linhagem Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F. Os autores
analisaram o efeito do pH e da temperatura durante a hidrélise, o tipo de acido e a
concentragdo de dextrana na qualidade do produto obtido. As hidrolises ocorreram
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por um periodo de tempo variando de 10 minutos a 46 horas, temperatura de 70°C a
120°C e pH entre 0,35 e 2,9. Os rendimentos obtidos foram em torno de 36% de
dextrana clinica com massa molecular na faixa de 75.000 + 25.000, a partir de
dextrana nativa de alta massa molecular (30-50 milhdes de Da). Utilizando-se as
condigdes de 80°C, pH 1,0 e acido sulfurico, o rendimento de dextrana foi de 47%.
Os autores relatam que diferentes dextranas e mesmo preparacgoes diferentes da
dextrana produzida pelo Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F podem requerer
alguma alteragao nos valores obtidos.

SANTOS (1996) estudou as condigdes de hidrélise acida para obtencio de
dextrana clinica, a partir da dextrana de alta massa molecular. Para a realizacao dos
experimentos, usou-se a metodologia de planejamento experimental, com as
seguintes condigdes: temperatura entre 65 e 75°C e pH entre 1,5 e 2,5. A condicao
que propiciou melhores rendimentos de dextrana clinica, em torno de 95,7%, foi a
que utilizou-se pH 1,5 e temperatura 75°C, num tempo de reagdo de 7 horas. A
autora concluiu que o rendimento da dextrana clinica é influenciado pelo aumento da
temperatura e diminui¢&o do pH, e que seriam necessarios mais alguns estudos para

a otimizagéo do processo de hidrdlise acida.

Dando continuidade ao trabalho de SANTOS (1996), GUIMARAES et al.
(1999) utilizando a metodologia de planejamento experimental otimizaram o processo
de hidrélise acida. Em experimentos iniciais concluiram que o pH 6timo era de 1,0 e
que a temperatura ficava em torno dos 75°C. Numa etapa posterior, fixaram o pH em
1,0 e variaram a temperatura entre 72 a 80°C. Nestes experimentos concluiram que
em pH 1,0 e temperatura de 72°C, consegue-se aproximadamente 100% de
conversao de dextrana bruta em dextrana clinica.
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3.2.5.2 Hidrodlise Enzimatica

A hidrdlise enzimatica da dextrana é obtida através da enzima dextranase.
Esta enzima é produzida por cultura de varias espécies de bactérias aerdbias,
Penicillium e Aspergillus. Uma selegdo de enzimas disponiveis comercialmente
produziram distribuicoes de massa molecular diferentes a partir do mesmo material,
devido aos diferentes mecanismos de agao das enzimas utilizadas (ALSOP, 1983).

TSUCHIA et al. (1952 A) comegaram a pesquisar a capacidade de produgao
de dextranases extracelulares de varias linhagens de bactérias, leveduras e fungos.
Como resultado destes estudos foram detectadas linhagens de Penicillun lilacinum,
Penicillum funiculosum e Spicaria que produziam quantidades consideraveis de
dextranases extracelulares. Os autores estabeleceram as condigées de cultura de
produgao, bem como o pH étimo de atividade e estabilidade das enzimas.

CURRALERO (1993) comenta que Novak e Witt patentearam um processo de
obtencéo de dextrana clinica, onde é usado a enzima de Aspergillus wentii com a
adicao de sacarose e dextrana-sacarase. Neste processo obteve-se rendimentos de
60-80% de dextranas com viscosidade intrinseca na faixa permitida pelo FDA para

uso clinico como expansor de plasma.

Muitos estudos estdo sendo realizados com relagdo a depolimerizagao
enzimatica, obtendo-se bons rendimentos e produtos homogéneos, porém sua

utilizagao se restringe a escala laboratorial.

3.2.6 FRACIONAMENTO

Convencionalmente, dextranas que apresentam distribuicdo da massa
molecular especificas, séo fracionadas apés a hidrolise por precipitacdo repetitiva
com solvente. A distribuicdo da massa molecular pode ser rapidamente verificada por

cromatografia de permeagdo em gel. Com isso, a hidrélise pode ser finalizada
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quando o resultado mostrar o maximo nimero de moléculas na faixa de massa
molecular desejada (ALSOP, 1983).

Independente do processo utilizado para a redugéo do grau de polimerizagao,
esta etapa se faz necessaria, pois a partir do fracionamento, consegue-se o
isolamento das fragdes de interesse. Isto pode ser feito explorando as diferentes
solubilidades das moléculas de dextrana de diferentes tamanhos. Tal fracionamento
pode ser feito pela precipitagdo da dextrana com variagdes nas concentragées de
solventes organicos, normalmente alcoois ou acetonas.

WOLF et al. (1954) em seus estudos utilizaram etanol 95% em concentragoes
de 39 a 46%, e conseguiram 47% de rendimento de dextrana clinica. Com o uso de
metanol, nas proporgoes de 42 a 49%, o rendimento ficou um pouco inferior, em
torno de 43%. Os mesmos autores verificaram o efeito da temperatura durante o
fracionamento, e relatam que o rendimento e a distribuigdo da massa molecular sdo
muito afetados com a diminuicdo da temperatura do processo. A temperatura ideal

para esta etapa esta em torno de 25°C.

Em solugdes contendo 5% de dextrana, ZIEF, BRUNNER, METZENDORF
(1956) comentam que a precipitacdo da dextrana clinica se ocorre com uma
concentracao de metanol entre 44 e 51%. Os autores utilizando estas concentragoes

conseguiram aproximadamente 40% de rendimento.

CURRALERO (1993) cita outras formas de fracionamento e seus respectivos
autores. As outras alternativas sao: ultrafiltracdo (BAKER, 1969), cromatografia de
permeacao em gel em batelada (GRANATH e FLODIN, 1961), semi-continua
(BARKER e VLACHOGIANIS, 1983) e continua (BARKER, GANETSOS e
ENGLAND, 1989). As principais desvantagens desses processos s&o: o alto custo
dos equipamentos envolvidos e a curta vida Gtii das membranas e resinas, mas

apesar disso estas técnicas estdo sendo bastante estudadas recentemente.
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3.3 FRUTOSE
3.3.1 AsPECTOS GERAIS

A frutose € um monossacarideo, que no estado cristalino, encontra-se na
forma B-D-frutopiranose. E encontrada em plantas, animais e principalmente em
frutas, onde pode estar presente na forma livie ou combinada (dissacarideos ou
polissacarideos). Em humanos é constituinte normal do sangue (0,5-5,0 mg/100 mL
de sangue), do liquido seminal e do liquido amniético. Quando dissolvida em agua a
frutose resulta em uma mistura complexa de isémeros em equilibrio, como o-D-
frutopiranose, B-D-frutopiranose, a-D-frutofuranose e B-D-frutofuranose. A proporg¢ao
relativa destas diferentes substancias formadas pela frutose em solugao pode variar
com a temperatura, pH e outros fatores. Este fenébmeno de mutarrotacdo é resultado

de uma rapida interconversao piranose-furanose (PAWAN, 1973).

O principal produto comercial contendo frutose € um xarope (high-fructose
syrups, HFS) composto por 42 a 55% de frutose, e ainda glicose e pequenas
quantidades de oligossacarideos. Na década de 60 ocorreu um grande
desenvolvimento das tecnologias de refinagao, isomerizagao e separacao, o que
viabilizou a produgao industrial do HFS. A comercializagéo de frutose cristalina surgiu
somente na década de 80, devido aos avangos tecnologicos na area de cristalizagao
(SILVA, 1998).

O mecanismo de absorgéo da frutose pelo organismo humano depende da
maneira como 0 monossacarideo se encontra. A sua absor¢do como uma molécula
livre tem recebido consideravel importancia, devido a introducdo do HFS. Atualmente
nao ha evidéncias que a absorgédo ocorra por transporte ativo em humanos, e por
isso aceita-se a hipdtese de que a frutose € absorvida pela mucosa intestinal de
humanos por difuséo facilitada, ou seja, absorgao facilitada na presenca de glicose
(RUBY, FUJISAWA, KRETCHMER, 1993).
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3.3.2 PROPRIEDADES

As propriedades quimicas e fisicas da frutose sdo os principais fatores de seu
uso nas industrias de alimentos e de refrigerantes. Sua principal propriedade ¢ a
dogura relativa, a qual possui um valor de 117 em uma escala onde a dogura da
sacarose € fixada em 100. O HFS-55 (high-fructose syrups, 55% de frutose) e a
sacarose apresentam praticamente a mesma dogura relativa. Outras propriedades
importantes sao: a alta solubilidade em agua (80% a 20°C) e a alta higroscopicidade,
0 que a torna atil como inibidor de cristalizagdo no armazenamento de alimentos
(CANDIDO e CAMPOS, 1996; HANOVER e WHITE, 1993).

Dependendo do sistema em que a frutose se encontra, ou seja, em qual
isbmero se apresenta, tera um grau relativo de dogura. A formacédo dos diferentes
isbmeros dependem de variaveis que alteram o equilibrio das reagbes de
mutarrotagéo. O isémero B-D-frutopiranose € o mais doce dentre os quatro (dogura
relativa de 170 a 180), e com o decréscimo do pH, temperatura e teor de sélidos, a
docura do sistema aumenta (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

A sinergia apresentada pela frutose com outros aglcares presentes no
sistema €& outra propriedade importante, por exemplo, a mistura de 50% de frutose +
50% de sacarose apresenta uma docgura relativa de 128. A sinergia também é
possivel com adogantes como aspartame, sacarina e sucralose, o que possibilita a
obtencdo de produtos alimentares com maior dogura € menor custo, devido a
reducdo da quantidade de adogante utilizado (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

A frutose reduz a atividade de agua em alimentos, possibilitando uma maior
estabilidade aos microrganismos sem que haja remog¢ao de umidade, necessaria a
textura dos mesmos. Em concentragbes iguais, solucdes de frutose apresentam
menor atividade de agua do que solugbes de agucares com massas moleculares
mais elevadas. A alta solubilidade da frutose dificulta sua cristalizacao em sistemas

onde esta muito concentrada, favorecendo a retengao da umidade do alimento por
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um periodo maior, melhorando a qualidade, textura e vida de prateleira (HANOVER e
WHITE, 1993).

3.3.3 APLICACOES

A induastria de refrigerantes, e mais recentemente a inddstria de panificacao,
vem sendo a principal aplicagdo do HFS. Na panificagéo verifica-se que o HFS além
de econdmico e de facil manuseio, proporciona uma dogura aproximadamente igual
a sacarose. Na industria de refrigerantes, o HFS em concentragoes de 42 a 55% de
frutose tem seu maior uso. Nos refrigerantes “colas”, apos a acidificagdo com acido
fosférico, ocorrem alteragdes no sabor que podem ser balanceadas com o uso do
HFS-55 como adogante. Nos demais refrigerantes (refrigerantes “ndo colas”), a
acidificacao é feita pela adi¢do de acidos organicos que ndo provocam alteragoes
significativas no sabor, entdo utiliza-se 0 HSF-42 como adogante. Outras inddstrias
que também utilizam o HFS s&o: frutas enlatadas, derivados de leite e geléias
(HANOVER e WHITE, 1993).

Com o avango das tecnologias de cristalizagao, atuaimente a comercializagio
da frutose na forma cristalina é feita em larga escala e a custos menores. Por isso,
houve um aumento significativo em sua utilizagdo nas industrias alimenticias,
principalmente nas de produtos como cereais matinais, cereais em barra, bebidas
energéticas para esportistas, p6 para sucos, iogurtes, leite achocolatado, entre
outros (HANOVER e WHITE, 1993).

3.3.4 PRODUGAO

O amido de milho € a principal matéria-prima para a produg¢éo do HFS devido
ao seu baixo custo em muitos paises, porém também s&o usados amidos derivados

de arroz, trigo, tapioca e batata.
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No processo de sintese “in vitro” de dextrana, também se produz a frutose, a
qual ndo € o produto principal. No decorrer do processo, a enzima dextrana-sacarase
cliva a molécula de sacarose e polimeriza o polissacarideo através dos monémeros
de glicose. A frutose que é liberada no meio, sera separada dos oligossacarideos
presentes na Ultima etapa do processo, apos a precipitacao seletiva da dextrana de
interesse.

3.3.5 SEPARAGAO DA FRUTOSE

No processo de obtengdo de dextrana, apds a hidrélise acida e precipitagio
seletiva para obtencao do polissacarideo, obtém-se uma solugdo contendo sacarose,
leucrose, frutose e oligossacarideos. O grande valor comercial atribuido a estes
acucares, torna de grande interesse a separagao dos mesmos para sua utilizagéo

industrial.

A dextrana e a frutose foram produzidas pela primeira vez em um reator
separador cromatografico em batelada, em 1987, por Barker e Zafar. A fase
estacionaria era formada por uma resina de troca idnica na forma de calcio, e o
eluente foi uma solucdo diluida de dextrana-sacarase. A separagio resultou nao sé
em dextrana pura, mas também em frutose altamente purificada. O reator precisou
de um tempo para entrar em regime, porque uma certa quantidade de enzima é

adsorvida na superficie da resina (SILVA, 1998).

BARKER e GANETSOS (1985) utilizaram um cromatografo semi-continuo
com coluna empacotada com resina na forma calcica, que devido a frutose formar
um complexo quimico com os ions calcio, fica adsorvida na coluna. No eluente, saem
da coluna glicose, maltose e oligossacarideos. Em seus resultados os autores
obtiveram produtos com altas purezas, onde havia no minimo 90% de frutose.

CHENG e LEE (1992) estudaram a separacao da mistura glicose-frutose em

colunas de adsorsao empacotadas com zedlitas Y, utilizando como cation adsorvente
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sodio, potassio, bario e calcio. As outras variaveis estudadas foram: vazdo de
dessorvente, propor¢do da mistura injetada e temperatura. Os seus melhores
resultados foram com zedlitas contendo cations de bario e calcio (Ba-Y e Ca-Y),
temperatura de 40°C, baixas vazbes de dessorvente e menores razdes de

quantidade de mistura injetada por vazao de dessorcao.

Ja os autores HASHIMOTO et al. (1983) utilizaram um leito mével simulado
empacotado com zedlitas Ca-Y para separacdo de uma mistura de glicose e frutose.
O sistema de separagao era composto por um conjunto de colunas de adsorsao com
duas correntes de entrada, uma de adsorbato e outra da mistura, havendo duas

saidas, uma corrente rica em frutose e outra rica em glicose.

Em estudos recentes, SILVA (1998) realizou trés planejamentos experimentais
com trés variaveis e dois niveis. Como variaveis foram utilizadas: composi¢do das
zeolitas de partida, cation trocado e tempo de processo. Os melhores resultados de
adsorsao de frutose obtidos pelo autor foram utilizando zedlitas com relagdo de

Silicio/Aluminio de 2,59 Ca como cation trocado e tempo de processo de 24 horas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 PRODUGAO DEXTRANA
A produgao de dextrana foi realizada por dois processos distintos, o processo

enzimatico e o processo convencional. A seguir estdo descritas as etapas para
obtengao de dextrana de alta massa molecular.

4.1.1 PROCESSO ENZIMATICO

Neste processo a dextrana foi produzida em duas etapas diferentes. Em uma
primeira etapa produziu-se a enzima dextrana-sacarase, e na segunda realizou-se a
sintese de dextrana com a enzima produzida. Ambas etapas estdo descritas a
seqguir.

4.1.1.1 Produgéo da Enzima Dextrana-sacarase
A enzima dextrana-sacarase, responsavel pela sintese de dextrana, foi obtida

por fermentacdo, e posteriormente estocada no Laboratério de Bioprocessos em
condicdes ideais para conservagao de sua atividade.

Microrganismo

Na realizagdo das fermentagbes para a produgdo da enzima dextrana-
sacarase utilizou-se o microrganismo Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F,

mantido em estoque a -15 C em solugao de glicerol a 10% p/v.
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Meio de Cultura

Na fermentacdo para a produgdo da enzima utilizou-se o meio padrao
otimizado por GUIMARAES (1997), descrito a seguir:

Meio Padrao:

Reagente Concentragédo (g/L)
Sacarose 50,0
Extrato de levedura 20,0
Fosfato de potassio dibasico 20,0
Sulfato de magnésio 0,20
Sulfato de manganés 0,01
Sulfato ferroso 0,01
Cloreto de calcio 0,02
Cloreto de sodio 0,01
Antiespumante

As solugdes dos sais foram preparadas em concentragdes mais altas para
estoque, e posteriormente usadas para o preparo do meio padrdo da pré-
fermentacdo (inéculo da fermentacdo) e da fermentacdo. A solugdo de fosfato de
potassio dibasico foi preparada separadamente, para evitar a precipitagdo durante a
esterilizagdo. Este fato foi observado em testes preliminares conduzidos por
SANTOS (1996).

A sacarose e o extrato de levedura foram dissolvidos na solugéo salina sem o
fosfato, e o pH ajustado em 6,7 com &cido cloridrico concentrado. A solugcdo de
fosfato de potassio dibasico também teve seu pH ajustado para 6,7 com HCI
concentrado. Apdés o ajuste de pH, ambas solugbes foram esterilizadas

separadamente a 121°C por 15 min, e misturadas somente depois de frias.
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Etapas da Fermentacao

A fermentagdo foi realizada segundo as condigdes descritas por ALSOP
(1983), as quais sao otimas para a producéo da enzima. As condigoes foram: pH de
6,7, temperatura de 27°C e aeragdo de 0,5 L/min, em batelada alimentada com
adicao de sacarose e pH.

a)Ativacdo do microrganismo: esta etapa se torna essencial quando o
microrganismo se encontra a muito tempo congelado (-15°C) sem sofrer ativacao.
Inoculou-se um tubo de cultura estoque do microrganismo em 100 mL de meio
padrao previamente esterilizado em um erlenmeyer de 500 mL sem aletas. A
incubacao foi realizada em shaker rotatério a 27°C e 150 rpm. De 6 em 6 horas foi
repicado 10% do inéculo para meio de cultivo novo, até que a atividade enzimatica
atingisse 20 UDS/mL. Apés a ativagdo o microrganismo foi congelado em solugdo de
glicerol 10%.

b)Inéculo: realizou-se uma pré-fermentagdo que serviu de inéculo para a
fermentacdo. Foram esterilizados separadamente 30 mL de fosfato de potassio
dibasico e 120 mL de meio padrao sem fosfato a 121°C por 15 minutos. Apds o
resfriamento, as solugdes foram misturadas em erlenmeyer de 500 mL e inoculada
com um tubo de cultura estoque do microrganismo previamente ativado. A incubacéo
foi em shaker rotatério a 27°C e 150 rpm por 6 horas.

c)Alimentacdo: o sistema de alimentagdo foi 0 mesmo utilizado por BAZAN
(1993), apenas com as modificagdes das concentragbes das solugdes, otimizadas
por GUIMARAES (1997). Foram preparados 500 mL de solugao de sacarose 300 g/L
e 250 mL de solugao de hidroxido de sédio 120 g/L. As solucdes foram esterilizadas
separadamente e misturadas logo apés esfriarem. A solugédo final continha uma
concentragao de 200 g/L de sacarose e 40 g/L de hidréxido de sodio.
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d)Fermentacdo: em um fermentador BIOFLO il da New Brunswick Scientific
Co. de 3,0 L de capacidade contendo 1,5 L de meio padrao estéril, foi adicionado o
indculo da pré-fermentacéo (150 mL). A fermentagéo ocorreu a 27°C, com aeracdo
de 0,5 L/min e agitagdo mecanica de 150 rpm. O pH foi mantido em 6,7 + 0,1 com
adicéo de solugdo combinada de sacarose e NaOH, adicionada ao meio de cultura
através de uma bomba peristéltica comandada por um controlador automatico de pH
durante um periodo de 6 horas. Apés esse tempo, a alimentacao foi interrompida
para que ocorresse a diminuigdo do pH e da concentragao residual de substrato. A
fermentagdo foi encerrada quando o pH atingiu 5,2, num tempo maximo de 8,5 horas
de processo. No final da fermentagdo foi retirada uma amostra de 10 mL e
centrifugada, para determinar a atividade do sobrenadante e avaliar o desempenho
da fermentacgao.

e)Separacéo das Células: o caldo proveniente da fermentagéo foi centrifugado
a 10000 rpm por 10 minutos a uma temperatura de 4°C, em centrifuga SORVALL
modelo RC-5C, para separagao das células bacterianas.

f)Enzima Bruta: a enzima bruta foi obtida apdés a separacédo das células. A

enzima € mantida em estoque no laboratério a -15°C.

g)Enzima Purificada: para a purificagdo da enzima realizou-se uma
ultrafiitracdo em um ultrafiltro SARTORIS modelo SM 16525, para remocgao de
impurezas e concentragao da enzima. O processo de ultrafiltragdo ocorreu até que
se obtivesse um volume de concentrado igual a metade do volume inicial, num tempo
maximo de duas horas. Em seguida adicionou-se lentamente no concentrado uma
solucéo 50% de polietilenoglicol 1500 (PEG 1500) de mesmo volume e centrifugou-
se a mistura a 12.000 rpm e temperatura de 4°C, durante 10 minutos. A fase rica em
dextrana-sacarase (precipitado) foi rediluida em tampéao acetato de sédio 20mM com
pH ajustado em 5,2, contendo 0,05 g/L de cloreto de célcio. A enzima purificada é
mantida em estoque no laboratério a -15°C.
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Foi realizada a determinagdo da atividade da enzima bruta e purificada,
segundo método que sera descrito posteriormente.

4.1.1.2 Sintese de Dextrana

As reagGes de polimerizagéo foram realizadas em reator de vidro encamisado,
equipado com um agitador mecénico para garantir uma perfeita homogeneidade. O
controle de temperatura foi feito por circulagdo de agua através do reator, obtida de
um banho externo termostatizado mantido a temperatura de 23°C. O pH foi mantido
em 5,2 através de tampao fosfato, valor este de maior estabilidade e atividade da

enzima.

A dextrana foi obtida utilizando-se a enzima purificada e a enzima bruta, com o
objetivo de verificar que tipo de enzima apresenta o maior rendimento de dextrana de
alta massa molecular.

Sintese com Enzima Purificada

A sintese com enzima purificada ocorreu inicialmente em reatores com volume
reacional de 100 mL para realizagdo de um estudo com relagdo a concentragao
inicial de sacarose e o tempo de reagdo. As concentracdes iniciais de sacarose
utilizadas foram de 50 g/L e 100 g/L de acordo com o trabalho de CURRALERO
(1993). Apds os testes iniciais, foram realizadas reagbes de polimerizagdo em
reatores de 1000 mL para obtengao de maior quantidade de dextrana para as etapas
posteriores. A concentragao enzimatica foi de 40 UDS/mL.

Sintese com Enzima Bruta

As reagbes de polimerizagdo com a enzima bruta foram realizadas no reator
de 1.000 mL com concentragdo de sacarose de 50 g/L, nas mesmas condi¢des de
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temperatura 23°C e pH 5,2 da sintese com enzima purificada. A concentragdo de
enzima também foi de 40 UDS/mL.

Em ambas as sinteses foram retiradas amostras a cada 30 minutos, num
tempo maximo de 10 horas de processo. As amostras foram analisadas em HPLC
pelo método de cromatografia de permeagdo em gel para verificagdo das
concentragoes de frutose, glicose, sacarose, oligossacarideos e dextrana formada,
bem como a distribuigdo da massa molecular das dextranas.

4.1.2 PROCESSO CONVENCIONAL

Microrganismo

O processo convencional foi realizado com o microrganismo Leuconostoc

mesenteroides NRRL B512F, o mesmo utilizado no processo enzimatico.



Material e Métodos

Meio de Cultura

Na fermentacgao foi utilizado o meio descrito por ALSOP (1983), mostrado a

seguir:
Meio Padrao:
Reagente Concentragao (g/L)
Sacarose 180,0
Extrato de levedura 20,0
Fosfato de potassio dibasico 20,0
Sulfato de magnésio 0,20
Sulfato de manganés 0,01
Sulfato ferroso 0,01
Cloreto de célcio 0,02
Cloreto de sédio 0,01
Antiespumante

O meio foi preparado como descrito anteriormente, apenas o pH que foi

alterado, sendo ajustado para 8,0.

Etapas da Fermentagao

As etapas de ativagdo do microrganismo e inéculo foram as mesmas da
fermentacéo do processo enzimatico, apenas a concentragao de sacarose do inéculo
é que foi de 100 g/L ao invés de 50 g/L do meio padrao.

A fermentacdo ocorreu em um fermentador BIOFLO Ill da New Brunswick
Scientific Co. de 5,0 L de capacidade contendo 2,5 L de meio padrao estéril, onde foi
adicionado o indculo da pré-fermentacao (250 mL). A fermentagao ocorreu a 23°C e
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pH 8,0, com aeracgao de 0,5 L/min e agitacdo mecanica de 250 rpm. A fermentacao
foi encerrada com 48 horas de processo.

Foram retiradas amostras durante as 48 horas de processo para verificagao
das concentragoes de sacarose, glicose, frutose, e dextrana formadas, bem como a

distribuicao da massa molecular da dextrana.

4.2 OBTENGAO DE DEXTRANA CLINICA

A dextrana clinica € obtida a partir da dextrana bruta através de uma etapa de
reducdo da massa molecular. Apds a dextrana clinica formada, esta é separada do
meio reacional através de precipitagao seletiva.

4.2.1 REDUGCAO DA MASSA MOLECULAR

Apos a sintese da dextrana bruta, foi realizada a redugdo da massa molecular
através da hidrélise acida da dextrana nativa, utilizando o procedimento de SANTOS
(1996).

Foram realizados trés experimentos de reducdo da dextrana bruta pelo
método de hidrélise acida, sendo utilizadas condi¢des diferentes para observacao do

rendimento de dextrana clinica formada.

Os experimentos foram realizados em baldao de trés bocas de 250 mL,
contendo 100 g de dextrana bruta (proveniente da sintese). O baldo de reacao foi
imerso em um banho termostatizado para a manutencao da temperatura, e equipado
com condensador, agitador mecanico e termémetro. Foi adicionado &cido sulfirico 3
N na amostra em quantidade apropriada para propiciar o pH desejado. O acido foi
adicionado rapidamente com a agitagdo mecanica ligada e o tempo de hidrolise foi
cronometrado a partir do instante da adi¢ao do acido.

LS |
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As condigdes da primeira hidrélise foram as otimizadas por GUIMARAES et al.
(1999), sendo as outras modificadas para comparagao das distribuicées de dextrana
clinicas produzidas. Na Tabela 4.1 & mostrado as condi¢coes utilizadas nos
experimentos.

Tabela 4.1: Condigées utilizadas nos experimentos de hidrélise acida

Experimento Temperatura pH
1 72°C 1,0
2 76°C 1,0
3 76°C 1.5

Amostras foram retiradas de 30 em 30 minutos para acompanhamento da
reagdo. O processo foi interrompido através de resfriamento rapido em banho de
gelo, e simultanea neutralizagdo com solugdo de hidroxido de sodio 1,5 N. A
neutralizagao final para pH 6,5 a 7,0, ocorreu na temperatura ambiente com solugao
alcalina mais diluida. As amostras foram congeladas para posterior analise de

distribuicdo da massa molecular.

4.2.2 PRECIPITACAO E ESTOCAGEM

A precipitagdo e separacéo da dextrana apés a hidrélise acida ocorreu atraves
de precipitagbes seletivas com concentragdes diferentes de etanol. O método
consiste em explorar a diferente solubilidade que as moléculas de dextrana

apresentam dependendo do sua massa molecular.

A precipitagao, também conhecida como fracionamento, foi realizada segundo
metodologia de WOLF et al. (1954). A solugéo de dextrana hidrolisada, contendo no
maximo 5% de dextrana, foi colocada em tubos de centrifuga e adicionado etanol
95% em quantidades adequadas para atingir as concentracbes desejadas. Apés a
adicao do etanol os tubos foram mantidos em banho termostatizado com temperatura
controlado em 25°C por 1 hora. A dextrana foi separada por centrifugacao a 12.000
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rpm por 12 minutos em centrifuga SORVALL modelo RC-5C, com temperatura
controlada em 25°C.

Foram realizados trés estudos de fracionamento para descobrir os melhores
percentuais de etanol na solugdo para aumentar o rendimento de dextrana clinica
precipitada. A Tabela 4.2 descreve os percentuais de etanol utilizados para

precipitacao de dextrana.

Tabela 4.2: Percentuais de etanol utilizados para fracionamento de dextrana.

Fracionamento  Percentuais (v/v)

1 35460
2 38 a 47
3 38,5 a 46

O sobrenadante foi quantificado quanto a distribuicdo da massa molecular de

dextrana.

4.2.2.1 Fragao Clinica

A fracdo clinica da dextrana foi obtida através da precipitagdo seletiva
utilizando duas concentragdes de etanol. O fluxograma da Figura 4.1 mostra como foi

obtida a fragao clinica de dextrana.
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Dextrana Bruta et s s st A e

i< Hidrélise
Dextrana '
Hidrolisada :
Etanol X% :
Dextrana Clinica e Dextranade | _._._._._
de Baixo Peso Alto Peso
Sobrenadante Precipitado
Etanol Y%
Dextrana de Dextrana
Baixo Peso Clinica
Sobrenadante Precipitado

Figura 4.1: Fluxograma de obteng¢éo da fragao clinica.

A partir de uma amostra de dextrana hidrolisada foi adicionado etanol 95% até
atingir uma concentragcao X. Nesta concentracao ocorreu a precipitagao da dextrana
de alta massa molecular. Com o sobrenadante, o qual continha dextrana clinica e de
baixa massa molecular, foi adicionado mais etanol 95% para atingir uma
concentragdo Y. Nesta segunda concentracdo de etanol da amostra ocorreu a
precipitacdo da dextrana clinica. Ambas as precipitagdoes seguiram metodologia de
WOLF et al.(1954), ja descritas no item anterior.

A linha pontilhada na Figura 4.1 mostra que poderia ser realizado um
aproveitamento da dextrana de alta massa molecular que precipitou com a adigéo de

etanol até X%, podendo assim aumentar o rendimento de dextrana clinica.

Foram realizados trés experimentos com concentragdes de etanol diferentes
para a obtengao da fragao clinica de dextrana, concentragdes estas mostradas na
Tabela 4.3.
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Tabela 4.3: Concentracoes de etanol utilizadas para a obtengéo da fragdo clinica de

dextrana
Experimentos Concentracbes de Etanol
Realizados X% Y %
1 39,5 45,5
2 39,56 455
3 39 46

O sobrenadante, como também o precipitado rediluido, foram analisados com
relagao a distribuicdo da massa molecular de dextrana.

4.3 METODOS ANALITICOS
4.3.1 DETERMINAGCAO DA MASSA MOLECULAR DE DEXTRANA

A determinagdo da massa molecular de dextrana, bem como sua distribuigao

molecular, foram realizadas por cromatografia de permeacao em gel (GPC). Para tal
foi utiizada a cromatografia liquida de alta performance (HPLC), composta de

diversos equipamentos:
a) Um injetor automatico VARIAN 9095;
b) Uma bomba ternaria VARIAN 9010;
c¢) Um forno Spark Holland 99;
d) Um detector de indice de refracao R14;

e) Um software para aquisigao e processamento dos dados além de geragéo
de relatoérios (“Millennium Chromatography Manager v2.10” — Waters);
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f) Um conjunto de trés colunas e uma pré-coluna VARIAN série Micropak. As
colunas foram conectadas em série na sequéncia de poro decrescente. A
faixa de exclusdo de cada coluna e suas dimensdes sdo mostradas na
Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Caracteristicas das colunas utilizadas para determinagéo do percentual
da massa molecular da dextrana

Colunas TSK —- Faixa de Comprimento Diametro
Gel Exclusdo (cm) {cm)
G 3000 PW 1x10* 30,0 0,75
G 4000 PW 3x10° 30,0 0,75
G 6000 PW 1x 107 30,0 0,75
Pré-coluna - 75 0,75

Para a realizagao das analises varias etapas foram realizadas, descritas a

seguir.

4.3.1.1 Preparo da Fase Moével

O principal critério para analise de polimeros por cromatografia de permeacao
em gel é a sua solubilidade em agua. Como eluente foi utilizado agua ultrapura,
obtida de um sistema de purificagdo compacto Milli-Q Plus. A agua foi degaseificada
a vacuo durante uma hora num banho ultra-som Eurosonics, modelo SX-20. O frasco
contendo a fase moével foi mantido de 10 a 15 cm acima da entrada da bomba, sendo

seu fluxo aumentado lentamente até 1,0 mL/min.

4.3.1.2 Preparo das Amostras e Padroes

As amostras e os padroes de dextrana foram dissolvidos em agua Milli-Q
numa concentracdo de 0,4% (p/v) e colocados em tubos apropriados do

equipamento sem filtragem, devido as amostras serem muito viscosas.
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Posteriormente foram deixadas em repouso por um periodo de 16 a 20 horas antes
de serem injetadas. Este tempo € necessario para permitir que a cadeia do polimero
se estenda para sua conformacao de solvatacdo no solvente, principalmente para
amostras e padroes com massa molecular acima de 200.000 Da.

4.3.1.3 Inje¢ao das Amostras no HPLC

As colunas do cromatografo sao conectadas em série e na sequéncia do poro
maior para o menor, com o objetivo de separar primeiramente as moléculas maiores,
evitando problemas de viscosidade. Esta disposi¢cao também faz com que as colunas
de menor porosidade figuem mais distantes da bomba, pois sdo mais sensiveis a

pressao. As condigdes de injegao das amostras e dos padroes foram:
o temperatura do forno: 40°C;
« temperatura do detector de indice de refragao: 40°C;
e volume de injegao: 98,0 pL,;
e vazao de eluente: 1,0 mL/min;

« tempo de corrida: 45 min.

4.3.1.4 Curva de Calibracao

Na curva padrao foram utilizados padrées de dextrana (American Polymer
Standards Corporation), apresentados na Tabela 4.5. A curva padréao foi obtida

utilizando My, M, e M, como parametros basicos.
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Tabela 4.5: Massas moleculares dos padrées de dextrana utilizados para fazer a

curva padrao

Padrao Mw Mn Mp
DXT 11K 11.700 9.900 8.000
DXT 43K 42.750 35.000 28.700
DXT 79K 78.800 68.000 49.400

DXT 165K 165.500 150.000 110.800
DXT 685K 685.000 500.000 380.600
DXT 1750K 1.750.000 1.450.000 1.250.000
DXT 5000K 4.900.000 4.500.000 1.500.000

4.3.1.5 Quantificacdo das Amostras

As amostras foram quantificadas a partir da integragao dos cromatogramas
com o auxilio do software “Millennium v2.10", e a distribuicdo da massa molecular

das amostras obtida através da curva de calibragao.

4.3.2 DETERMINACAO DE AGUCARES

Durante os experimentos foram determinadas concentragbes de sacarose,
glicose e frutose. Nas analises desses agucares foram utilizados dois métodos que

serao descritos a seguir.

4.3.2.1 Determinacgéo de Agucares por HPLC

A determinagdo das concentragbes de sacarose, frutose e glicose nas
amostras foram realizadas por cromatografia liquida em coluna KS-801 da marca
Shodex, analisadas em um cromatégrafo liquido de alta performance (HPLC) da

marca Varian.
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Preparo da Fase Mével

A fase movel utilizada foi agua ultra pura e degaseificada, preparada de
acordo com a metodologia descrita anteriormente. O fluxo de eluente foi aumentado
lentamente até 0,6 mL/mim.

Curva de Calibracao
Foi preparado uma solugdo padrao de sacarose, glicose e frutose na

concentracao de 3%. Desta solugdo mae, foram preparados os padroes nas

concentragdes de 0,1 a 3%, resultando sete solu¢des padrées.

Os padrées foram filtrados em filtros MilliPore 0,45um para retirada de
impurezas, e colocados em tubos apropriados para posterior injegdo no

cromatografo.

Preaparo das Amostras
Foi retirada 1g da solucdo a qual se deseja determinar as concentragbes de

agucares e adicionado 1g de etanol 95%, para precipitar a dextrana produzida. Em
seguida, centrifugou-se a 10.000 rpm por 10 mim. O sobrenadante foi retirado e
diluido convenientemente para ficar numa faixa de concentragéo de 0,1 a 3%. Por
fim, a amostra foi filtrada em filtro MilliPore 0,45um para retirada de impurezas, e

acondicionado em frascos adequados para posterior inje¢cdo no cromatografo.

Injecdo das Amostras e Padroes no HPLC
As amostras e padrdes foram injetados em uma pré-coluna e coluna Shodex

KS-801 nas seguintes condigoes:
« temperatura do forno: 60°C;
« temperatura do detector de indice de refragao: 40°C;
e volume de injegao: 98,0 pL;

e vazdo de eluente: 0,6 mL/min;
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e tempo de corrida: 45 min.

A injecao dos padroes e de algumas amostras foram realizadas em repeticao,
para melhor construir a curva padrao e observar a repetibilidade dos resultados.

Identificacdao e Quantificacdo das Amostras

As amostras foram identificadas e quantificadas a partir da integracéo dos
cromatogramas com o auxilio do software “Millennium v2.10”, tendo como base a
curva padrao.

4.3.2.2 Determinagao de Aglicares Redutores

A determinagdo de acgucares redutores foi conduzida pelo método de Miller
(1959). O método consiste na reagdo de 1,0 mL de amostra convenientemente
diluida com 1,0 mL do reagente DNS, colocando-se a seguir em banho-maria por 5
minutos. Resfria-se imediatamente a solugdo em gelo e adiciona-se 16 mL da
solucéo de tartarato de sédio e potassio 11,25 g/L previamente preparada. O branco
foi feito pela substituicdo da amostra por agua destilada.

A reacdo de DNS com aglcares redutores produz uma coloragao amarela,
cuja intensidade & proporcional a concentragéo de agucares redutores presentes na
amostra. Para a determinag@o dessa concentracao, foi elaborada uma curva padrao
através de solugdes com concentracdes conhecidas de agucar na faixa de 0,2 a 2,0
g/L. Foram feitas leituras da absorbancia das solugoes em espectrofotometro modelo
B 342 Il da Micronal em comprimento de onda de 540 nm, e estabelecida uma
correlagdo entre absorbancia e concentragao de agucares (curva padréo), conforme

a Equacao 4.1.

Conc. (g/L) = f (ABS) (eq. 4.1)
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e Preparo do reagente DNS:

Misturar:

1. agua destilada 1416 mL
2. acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) 106 g
3. hidroxido de sédio 19.8¢

Dissolver os trés reagentes a quente, e adicionar:
4. fenol (fundido a 50°C) 7,6 mL

5. metabissulfito de sodio 8,3g

Determinacdo da concentracao de acucar redutor das amostras

As amostras foram diluidas para se obter concentracdes dentro da faixa da
curva padrio (0,2 a 2,0 g/L) e preparadas como descrito no item anterior, para
posteriormente serem lidas no espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540
nm. A partir do valor da absorbancia encontrado, determinou-se o valor da
concentragdo de agucares redutores com o auxilio da curva padrao ou da correlagao
obtida. Este procedimento foi utilizado para a determinagdo da concentracao de

frutose para determinagao da atividade enzimatica.
Atividade enzimatica
A atividade da enzima dextrana-sacarase foi determinada medindo a

velocidade inicial da frutose produzida durante a reagao da sacarose com o pH

ajustado em 5,2 e temperatura de 30°C.
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A reacdo enzimatica ocorreu em um reator de vidro encamisado de 25 mL de
volume, agitado mecanicamente e com temperatura controlada por um banho
termostatizado externo. Foram adicionados no reator 2 mL de solugdo de sacarose
de concentracdo 600 g/L, diluida em tampao acetato de sédio 20 mM com 0,05 g/L
de CaCl,; 0,5 mL de tamp&o acetato de s6dio 20 mM com 1,2 g/L de CaCly; 8,5 mL
de agua destilada e 1 mL da amostra da solugédo enzimatica.

A cada 3 minutos foi retirada uma amostra de 1 mL, e determinada a
quantidade de frutose produzida neste periodo, de acordo com o método DNS para
determinagédo de agucares redutores descrito anteriormente. A partir dos valores de
absorbancia lidos no espectofotdmetro a 540 nm, foi construido um grafico com
intervalos de tempo regulares de absorbancia versus tempo. A atividade foi calculada
a partir da Equacgao 4.2.

(a.p.d.60) (eq. 4.2)
0,52

Ativ.(UDS /mL) =
onde:
a - coeficiente angular da curva de absorbancia vs. tempo
B - coeficiente angular da curva padrao de agucares redutores

d - volume de dilui¢ao final no reator de vidro

A atividade é calculada em UDS, que significa a quantidade de enzima que
converte 1 mg de sacarose em dextrana num periodo de uma hora, nas condigoes
de teste ALSOP (1983).
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4.3.3 DETERMINAGAO DO RENDIMENTO
4 .3.3.1 Rendimento de Dextrana

Os rendimentos de dextrana de alta massa molecular foram determinados a
partir das Equagoes 4.3 € 4.4:

Rendimento de Dextrana para o Processo Convencional:
% 0 eq.4.3
_my A)D>30 (=g )

Toosgy = m *100

onde:
Yps30s - rendimento de dextrana de alta massa molecular (> 30.000 Da);
mp- massa de dextrana produzida no processo convencional (g);

%p>30 - percentual de dextrana de alta massa molecular (> 30.000 Da) na
sintese enzimatica;

ms - massa de sacarose utilizada no processo (inéculo e fermentagéao) (g).

Rendimento de Dextrana para o Processo Enzimatico:
ms *0,474* % feq. %)
YD)30 = SS D>30
% m *100

onde:

0,474 - maximo rendimento teodrico de sintese de dextrana a partir de

sacarose,;

Yps3055 - rendimento de dextrana de alta massa molecular (> 30.000 Da);
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mss- massa de sacarose utilizada na sintese enzimatica (g);

%p>30 - percentual de dextrana de alta massa molecular (> 30.000 Da) na

sintese enzimatica;

ms - massa de sacarose utilizada no processo (inéculo, fermentacao e sintese)

(9)-

4.3.3.2 Rendimento Frutose

Os rendimentos de frutose foram determinados a partir da Equacgéo 4.5:

Rendimento de Frutose para os Processos Convencional e Enzimatico:
(eq. 4.5)

m
_""F
Yf/ =—
S m S
onde:
Yrs - rendimento de frutose;

mpr- massa de frutose produzida no processo (g);

m;s - massa de sacarose utilizada no processo (inéculo, fermentacgao e sintese)

(9);
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUGAO DE DEXTRANA

A dextrana bruta foi produzida por dois processos diferentes, o processo
convencional e o processo enzimatico, com o objetivo de verificar qual deles
apresenta o maior rendimento de dexirana de alta massa molecular e frutose. A
seguir sdo mostrados os resultados obtidos na producdo de dextrana por ambos

processos.

5.1.1 PROCESSO ENZIMATICO

Durante o processo enzimatico duas etapas distintas ocorrem, sendo primeiro
a producdo da enzima dextrana-sacarase, e segundo a sintese de dextrana. A
sintese de dextrana aconteceu de duas maneiras, uma com a enzima dextrana-

sacarase purificada, e outra com a enzima bruta.

5.1.1.1 Producao de dexirana-sacarase

Foram realizadas trés fermentacbes para producdao da enzima dextrana-

sacarase. Os resultados sao mostrados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Concentragées da enzima dextrana-sacarase nas fermentacoes

Fermentacao UDS/mL UDS pH final
1 101,27 157,504 5,49
2 89,58 152,286 5,53
3 89,12 160,424 5,32
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As trés fermentacdoes apresentaram resultados bem parecidos no que se
refere as unidades de dextrana-sacarase produzidas. Esses resultados estdo bem
proximos aos que BAZAN (1993) encontrou em seus estudos, sendo seus resultados
maximos na ordem de 106 UDS/mL.

A enzima produzida foi estocada na forma bruta e na forma purificada para

posterior utilizagdo na sintese de dextrana.

Diferenca entre enzima bruta e enzima purificada

‘As principais diferencas entre as duas maneiras de estocagem da enzima sao
a grande estabilidade e o ganho de atividade apresentadas pela enzima purificada.

Durante o processo de purificagdo ocorre uma variagdo na quantidade de

enzima em solugao, como mostra a Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Acompanhamento da atividade enziatica durante a purificagdo da enzima

dextrana-sacarase

Enzima Atividade Total
Enzima bruta 152.000
Enzima concentrada 135.000
enzima purificada 221.000

A diminuicédo de atividade em solugédo ocorrida na fase de concentragédo deve-
se a grande pressdo exercida durante o processo de ultrafiltragdo, bem como a
formacdo de espuma, ocasionando desnaturagdo de parte da enzima. Porém, na
fase da purificacdo propriamente dita, ocorreu um aumento de 64% na atividade
enzimatica, ocasionada pela eliminagdo das impurezas devido a precipitagdo com
polietilenoglicol, e principalmente pela adi¢édo de ions Ca* na solugao de rediluicao,
que afeta fortemente a atividade. Este aumento de atividade foi verificado por ALSOP
(1983), onde a adigéo de 0,05% de cloreto de calcio ocasionou um aumento de 12,6
UDS/mL para 33,9 UDS/mL na atividade da enzima.
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A enzima purificada também apresenta uma pequena perda de atividade de
20,8% durante a estocagem a -15°C, como & mostrada na Tabela 5.3 e Figura 5.1.

Tabela 5.3: Acompanhamento da perda de atividade da enzima purificada durante a

estocagem a -15°C

Dias Atividade/mL % Ativ. Enzimatica
0 250,1 100
4 2394 95,7
56 208,8 83,5
58 204,8 81,9
79 198,0 79,2
100 ' - . ]
80 \—\\ﬂ
3
E 60
g af
2
<
& 20 t
0 i
0 20 40 60 80
Tempo (Dias)

Figura 5.1: Perda da atividade enzimatica durante o armazenamento -15°C

A Figura 5.1 e a Tabela 5.3 mostram uma perda de atividade da enzima
purificada de 21% em 79 dias de estocagem a -10°C. Este valor esta bem abaixo do
comentado por ALSOP (1983), que é de 60% de perda em 20 dias. A menor perda
apresentada nos resultados deste trabalho se deve a presenga de ions Ca*,
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dextrana e polietilenoglicol em solugdo com a enzima, sendo essas substancias
imprescindiveis na estabilidade da mesma. A origem destes componentes foi
variada, como por exemplo a dextrana foi originaria do final da fermentacao, quando
foi cortada a alimentagao deixando que o pH caisse, formando o polissacarideo. Ja o
calcio e o polietilenoglicol foram adicionados em etapas distintas da purificagcao da

enzima.

A importancia da adicao de calcio também foram verificados por KABOLI e
REILY (1980), onde conseguiram uma redugdo de mais de 50% na perda de

atividade enzimatica da dextrana-sacarase purificada em suas condi¢oes de teste.

5.1.1.2 Sintese de dextrana bruta

A sintese de dextrana ocorreu com a enzima bruta, proveniente da
fermentacdo, e com a enzima purificada, obtida conforme metodologia descrita

anteriormente.

Foram realizados varios testes com a enzima purificada, objetivando aumentar
o rendimento de dextrana bruta. Apés a escolha das melhores condigbes, testou-se a
utilizagao da enzima bruta para comparagbes de rendimento. A seguir serao
comentados todos os experimentos realizados para produgao da dextrana bruta.

Enzima purificada
Inicialmente foi realizado um estudo de verificagao da melhor concentragcao

inicial de sacarose e tempo de processo para se obter o melhor rendimento e
produtividade, seguindo trabalhos anteriores de GUIMARAES et al. (1999). A
primeira sintese enzimatica € mostrada na Tabela 5.4 e no Figura 5.2.
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Tabela 5.4: Concentragdes de agucares da 12 sintese enzimatica com enzima

purificada
Tempo 50 g/L 100 g/L
(horas) sacarose frutose Glicose sacarose frutose glicose
0 57,6 i 0 89,5 v 0
1 27,7 131 0 2.3 13,0 0
2 9,8 19,1 0 50,8 21,9 54
3 0 25,8 0 39,2 35,8 5,6
4 0 20,7 0 12,8 35,8 0
D 0 21,8 0 6,3 39,7 0
6 0 21,0 0 0 40,2 0
7 0 22,6 0 0 38,6 0
8 0 21,5 0 0 40,0 0
9 0 20,2 0 0 39,9 0
10 0 19,9 0 0 39,7 0
100 l
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Figura 5.2: Concentragdes de agucares da 1° sintese enzimatica com enzima

purificada
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Nos testes iniciais foram utilizadas as concentragdes de 50 g/L e 100 g/L.
Estes valores foram escolhidos devido a inibicdo pelo substrato sofrida pela enzima,
e consequente queda na velocidade inicial de sintese para concentragcdes acima de
100 g/L, evidenciado em estudos de CURRALERO (1993). A autora também
comenta que em concentracdes elevadas ocorre um aumento significativo da
viscosidade do meio, bem como a formacao de dextrana de baixa massa molecular,

indesejaveis nesta etapa do processo.

Nesses primeiros testes pode-se observar que para a concentragao de 50 g/L
a reacao de polimerizagédo se encerrou proximo das 3 horas de processo, enquanto
que para a concentragao de 100 g/L o tempo ficou em torno de 6 horas. Esse tempo

esta diretamente ligado a quantidade de sacarose, que € o substrato da enzima.

A partir desses resultados foi realizada a segunda sintese de dextrana bruta,
nas mesmas concentracbes, mas com amostragem de 30 em 30 minutos,
objetivando encontrar o tempo certo de término do processo. Os resultados da

segunda sintese sdo mostrados na Tabela 5.5 e na Figura 5.3.
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Tabela 5.5: Concentracdes de aglicares da 22 sintese enzimatica com enzima

purificada
Tempo 50 g/L 100 g/L
(horas) sacarose frutose Glicose sacarose frutose glicose
0 58,6 0 0 107,1 0 0
0,5 38,8 7,0 0 92,2 6,1 0
1 20,5 13,3 0,5 78,8 12,9 1,1
1,5 8,2 18,4 0,5 61,6 18,6 1.1
2 1.5 21.3 0,5 45,0 26,8 11
2,5 0 21,6 0,5 32,9 32,6 1,1
3 20,3 37,6 1.1
3.5 9,2 417 1.1
4 5.3 439 1.1
45 45 445 1,1
5 0 446 1.1
|
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Figura 5.3: Concentragdes de agtcares da 2° sintese enzimatica com enzima
purificada
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Nesta segunda sintese observa-se que chegou-se num tempo de reacédo
menor, devido a amostragem ter sido feita em intervalos de tempo menores. Com
relacdo a produtividade, esta foi igual para os dois casos, pois quando tem-se uma
concentragao dobrada de sacarose inicial (100 g/L), tem-se também um tempo
dobrado de processo. Neste caso, a produtividade ndo pode ser um parametro de
deciséo, tendo que ser observado a distribuicdo da massa molecular da dextrana
polimerizada, que € mostrada na Tabela 5.6.

Tabela 5.6: Distribuicdo percentual da massa molecular da dextrana produzida na 22
sintese enzimatica com enzima purificada

% Dextrana
Baixo Massa Clinica Alto Massa
100 g/L (5 horas) 445 47 50,8
50 g/L (2,5 horas) 24 5 2,4 731

Com esses resultados observa-se que a quantidade de dextrana de alta
massa molecular foi maior quando utilizou-se 50 g/L de concentracao inicial de
sacarose, indicando um melhor rendimento. Nessa etapa € importante obter o maior
percentual possivel de dextrana de alta massa molecular, para que numa etapa
posterior se produza a dextrana clinica, € uma baixa quantidade de dextrana de
baixa massa molecular que nao pode ser aproveitada para a dextrana clinica.

Quando utiliza-se maiores concentragdes de sacarose inicial, a quantidade de
frutose liberada em solugao pela quebra da molécula de sacarose sera maior. Com
isso, a frutose que esta em solucao € utilizada pela enzima dextrana-sacarase como
receptor, fazendo com que a cadeia de dextrana nao se forme por completo,

diminuindo sua massa molecular.

Na Figura 5.4 € mostrado os picos de dexirana de alta massa molecular para
as duas concentracdes iniciais de sacarose.
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Figura 5.4: Picos de dextrana das concentragdes de 50g/L (pico azul) e 100g/L

(pico vermelho)

Apos verificar qual a melhor concentragao de sacarose inicial e o tempo de
processo onde se obtém o melhor rendimento, realizou-se mais uma sintese
enzimatica com a enzima purificada, com a finalidade de se obter uma quantidade
maior de dextrana bruta para ser utilizada na etapa de hidrolise acida. Essa sintese
foi realizada com concentragao inicial de sacarose de 50 g/L e tempo de 2,5 horas de
processo. Nas Tabelas 5.7 e 5.8 e na Figura 5.5 sdo mostrados os resultados da

terceira sintese.
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Tabela 5.7: Concentragdes de aglicares da 3? sintese enzimatica com enzima

purificada
Tempo 50 g/L
(horas) sacarose frutose Glicose
0 53,1 0 0
0,5 37.5 8,5 0,9
1 22,0 15,6 0,9
1,5 9,8 19,7 0,7
1,79 5.5 22,9 0,6
2 2,1 24,3 0,6
2,25 0,3 24 .1 03
2.5 0 24 4 0,4
3 0 251 0,5

60

Concentracdo (g/L)

Tempo (horas) | —e—sacarose 50 s frutose 50

Figura 5.5: Concentragdes de aglcares da 3° sintese enzimatica com enzima

purificada
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Tabela 5.8: Distribuigao percentual da massa molecular da dextrana produzida na 32
sintese enzimatica com enzima purificada

% Dextrana
Baixo Massa Clinica Alto Massa
50 g/L (2,5 horas) 29,6 2,0 68,4

Os valores de aglcares da terceira sintese estdo proximos aos encontrados
nos estudos anteriores. J& com relagdo a distribuicdo da massa molecular da
dextrana produzida, isso ndo ocorreu, ficando um pouco abaixo do encontrado na
segunda sintese. Essa variag&o pode ter ocorrido devido a concentragao enzimatica
na solucao de sintese, ocasionando uma maior velocidade de reagéo e a utilizagao
da frutose em solugéo para formagéao da dextrana de menor massa molecular. Essa
variagdo na concentragdo enzimatica na solugdo pode ser ocasionada pela
variabilidade do método de Miller (1959), utilizado para determinagéo da atividade

enzimatica.

Enzima bruta

ApoGs os estudos para verificagdo da melhor concentragao inicial de sacarose
para a sintese enzimatica de dextrana bruta, utilizou-se a enzima bruta na sintese

com concentragao de 50 g/L de sacarose.

Foi realizada uma sintese com a enzima bruta, onde os resultados sio

mostrados na Tabela 5.9 e Figura 5.6.
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Tabela 5.9: Concentracdes de aglcares da sintese enzimatica com a enzima bruta

Tempo 50 g/L
(horas) sacarose frutose  glicose
0 55,2 15,2 53
0,5 35,0 14,3 5.1
1 19,4 19,7 45
1.5 8,2 21,3 3,7
1,758 1.3 26,1 1,9
2 0 28,2 3,4
225 0 28,4 3,4
2.5 0 27,8 3.2
60 l\
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2 40
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Tempo (horas) ‘ —e—sacarose 50 —s—frutose 50 '

Figura 5.6: Concentragdes de acucares da sintese enzimatica com enzima bruta

Nos resultados de acticares apresentados, pode-se observar que inicialmente
ja se tinha uma concentragéo inicial de frutose e glicose. Isso deve-se ao caldo da

fermentacé@o onde se encontra a enzima bruta.
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Durante a sintese, observa-se que as concentragbes de glicose e frutose
iniciais tendem a diminuir. Isso se deve a utilizacao desses dois agucares pela
enzima como receptor.

Na Tabela 5.10 é mostrado o resultado da distribuicdo molecular da dextrana
produzida com enzima bruta.

Tabela 5.10: Distribuigio percentual da massa molecular da dextrana produzida na
sintese enzimatica com enzima bruta

% Dextrana
Baixo Massa Clinica Alto Massa
50 g/L
50,1 15.3 34,6
(2,0 horas)

Os resultados da distribuicao da massa molecular mostram um valor baixo de
dextrana de alta massa molecular, devido a utilizagéo de agtcares (glicose e frutose)
pela enzima como receptor, ocasionando a produgdo de dextrana de baixa massa
molecular. Isto & evidenciado pela diminuicdo da concentragédo de frutose e glicose

na primeira hora de sintese, mostrado na Tabela 5.9.

5.1.2 PROCESSO CONVENCIONAL

O processo convencional apresenta as trés etapas de produgdo de dextrana
ao mesmo tempo: crescimento do microrganismo, producdo da enzima dextrana-

sacarase e sintese de dextrana.

As concentragdes de aglcares produzidas pelo método convencional sido
mostradas na Tabela 5.11.
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Tabela 5.11: Concentragdes de aglicares produzidas no processo convencional

Tempo g/L

(horas) sacarose frutose glicose
0 162,1 4,9 0
3 162,7 54 0
6 152,9 6,8 0
9 69,3 29,9 8,1
1 25,8 48,2 T, 7
13 5.7 43,4 6,4
15 0 43,5 5,7
17 0 42,2 5.1
19 0 41,7 47
21 0 41,1 4,5
23 0 38,8 3,7
25 0 38,6 3,4
27 0 37,5 3.2
29 0 35,0 2,6
42 0 37,2 2,9
45 0 35,2 2,6
48 0 36,56 2,8
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Figura 5.7: Concentragdes de agticares produzidas no processo convencional por

tempo de fermentacgao

A partir dos resultados mostrados acima, pode-se observar que a fermentagao
convencional para produgdo de dextrana poderia ter terminado com 15 horas de
processo. Nesse ponto a concentragédo de sacarose ja € nula, fazendo com que nao
se produza mais a enzima dextrana-sacarase e nem dextrana, pois somente com
sacarose sao produzidas. A presenca de glicose e frutose no meio, que sdo
receptores, provocam a diminuicdo da massa molecular da dextrana produzida. Isso
ocasiona um menor rendimento de dextrana de alta massa molecular, prejudicando a
etapa posterior de produgao de dextrana clinica.

Para uma melhor avaliagdo do processo convencional, deve-se observar a
distribuicao da massa molecular, o qual € mostrado na Tabela 5.12.
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Tabela 5.12: Distribuicao percentual da massa molecular produzido no processo

convencional
% Dextrana
g\i{"ﬁ’; Baixa Massa Clinica Alta Massa
3 93,7 0,5 5,8
6 87,4 3,0 9,6
9 60,1 13,0 26,9
11 551 13,2 317
13 55,2 12,8 32,0
15 55,0 13.2 31,8
17 54,0 13.2 32,8
19 58,7 13,0 30,3
45 56,9 12,2 30,9
48 58,8 11.3 29,9

A partir dos resultados da Tabela 5.12, pode-se observar que o percentual de
dextrana de alta massa molecular & muito baixo, onde em 15 horas de processo
obtém-se 31,8%. Como tem-se desde o inicio do processo uma quantidade
relativamente alta de frutose e glicose, estas sao utilizadas pela enzima como
receptores, ocasionando a produgao da dextrana de baixa massa molecular. Isto ja

foi evidenciado na sintese enzimatica utilizando enzima bruta.

5.2 OBTENGAO DE DEXTRANA CLINICA

A conversdo de dextrana de alta massa molecular em dextrana clinica foi
realizada através da hidrolise acida. Este método consiste na utilizacdo de dois
fatores fisicos fundamentais, temperatura e pH.
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5.2.1 HIDROLISE AcIDA

Foram realizadas trés hidrolises acida em condigoes diferentes. Os resultados
serao mostrados a seguir:

Primeira hidrolise

Em um primeiro experimento escolheu-se temperatura 72°C e pH 1,0, sendo
estas as melhores condi¢ées que GUIMARAES et al. (1999) obtiveram a partir de um
modelo matematico descrito com o auxilio da metodologia de planejamento

experimental. Os resultados desta hidrélise estao mostrados na Tabela 5.13.

Tabela 5.13: Distribuicao percentual da massa molecular de dextrana obtida na 12
hidrolise acida

Tempo Distribuicgo da Massa Molecular

(h) de dextrana (%)
< 30.000 Da Clinica > 100.000 Da

1.5 28,4 14,6 57,0
2,0 28,0 15,6 56,4
2.5 35,4 15,8 48.8
3,0 35,8 16,8 47 4
3.9 35,6 18,6 458
4.0 35,8 20,2 440
4.5 J7.0 20,9 42 .1
5,0 39,3 223 38,4
5.0 37,4 23,7 38,9
6,0 40,1 24 4 355
6.5 41,7 25.2 33,1
70 41,6 25,8 32,6
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Analisando a Tabela 5.13 observa-se que apenas 42% do total de dextrana de
alta massa molecular converteu-se em dextrana clinica. Este valor € muito baixo,
visto que o residual de dextrana de alta massa foi de 32,6%.

A partir destes dados fez-se necessario a realizagdo de uma outra hidrolise,

em condi¢ées mais drasticas que a primeira.

Segunda hidrélise

No segundo experimento, fixou-se o pH em 1,0 e elevou-se a temperatura
para 76°C, condi¢cdes as quais WOLF ef al. (1954) conseguiram bons resultados de

conversao. Os resultados da segunda hidrélise acida sdo mostrados na Tabela 5.14.

Tabela 5.14: Distribui¢ao percentual da massa molecular de dextrana obtida na 22
hidrolise acida

Tempo Distribuigdo da Massa Molecular

(h) de Dextrana (%)
< 30.000 Da Clinica > 100.000 Da

0.5 37,1 20,7 42,3
1,0 429 19,2 37,9
1.5 47 4 19,1 33,4
2,0 40,1 246 353
2.5 44 8 29:71 29,5
2.0 47,0 27,3 25,8
3.5 51,0 28,2 20,8
4,0 53,3 27.3 19,4
45 58,1 28,5 13,4
5.0 58,0 28,0 14,0
5.5 60,0 27,9 11,9
6,0 63,3 26,5 10,2

Com os resultados da Tabela 5.14, pode-se observar que em condicoes mais
drasticas o percentual de dexirana clinica produzido € maior. Neste segundo
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experimento o tempo ideal de hidrélise foi 4,5 horas, pois a partir deste tempo, ocorre
uma diminuicdo do percentual de dextrana clinica. Isso ocorre porque a dextrana
clinica produzida comeca a ser hidrolisada, convertendo-se em dextrana com massa
molecular menor que 30.000 Da. Neste experimento o percentual de conversao de
dextrana de alta massa molecular em dextrana clinica chega a 69% no tempo ideal
de hidrdlise.

Terceira hidrélise

A terceira hidrolise foi realizada em temperatura 76°C e pH 1,5. Estas
condi¢oes sao menos drasticas do que a segunda hidrélise, tendo como objetivo um
maior percentual de conversdao em dextrana clinica, evitando que no final do
processo a dextrana clinica se hidrélise em dextrana menor que 30.000 Da. Os
resultados da terceira hidrélise acida sao mostrados na Tabela 5.15.

Tabela 5.15: Distribuicdo percentual da massa molecular de dextrana obtida na 32
hidrélise acida

Tempo Distribuicdo da Massa Molecular
(h) De Dextrana (%)
< 30.000 Da Clinica > 100.000 Da

3.5 19,2 17,3 63,5
4,0 18,7 16,4 64,9
4,5 20,9 17,6 61,5
5,0 21,0 17,4 61,6
5.5 21,3 17,2 B1.5
6,0 221 17,9 60,0
6,5 22,6 17,8 59,6
7,0 23.3 17,7 59,0

Observa-se nos resultados da Tabela 5.15 que nao ocorreu hidrdlise,

demonstrando que o pH de 1,0 é um fator importante para que ocorra a reacgao.
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Neste caso o interessante seria mexer no valor da temperatura para reduzir a
conversao de dextrana clinica ocorrido na segunda hidrélise.

5.2.1.1 Interferente

Durante a analise dos resultados de hidrélise acida, percebeu-se nos
cromatogramas gerados pelo software “Millennium v2.10” que as amostras de
dextrana apresentaram alguns picos acentuados diferentes dos picos normais de
dextrana. Inicialmente suspeitou-se de concentragoes elevadas das amostras que
estavam sendo injetadas no HPLC, podendo os polimeros estarem juntos e a coluna
nao estar separando adequadamente. Apdés a diluicao das amostras e novas
injecdes, notou-se que os picos de dextrana propriamente ditos diminuiam, enquanto
o pico nao identificado permanecia constante. A partir destes resultados procurou-se
comparar os cromatogramas do final da sintese enzimatica, com os do inicio da
hidrélise acida, tendo estes que apresentar a mesma distribuicdo de dextrana, pois
nao sofreram nenhum tipo de processo, apenas o congelamento das amostras.
Ambos os cromatogramas sao mostrados na Figura 5.8.
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Figura 5.8: Distribui¢cao de dextrana do final da sintese (pico azul) e inicio da hidrolise

acida (pico vermelho)

Pode-se observar que existe um pico em torno de 26 minutos de tempo de
retengdo que nao fazia parte da distribuicdo de dextrana do final da sintese
enzimatica, mas esta presente no inicio da hidrélise acida. Este pico esta sendo
confundido com o da dextrana de baixa massa molecular devido ao seu tempo de
retengdo. O tempo da adigdo do acido para o inicio da hidrélise e o da adigao do
hidréxido de sodio para neutralizagao, ndo poderia ter ocorrido uma hidrdlise.

Com esta observacdo, procurou-se uma substancia que poderia estar
causando uma interferéncia nos resultados, através de um pico que as colunas de
GPC estariam selecionando e captando como um pico de dextrana. Com isso foi
injetado no HPLC amostras de dextrana pura (apés a sintese), agua acidificada com
4cido sulfurico, agua acidificada e neutralizada com hidroxido de sédio e agua
alcalinizada com hidréxido de sédio. Os cromatogramas dos testes sdo mostrados
nas Figuras 5.9, 5.10, 5.11 e 5.12.
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Figura 5.9: Cromatograma do final da sintese de dextrana
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Figura 5.10: Cromatograma de agua acidificada com acido sulfarico
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com hidroxido de sodio
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Observando-se a Figura 5.10, nota-se um pico com tempo de retengado em
torno de 26 minutos referente ao interferente. Este € o acido sulfurico que foi utilizado
para diminuicdo do pH da hidrolise. Na Figura 5.11, onde foi utilizado somente o
hidroxido de sédio, nao aparece nenhum pico, apenas a variagao da linha de base.
Ja na Figura 5.12, o pico do interferente aparece novamente, pois foi utilizado o
acido sulfurico para acidificagdo, e mesmo com a neutralizagdo, o pico do
interferente nao desapareceu.

5.2.1.2 Dialise

Foi realizada uma didlise das amostras da terceira hidrélise, com o objetivo de
eliminar o acido sulfirico que estava agindo como interferente. Foi utilizado uma
membrana de 10.000um para a retirada somente do acido, e nado da dextrana de
baixa massa molecular. Os resultados da hidrélise apés o processo de didlise sao

mostrados na Tabela 5.16.

Tabela 5.16: Distribuicdo percentual da massa molecular de dextrana obtida na 32
hidrolise acida apos a dialise

Tempo Distribuicdo da Massa Molecular
(h) De Dextrana (%)
< 30.000 Da Clinica > 100.000 Da
PURA 31,6 2.5 65,9
0 29,3 44 66,3
1,0 31,2 12,6 55,7
2,0 37,2 19,6 56,8
3,0 41,9 24 1 34,0
4,0 52,2 27,4 20,4
45 56,3 3.2 125
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Na tabela 5.16, observa-se que a distribuicdo da massa molecular de dextrana
da amostra pura, a qual corresponde ao final da sintese enzimatica, € muito préxima
a distribuicdo da amostra no tempo zero da hidrdlise, mostrando que o interferente foi
retirado com a dialise. Também pode-se comparar a Tabela 5.16 com a Tabela 5.15,
observando que os resultados sdo bem diferentes quando se tem a presenca do
interferente. A partir das amostras com interferente (hidrélises 1, 2 e 3) ndo pode-se

concluir para qual hidrolise obteve-se os melhores resultados.

5.2.2 FRACIONAMENTO

Para a precipitagdo da dextrana clinica foram realizados trés fracionamentos
com etanol 95% em concentragdes diferentes. A seguir serdo mostrados os

resultados dos fracionamentos.

Primeiro estudo de fracionamento

O primeiro estudo de fracionamento foi nas concentragoes de etanol entre

33,25 e 57%, sendo seus resultados mostrados na Tabela 5.17.

Tabela 5.17: Distribuigao percentual da massa molecular de dextrana no
sobrenadante obtida no 1° fracionamento

Etanol Distribuicdo da Massa Molecular

(%)  de Dextrana no Sobrenadante (%)

<30.000Da Clinica > 100.000 Da

Inicial 41,7 25,7 32,6
33,25 49,1 1.2 29,7
38,00 73,5 21,8 4,7
4275 89,8 9,9 0,3
47,50 85,6 13,8 0,6
52,25 79,7 19,5 0,8
57,00 64,2 31,5 43
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Neste primeiro fracionamento mostrado na Tabela 5.17, observa-se que
préximo a 38% de etanol precipita-se a dextrana de alta massa molecular, e que a
dextrana clinica permaneceu em solugdo. Quando aumentada a concentragao de
etanol, ocorre a precipitagdo de dextrana clinica. A partir da concentragéo de 47,5%
ocorre um aumento na concentrac@o de dextrana clinica na solugéo, e isso deve-se
ao fato de a dextrana de baixa massa molecular estar precipitando também, fazendo
com a que solugao fique com uma concentragéo de dextrana muito baixa (menor que
0,4%), interferindo no resultado da distribuicdo da massa molecular.

Segundo estudo de fracionamento

Com os resultados do primeiro fracionamento, foi realizado um segundo, onde
as concentracdes de etanol variaram entre 38 e 47%, sendo estes os melhores
resultados obtidos. Na Tabela 5.18 s@o mostrados os resultados do segundo

fracionamento.

Tabela 5.18: Distribuicdo percentual da massa molecular de dextrana no
sobenadante obtida no 2° fracionamento

Etanol Distribuicdo da Massa Molecular

(%) de Dextrana no Sobrenadante (%)
< 30.000 Da Clinica > 100.000 Da

Inicial 63,9 26,1 10,0
38,0 89,4 13.5 1,6
39,5 90,6 9.1 0,3
41,0 95,3 46 0,1
42,5 97,8 2,2 0
44,0 99,1 0,9 0
45,5 99,6 0,4 0
47,0 99,5 0,5 0
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Neste fracionamento nota-se que na faixa de 38 a 39,5% de etanol consegue-
se eliminar a dextrana de alta massa molecular, com alguma perda de dextrana
clinica, tendo que ser melhor observada esta faixa. Para a precipitacdo de dextrana
clinica, a concentracdo de etanol ideal esta proxima a 45,5%, tendo também que ser

melhor investigada.

Terceiro estudo de fracionamento

Com o objetivo de identificar as duas concentragcdes para separar a dextrana
clinica, foi realizado o terceiro fracionamento, nas concentragdes de etanol entre 38,5
e 46%. Os resultados deste fracionamento sdo mostrados na Tabela 5.19.

Tabela 5.19: Distribuicdo percentual da massa molecular de dextrana no
sobrenadante obtida no 3° fracionamento

~ Etanol Distribuicdo da Massa Molecular
(%) de Dextrana no Sobrenadante (%)
< 30.000 Da Clinica > 100.000 Da
Inicial 65,4 23,4 112
38,6 85,8 13,7 T4l
39,0 89,1 10,5 0,4
39,5 90,4 9,3 0,3
40,0 92,8 yi% 0,1
45,0 97,3 2,7 0
45,5 97,1 2,9 0
46,0 96,7 3;3 0

No terceiro fracionamento consegue-se verificar as concentracoes de etanol
para a obtengdo da dextrana clinica. Mesmo com uma precipitagao da dextrana
clinica no momento da precipitacdo de dextrana de alta massa molecular, o
percentual de 39,5% elimina toda a dextrana de alta massa molecular. Para a

precipitacdo da dextrana clinica deve ser utilizada a concentracao entre 45,0 e 45,5%
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de etanol. A partir destes resultados nota-se a necessidade de estudos mais
detalhados.

5.2.3 FRAGAO CLINICA

A fragao clinica foi feita com o intuito de se obter a dextrana clinica
propriamente dita. Foram realizadas duas precipitagcbes a partir do hidrolisado para
verificar se as concentragdes de etanol obtidas no fracionamento séo as melhores

para a separagao da dextrana clinica.

Primeiro estudo de precipitacao

A partir de uma aliquota do hidrolisado foi realizada a precipitagdo com o
primeiro percentual de etanol. Ao sobrenadante, foi acrescentado etanol até chegar
ao segundo percentual de etanol. As concentragdes de etanol utilizadas foram 39,5e
45,5%. Os resultados estao mostrados na Tabela 5.20.

Tabela 5.20: Distribui¢io percentual da massa molecular de dextrana obtida na 12
fracao clinica

Distribuicdo da Massa Molecular

Etg;t)oi de Dextrana (%)
< 30.000 Da Clinica > 100.000 Da
Inicial 65,4 234 142
395 Precipitado 24,5 429 32.5
' Sobrenadante 89,0 10,5 0,5
455 Precipitado 54,3 38,9 6,8
' Sobrenadante 97.8 2,2 0

Observa-se nos resultados da primeira fragao clinica que com o primeiro
percentual de etanol ocorreu precipitacao quase que completa da dextrana de alta
massa molecular, porém precipitou uma grande quantidade de dextrana clinica. A
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quantidade de dextrana em solucdo pode estar abaixo de 0,4%, prejudicando a
precisao do resultado. Com o segundo percentual de etanol, ocorreu a precipitacao
de dextrana clinica, ficando apenas 2,2% em solugdo. A partir destes resultados foi

realizada a segunda fracao clinica, com diferentes concentracdes de etanol.

Segundo estudo de precipitacao

A partir de outra aliquota do hidrolisado foi realizado o segundo estudo de
precipitacéo, sendo da mesma maneira que o primeiro. Os resultados sdo mostrados
na tabela 5.21.

Tabela 5.21: Distribuicao percentual da massa molecular de dextrana obtida na 2°
fracao clinica

i Distribuic@o da Massa Molecular
Etanol

(%) de Dextrana (%)
< 30.000 Da Clinica > 100.000 Da
Inicial 65,4 23,4 11,2
39.0 Precipitado 28,5 36,2 35,3
' Sobrenadante 85,9 13,1 1,0
46.0 Precipitado 52,4 42.4 5,4
’ Sobrenadante 100 0 0

Os resultados do segundo estudo mostram que com um menor percentual de
etanol (39%) precipita-se uma menor quantidade de dexirana clinica, porém
permanece em solugdo 1% de dextrana de alto molecular. No segundo percentual de
etanol, uma maior concentragido proporcionou a precipitagdo de toda a dextrana
clinica em solucdo, permanecendo no sobrenadante apenas a dextrana de baixa

massa molecular.

O segundo estudo de precipitagéo da fragdo clinica apresentou resultados

melhores do que o primeiro, porém ainda nao se encontrou as concentragoes ideais
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de etanol. Seria necessario mais estudos com este objetivo. Nestes estudos deve-se
pensar em precipitagcdes seletivas de dextrana clinica com o intuito de purificar a
mesma.

5.3 RENDIMENTOS

Foram realizados os calculos de rendimentos de dextrana de alta massa
molecular e frutose para o processo convencional e o processo enzimatico. Do
processo enzimatico, o rendimento foi feito tanto utilizando a enzima bruta, como a
enzima purificada.

5.3.1 RENDIMENTO DE DEXTRANA

Processo Convencional

No processo convencional foi realizado uma pré-fermentagao, que foi utilizada
como inéculo, e uma fermentagdo. A obtengdo da massa de dextrana bruta
produzida foi realizada por precipitagao com etanol em concentragao maior que 75%,
e seca em estufa a 105°C até peso constante. O resultado obtido foi de 50 g/L de

dextrana de massa molecular maior que 30.000 Da.
mp, =125g

mg=100g /L*0,25L +180g /L*2,5L =475g

pré — fermentagdo Jfermentacdo

% .y = 45,00

Yo.30, = 0,118
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Processo Enzimatico

No processo enzimatico foram realizadas duas pré-fermentacées e a

fermentagao propriamente dita. Foi considerada a alimentacao de sacarose e NaOH.

Neste processo foi considerado a quantidade total de enzima obtida, tanto de
enzima bruta, como de enzima purificada, apés o processo de purificagdo. Em

ambas as sinteses foi considerada uma concentragdo enzimatica de 40 UDS/mL.
* Enzima Bruta:
e Produzidos 152.000 unidades de dextrana-sacarase;

e Produz-se 3,8 L de sintese com concentragéo enzimatica de 40 UDS/mL

mg =50g/L*3,8L=190g

sintese

% ps3p = 49,9
mg = 2*(40g/£*0,15.[,]+50g/L*l,5L+200g/L*0,515L+ 50g/L*38L=380g

duas pré— fermentacd es Sfermentagdo alim entacdo sintese

Yo, = 0,118

* Enzima Purificada

e Produzidos 221.000 unidades de dextrana-sacarase,

e Produz-se 5,5 L de sintese com concentragdo enzimatica de 40 UDS/mL

mgs =50g/L*5,5L =275¢g

sintese

% D>30 — 70’4

mg = 2*(40g/L*0,15L]+5{]g /L*1,5L+200g/L*0,515L+50g /L*55L =465g

duas pré - fermentacdes fermentagdo a |im entagdo sintese
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Yo.50, = 0,197

Comparando os resultados de rendimento de dextrana, o processo enzimatico
utilizando a enzima purificada apresenta um rendimento de 0,197g de dextrana/g de
sacarose. Este resultado &€ 67% superior que o processo enzimatico utilizando a
enzima bruta e o processo convencional. Este rendimento € muito importante, pois
quanto maior a quantidade de dextrana de alta massa molecular, maior sera o

percentual de dextrana clinica apés a hidrolise acida.

5.3.2 RENDIMENTO DE FRUTOSE

Processo Convencional

m, =42,2g / L*2,5L =105,5g

Sfermentacdo
ms =475g
=0,2
Y% 22

Processo Enzimatico

* Enzima Bruta:

m, =34,5g/L*1,8L+13,0g/L*38L =111,5g

fermentacdo sintese
ms; =380g
Y-, =0,293
F/S 0
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* Enzima Purificada:

m, =34,5¢ / L*1,8L+24,4¢/L*55L =196 3¢

fermentagdo sintese
mg =465g
‘/,7s = 0,422

Os resultados acima mostram um maior rendimento de frutose para o
processo enzimatico utilizando a enzima purificada na sintese. Com relagédo ao
processo convencional, houve um ganho de 90% de rendimento, e com relagcao ao
processo enzimatico utilizando a enzima bruta, o aumento de rendimento foi de 44%.
Tanto para o rendimento de dextrana de alta massa molecular, como para o
rendimento de frutose, o processo enzimatico utilizando a enzima purificada mostrou-

se mais eficiente.
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6. CONCLUSOES

A analise dos resultados e observacdes experimentais desenvolvidas neste

trabalho levam as seguintes conclusoes:

e A producdo de dextrana-sacarase mostrou-se eficiente com o processo de

batelada alimentada, onde conseguiu-se um maximo de 160.000 UDS;

e O processo de purificagdo da enzima dextrana-sacarase e adicdo de Ca'"
ocasionou um ganho de 64% na atividade da enzima;

e No processo de sintese enzimatica de dextrana a concentragao inicial de 50
g/L de sacarose apresentou a mesma produtividade e um maior rendimento
de dextrana de alta massa molecular, quando comparada com a
concentracao inicial de 100 g/L de sacarose;

e A sintese enzimatica com enzima purificada apresentou rendimento de
dextrana de alta massa molecular de 67% superior ao processo de sintese
enzimatica com enzima bruta e rendimento de frutose de 90% superior ao

processo convencional;

e O acido sulfurico apresentou-se como um interferente do método de analise
da distribuicdo da massa molecular de dextrana por cromatografia de
permeagao em gel (GPC);

e A hidrolise acida para obtencao de dextrana clinica mostrou seus melhores
resultados de rendimento com temperatura 76°C e pH 1,0, num tempo de

processo de 4,5 horas;
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O processo de didlise mostrou-se eficaz na retirada do interferente;

O fracionamento e a fracdo clinica ndo mostraram resultados ideais para a
precipitagdo e purificagdo da dextrana clinica, porém servem como base

para trabalhos futuros.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos neste trabalho permitem que sejam feitas as seguintes

sugestoes:

e Estudar a utilizacdo de outro acido para a hidrolise da dextrana bruta
produzida na sintese enzimatica, objetivando a nao interferéncia na analise

de dextrana por cromatografia de permeagao em gel.

e Oftimizar as condigdes de hidrolise acida para obtengdo de um maior

rendimento de dextrana clinica;

e Estudar mais profundamente as condigdes de concentragbes de dextrana
em solucdo, temperatura e concentracdo de etanol para precipitacao seletiva

do polimero;

e Realizar testes e estabelecer as melhores condigoes de purificacao da
dextrana clinica com precipitagdes seletivas, levando em consideragao a

presenca de metais na solugao;

e Verificar o melhor método de separacio de frutose e testar a partir das

solugdes obtidas apos a precipitagdo da dextrana de interesse;

e Realizar um “Scale-up” do processo de obtencdo de dextrana clinica e

frutose a partir de sacarose.
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