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Neste trabalho realizou-se o estudo de glicosilaclo de
maltodextrina e pululana, utilizando a enziﬁa dextrana~sacarase
de leuconostor mesenteroides de NRLL B 542 . Empregou~se, no
acompanhaments das reagdes bioguimicas, a metodeologia de radios-
tividade através de sacarose marcada cem carhono 14, assim  como
cromatogradia de permeac3o em gel.

No estudo realizado com maltodextrina veri?iceu~se quE R
enzima dextrana-sacarase é incapaz de transferir a glicose conti-
da na molécula de sacarose para o pplissacarides. No Cas0 de pu-
lulana, apesar deg também nio ter sido cbservado a glicosilacgio
nps maléculas de pesc molecular elevado (ao redor de 308.000 dal-
tons}, houve indicios de que a glicosilag3o ocorreu em moldculas
de pululsna de peso molecular abaixo de 10,000 daltons. Observou-
se 'igual&ente neste caso, a formacl8o de dextrana de peso molecu-

lar abaixe de 10.60606 daltons.
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Susmary

In this work a study of the addition of glucose molecules in both
polyssaccharides, maltodextrin and pullulan was perFarmedA. The
enzyme dextransucrase from Leuconostoc mesenteroides NRRL B3i2 F
was utilized. The biochemical reactions were analysed by wmeans
of radicactivity techniques, using sucrose labed with Ciq.as well
as gel permeation chromstography.

It was observed thalt the enzyme dextransucrase was unable to
transfer units of glucose from sucrose molecules to the polyssac~
tharides bnth'maltedextrin and pullulan. On the other hand, it
was observed that smaller molecules of pullulan with less than
19.996 daltons, were possibly glucosilated. It was also noticed

that déxtran with less than 10.020 daltons was produced.



Os pciisgacaridea% s80 macrcmmlécﬁlas de origem natural,
conbecidos como gomas. Definida de maneira praticas e funcional,
uma goma ¢ um polimero que pode dissolver-se ou dispersar-se em
dgua para Formar solucdes, suspensBes viscosas ou gdis. Seus
usos tém sido bastente variados desde a antiguidade devido prin-
cipalmente a sua capacidade de alterar as propriedades da dgua
alterando sua viscosidade.

Sem ddvida algums, os polissacarideos mais estudsdos nos
dltimos ancos tém sido de origem microbiana, chamados de biapoli~
meros. Isto ocorre principalmente porque ps polissacarideos de
origem micvrobiana possuem propriedades que em alguns casps, supe-—
ram em caratteristicas funcionais as gomas de origem vegetal, de
algas @ sintéticas.

filgumas wvantagens na producio de biopolimeros podem ser

titadas, como:

~ sua produ¢do niEo depende de condic¢Bes climiaticas.

~ podem produzir-se em zohas onde as tondigdes n§o permi-
tem o desenvolvimento de gomas naturais.

- usp de matérias-primas regsionais.

~ & escala de produciEo depende somente do mercado

= consegue—se malor uniformidsde em suas propriededes,
pureza e caracteristicas de qualidade, ji que em geral
sua biossintese € muito especifica podendo—se controlar

paré@metros como: pH, temperatura, tempo de fernentaclo,



composicdo do meio e indculo, agitagdo e aeraclo.

- permite slterar potencialmente as caracterisficas dosg
microofganismaﬁ produtores com a finalidade de mplhorar
B preduc§0 ¢ obter pru#riedadea especiais, O que ¢ pra-
ticamente impossivel com as demais gomas naturais.

- facilidade de obtengiBo de polissacaridens com pesos e
estruturas moleculares diferentes, alterando-se as con-

digtes de fermentacio.

Entre_as desvantagens tem-se o0 alto custo das plantas de
processo, devido ao investimento inicial na aquisigSe ¢ instala-
gga dos equipamentos.

Em 1984 a venda de biopolimeros nn.munda foi estimuada enm
108 2 BOO milhbes de ddlares e em 1987 ao redor de 300 milhdes de
dolares.

O biopolimeros devem ter propriedades tais que os tor-
nem competitivos e atraentes em relagBo aos polissacarideos de
vegetais e algas. Essas propriedades incluem: alta viscosidade
ou poder gelificante, compatibilidade com uma ampla variedade de
suis. faixa de pH e temperatura, alta solubilidade em sgua & si-
nergismp com outros polissacaridens. A possibilidade de se obter
um custo mais atrativo através de uma produclo e fecuperacﬁu efi-
cazes € o objetivo dos estudos de otimizag¥o do processo na ob-
tenc3o do biopolimerc. & masioria deles tem em comum as seguintes
propriedades ou condi¢Bes de produg¥o: sHo compostos nBo tdxicos
produzidos extracelularmente em fermentagloc aerdbica em batelada

par microorganismos nio patogénicos, com uma eficidrncia em torno



£

de S0%.
Os biopolimeros de interesse comercial podem ser classi-—

ficados em:

1 - Polissacarideos nedtros
1.1 ~ Biopolimeros de origem bacteriana
~ dextranza
- "gurdlan”
i.2 - Biopolimeros de origem fdngica
- pululansa : : ERRETR

- “"stleroglucan”

£ ~ Polissacarideos Anifnicos
~ Xantana
~ Alginato (bacteriano)
-~ Biopolimero de Arthrobacter ap

0

- de Beijerinckisz indics

.

- de Erwinia tahitica

LE}

- de Pseudomonas sp

Rpesar da grande quantidade de polissacaridess microbia-
nos pesquisados, somente dois deles, xantana e dexirana, sio pro-~
duzidos industrialmente. Isto se deve ao fato de que 0 poligssaca-
ridec deve ter vantagens tdcnicas e econdmicas para que possa
substituir a custos similares algumas das gomas ja existentes.

No momento s xantana € ainda o dnico biopolimero comer-

cializsdo que divide uma significante tatia do mevrcado, dominado



atualmente pelos derivados de gomas de plantas & algas. A& produ-
cie de wxantana foi de 5080 toneladas em 1979 e de P0AGRE tonela~-
das em 1984. Por outro lado, a pragucﬁa de dextrana, outro bio-
polimero de grande aplicaglo, estd estimada em 2020 toneladas
anuais. Ds principais produtores deste biopolimero s3on: Alemanka
Ocidental, Estados Unidos, Inglatérra, Holanda, Japdo, URSS e
Suiga.

f dextrana € ogutro biopolimerc de grande intgresse comer~
cial devido a sua grande aplicabilidade tanto na inddstria farma-
cButica, aquimica, petreoquimica ou de alimentos. Iniciaimente,
e¢la desperiou grande interesse devido aos problemas que Ccausava
na industria agucareira entupindo peneiras, trocadores de calor e
provocando “espumas" de glta viscosidade (grandes bolhas) durante
o processo e produfgio de etanol. Vulgarmente nas usinzs de agid~
car e_élcool, sua contaminacfo ¢ chamada de formac8o de “canji-

e

A

fs aplicagles da dextrana estio diretamente relacionadas
com seu pese molecular, Com peso molecular superior a 23 milhdes
de daltons pade ser empregada na extracSo de petrdleoc como lama
de impermeabilizagio e iubrificacﬁa, oy ainda na recuperacio so-
cunddria de petroleo de alta viscosidade., A dextrana de peso mo-
lecular medio & uszda na inddstria de alimentos como estabilizan-
te, gelificante e agente de textura. Na inddstria quimica tem
seu  usp na purificagfo de produtos bicldgicos, usada como gel em
cromatografia de permeagSo e, na inddstria  farmac8utice, como
substdncis de encapsulacHo e vetor de medicamentos. A  dextrana

de baixe peso molecular & usada na inddstria  Ffarmacfutica ha



&

mals de trinta anos. Conforme o sey peso molecular ela pode ser
usada como substitdta do plasma sanguinep (7¢.60¢) onu com a fina-
lidade de aumentar a fluidez do sangue (42,008} .

& sintese da dextrana se faz gracas & a¢fo de uma enzima
extracelular -dextrana-sacarase - ou &-(i~&)~D-glucan-D-¥fruto-
se-2-D-glucosil transferase. U mecanismo de agdo da enzima ten
sido muito'&iscutido nos ultimos 30 anos, Meios reacionais, com-
preendendp sacarése como substrato, aloguns receptores tais coumo
maitc%e, isopmaltose, nigerose & outroe 2 2 enzima dexbtrans-saca-
rase foram estudados parz melhor compreender o mecanismeo ds rea-
-gEp. (Ohservou-se que a presenga de certos receptores aumenta a
velocidade de reac3o e provoca 3 formaglo de grande gquantidade de
oligossacarideos.

0 poder receptér de indmeros monossacarideos e dissaca-
rideos tem merecido bastante aten¢So, porem a-glicosila¢io de re-
ceptores de peso moleculares mais elevados, tem sido rvaramente
extudads.

Nas reaclies de glicosilac8o de oligossacarideons, nio so
a madi?icacﬁn do mesmo tem interesse comercial, como também a
produgdo de dextrana e frutose que 80 obtidas paralelaménte du—
rante a reacBo. Existe ainda, o interesse cientifico de verifi-
car se & enzima pode realmente promover tal vrea¢do, possibilitan-
do wmodificar polissacaridos bioguimicamente. Desta forma, este
netode se apresentaria como uma alternativa aos métodos quimicos
de modificaglo usualmente empregados.

0 objetivo deste trabalhq ¢ portanto de egstudar a  agio

da enzima dextrana-sacarase na presenga de sacarose £ polissata~



rideos, no presente caso pululanz e maltodextrina, com vistas a
promover a transfteréncia da nolécula de glicose vontide na sata-
rose para a molécula do poplissscarideon.

A metodologia utilizada para acompanhar 0s ensaios foi a
de cromatografia de permeacdo em gel (GPL) e sacarose radioativa
uniformemente marcada com Ci4 para ¥facilitar a detecgio da glico-

silagdo.

2.1- Aspectns Gerals:

0 termo dextrana foli utilizado pela primeira wvez em 1874
gquando SQHEIBLER notou uma turvacio nos HBYOPES de betervraba €
can; de agdcar. Anteriormente PASTEUR em 1861 demonsirou gue
estas substdncias viscosas eram causadas pela aglo de microorga-
nismos & em 1878 VAN TIEGHEM ahamgu'a h&a?éig;fé§usadora deste
fendmeno de Leuconostoc meséﬁtérnidéél N | -

0 microorganismo Leuconostoc mesentercides ¢ gram.?aaiti_
vo, anaerdbic facultstive, sem mobilidade ®# n3o forma esporas,
classificado como:

- GQrUupo: Strepltococceas
- familia: Lactobacillaceze

~ génera: Lesuconostoc : .

- pupecie: pesenteroidss



Outros micrnurganismas tambem podem produzir “dextrana’,
povem nSo se tem suas caraéterfsticaﬁ € proprisdades especificas
bem definidas. Freguentemente usam o termo "dextrana” quando nio
se tem ums definigio clara de suas propriedades quimicas e de sua
origem bacteriana (1). Poreém a maioria dos trabslhos publicados
recentemente conduzem seus experimentos com linhagens de leuco-
nostoc mesenteraoides ¢ em particular =& NRRL B BigF.

A dextrana ¢ um homopnlissacariden {E); classificade no
arupo dos hiopolimercos gor ter uma origem microbiana, formado por
grande aquantidade de residuos o-D-glucopiranosil, através de 1i-
gacdes a~{i~&}, a-(i-23}, o-{1-3) eqg (i-4). A mrioria das dexira-
nas conhecidas tem uma cadeia principal linear, formads por Yiga-—-
ces a—-{1-4&} apresentando diversidades quanto & propor¢do das ou-
tras ligacBes € graus de ramificagbes.

A sintese de dextrana se dé pela mcdo de uﬁa enzima  ex-
traee}uiar - dextrana-sacarase - pu G-(i-&¥~D-glucan~I-frutose-2-

D-glucosiltransferase (EC.2.4.1.5) como mostra a seguinte reagio:

dextrana :
nSacaroses mmemmmed - {glicoseldy, + nFrutose
sacarase

A enzima dextrana-sacarase foi éencminada pory Hestrin e
Arineri-Shapiro em 1944 segundo NEELY (24). Ela é classi%icada
come sendo um memnbro das transglicosidases, indicando gque 2 enzi-
ma catalisa erclusivamente a sintese de cadeias de unidades a-~D-
glicopiranosil com ligaghes O=-(4{-56).

| ds caracteristicas da dextrana quanto so tipe de ligacﬁo

enistente ¢ o gray de ramificaclo, dependenm nuito do microrganis-

mo produtor.



Inumeras bactérias produxem dextrana extracelular. Estas

bactériae 80 agrupadas na familis Lactobacillaceaw e mais espe-—
cificamente nos gfneros Lac{ahacillus, Strepltococous e Leuycanng—
toc, A tabela 1 extralda de um artigo de SIDEBDTHAM (39) mpre-
senta alguns destes microorganismos produtores, & a variagdo da

porcentagem das ligagDes das respectivas dextranasn.

Tabele §; Porcentagem de ligagdes al¥a enkre os residuns glicosideos das

dextranas de diferentes linhagens £ sicroorganismcs,

. DEXTRaNA .
% de ligasbes entre os residuos D-glicopivanosil
Hicroorganismn i~4é& 1 - 4 i -3 1 -~ B
L. mesenterocides
NRRL. B - 312 95 - 5 -
B-52a8 93 3 4
B-74¢25 ' &4 B 8 -
B-74CL 93 4 - -
Bi0s4 90 2 3 -
B-12995 34 - 7 36
B-1899L 49 - 9 ac
B~-13555 . 33 - 47 -
B-13758 84,5 i 14,5 -
B~1413 87 12,8 e.9 -
B~-1414 83 7 ie -
IFO 1237¢ ¥4 - &
SF 4 95 - 5 -
44 ' 71 - et -
8. mutans
Mz 176 ié - 84 ~-
Ingbritt 4 a7 - 42,59 -
8. sanguis
ned g - 4B -
Complexo Tipib 90 4,8 8,5 -

B Também chamado cowmo L. dextranicum
b {actobacilius brevis / Baccharomyces cerevisiae



A utilizacdo de varios substratos tem side objeto de es-
tudos na tentativa de melhor compreender o mecanismo de aclo da
dextrana-sacarase. GRIER g MAYER,; JUNG 2 MAYER (6,12) utilizando
a2 enzima dexitrana—-sacarase de Streptococcus sanguls realizaram
varios estudos de cinetica enzimdtica na presenga de sacarpse e
fluorcacdcares comoe substratos. 0Os resultadeos obtidos mestraram
que a similaridade das constantes cineéticas sugere gque e-i-fluo~
roglicose @ um substrato alternativo razodavel para a sacarose.

Entretanto, até o momento, toda a dextrana comercial @
sintetizada por via enzimatica, na presenga ou auséncia de cdlu-
las, usando a sacarose como substrato (38). Ume caracteristica
bastante dtil no processo de produclo € que tanto a dextrana como
a dextranz~sacarase sio exoce]ulares, facilitando os processos de
extracio (37). Ji que o mecanismo envolve apenas uma enzima, sem
intermediarios, a sintese “in vitro” & conduzida com relativa fa-
tilidadé, bastando isolar a enzima e colocd~la em contato com a

sacarose em condigies controladas de temperatura e pH.
2.2~ aplicagles:

& dextrana surgiu primeiramente como um grande problema
nas industrias de agucar, devido as transformacfes que ocorriam
nos caldos sgucarados acarvretando um aumentn da viscosidade, for-
magio de peliculas & aparecimento de sabor amasrgoe. Até hoje, es-
tudos s8o realizados visando a producio delenziﬁas que degradem z

dextrana, ou seja as dextranases {(18,1%).
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Por outro lado, a dextrana ¢ atualmente um dos polissaca-
rideos mais estudados devido & sua grande aplicabilidade tanto na
indﬁstria farmacéutica, quimica, petroaquimica ou de alimentos.
Varias patentes para a producBo de dextrana ja foram registradas
(24).

f dextrana possui algumas caracteristicas especificas ga-
rantindo seu #spacp nas aplicacbes industriaie, onde ndo se en-
contram substitutos adequados (447,

f clagsificagio da utilizaclo da dextrana torna~se mais

$dcil quandp € feita pelo seu pesd molecular:

- Extragio de petrdleo de alta viscosidade: g utilizada
para COmRPOr A lama de perfuraclo 2 tambdm na recupera-
c8n secunddria do petrolen. FEm Cuba, na década de 50,
praticamente tonda a dextrana produzida era destinada a

extragBo de petrdlen (17).

h ~ Peso molerular medio:

~ Inddstria de Alimentos:

agente gelificante em geleias ¢ aomas de mAasCcar.

- inibidor da formaclo de cristais e mantenedor do vo-
lume em sorvebes.

-~ inibidor da crigtalizacﬁn,.hamﬁgeneizadcr £ CEpPEesSaEn-
te gm doces & ravopes,.

~ agente estabilizante em composicio de toherturas.

- agente espessante em pudins.
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-~ Industria Quimica:
~ obtencio de redes mpleculares - gel de dextrana con
ligaches cruzadas: usados para enchimento de colunas
em cromastogratia de exclusio molecular (38). Frodutos
mais conhecidas: BEPHADEX e DBEAE-DEXTRANA.
-~ producdo de soda: precipitaglo de impurezas através
‘de complexos. |

- producio de aluminio: zgente de sedimentagio.

¢ ~ Baiwxo Pesg Molecular:

Na inddstria farmacéutica a dextrana de baixo peso mole-
cular tem seu malior uso, tendo sidé introdurida ha mais de 39
anos. Conforme o seu peso molecular gla pode ser usada como ex-
pansor do plssma sanguines (7¢.200) ou tom a finalidade de aumen-
tar a fluidez do sangus (40.€00) (38). Ela € cowmpletamente me-
tabolizada no organismo e nio apresents efeitos toxicos ou aleér-
giros, Estes efeitos aparecem, com a dexbrana de alto peso mole-
cular, ou com alto grau de ramificaclo.

Em solucdo salina isotdnica a &% p/v 2 dextrana de baixo
peso mnletular apresenta popriedades coloidais, osmoticas e reo-

1dgicas, semolhantes is proteinas do plasma sanguinegsn. As vanta-

gens de sua utiliza¢8o estio relacionadas pela sus capacidade

gyanto a:
~ gatabilidade & esterilizagho.
~ independéncia do tipo sanguineé do paciente.
-~ livre de doencas transmissiveis,
~ baixa incid@ncia de reacles adversas.

Outros derivados da dextrans dteis na medicina sBo:
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Pextrana-Sulfato: apresenta propriedades anti-consulan-

tes (23).

Dextrana-Ferro: o complexo formado da dextranz com Ion

Fett & estdvel e tem sido utilizado com sucessp no tra-

tamento de anemias gm animails e seres humanos (1), Esta

complexacin dificilmente € conseguida com outrps car-

boidratos.

2.3~ Processo de ghtenclo da dextrana:

Exictem atualmente dois processos industriais de producio

de dextrana

&

(%]

sendo que as etapas principais sio:
Fermentagio

- crescimento celular

- producio da enzima

- producio da dextrana

Hidrélise: enzimdtica, dcida ou ultrassom
Fracionzmento

Secagem
Processo Convencinnal de Produclo de Dexbtrana:

metodo mais tradicional, e congiste em produzir dex—

tranz em presenca de celulas de Leuconostoc mesentoroides em meio

de cultura contendo sacarose enriquecido com ocutros nulrientes.

Frige pouco controle alem da temperatura. Este processo tem um

baixo rendimento aléwm de ser altamente dispendioso pela necessi-
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dade de purificacic e fracionamento. Pordm, a major parte da
producio industrial & feita por esse pProcesso.

JEANES (9) descreve as condigles de cultura para a produ-
¢80 de trés diferentes dextranas: duas hidrossoldveis (HRRL B-512
e B-1146) e uma insoluvel em dgua (B-3523). Para o L. mesenteroi-

des B-512 as condigdes de cultura foram realizadas come segue:

-~ Meio de culturs: 100y sacarose; 2,5 g de e#trato de levedu-
ra; ©,73 de sulfato de magnésio heptahidratado e 5,08 de
fosfato de potdssio monchbidsico em § litro de dgua destilada
{pH inicial ajustado a3 7,8&).

- Temperatura: B5°C durante toda a fermentaglo

- pH: cai de 7.¢ para 4,8 quando a fermentagio € intervompida,
coicidindo tom © pilCo maximo de viscosidade.

-~ feracio: n8o se mostrou favordvel,

~ Tempo: variaz de {8 3 30 horas,

~ Recuperaclo da dextrana: Para se extrair dextrana o meio
fermentado é diluide em dgua, centrifugado para separagio
das células e em seguida & dextrana ¢ precipitads pgla adi-
t¥o de etanol (atéd 45% v/v), Recuperado por centrifugagio,
o produto é dissolvido em dgua e novamente pracipitadoe com
dlzool. D produto final € chamado de dextrana nativa. Nes-
tas condicBes € um polimerc de alto peso molecular, podende
alcancar a2tg cem milhOes de daltons. O rendimento, em rela~
c30 A eacarose inicial chega proximo a 25%. Para fing ¢li-
nicos, a dextrana nativa passa por processes de hidrolise e

fracionamento para se chegar no final com um produtoc de peso
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molecular baixo e uniforme.

b - ProducBo de Dewivana Via Enzimdiica

0 método consiste em separar & enzima contida no meio de
cultura e fazé-la agir “"in vitro” comp forma de obter o produto.
Este processo tem a3 vantagem de proporcionay um controle mas ri-
goroso durante a fase de fermentaglo e sintese de dextréna resul-
tando num meio mais aperfeigoado, rentdvel e racional de obtenclo
do polissacarideo. Dentre outras vantagens, a simplificagfo do
processe de purificacio, e maior rendimento foram apontadas por
JEBNES (10,14

0 rendimento tedrico da sintese € de 108% em relacfo &
glicoge. Porém em condi¢8es industriais o rendimento € menor,
diminuindo com o aumento da concentragso inicial de sacarose, ob-
tan&a~sé produtos secunddrios. Mesmo na auséneia de células, =z
dextrana produzids ¢ de alto peso molecular exigindo as etapas de
hidrdlise e fracionamento para os ;EDS farmacéuticos (1). A pro-
dugio de dextrana por esta via, permite ainda obler simultanga~-

mente a frutose, agucar de grande valor comercial.

¢ - Produclo por enzima imobilizada:

Um terceiro método, ainda em fase de desenvolvimento,

consiste nz produciEo de dextrana pov enzima imobilizsde.
& muito interessante controlar a sintese de dextrana em

termos do seu peso mplecular j& que as suas diversas ubtilizacdes



est8o diretamente relacionadas aa% diferentes pesos mouieculares.
Isso euige um controle de uma serie de fatores como: concentracio
do substrato, tempo de reacdo, forga ibnica, tipo de receptores,
concentragfio dos receptores, atividade enzimatica, {emperatura e
pH.

{) segundo processo descrito embora exija uma tecnoliogia
mais sofisticada e investimento inicial maior, €& aquele gque torna

possivel o controle dos diversos par@metros citados.

2.4.1- Produgio:

A goextrana-sacarase produzida por Leuconostor mesenteroi-
des B-518F ¢ uma enzima indutiva, e o dnico indutor conhecido € =
sacarosé (P53, wutilizada tawmbheém como fonte de carbono. Qutros
acucares como glicpse, frutose, manose, lactose, elc, prowmovem um
crescimento vegetativo normal, no entanto nfo hd producBo de en-
zima {(1é},

Diversos fTatores influenciam na producio de dextrana-sa-
carase. & concentracio de sacarose variande de €,3 a 33X aumenta
2 atividade enzimdtice méxima de &6 a 128¢ UDBS/ml, no entanto, aci-
ma de 2% devideo 3 producSo de dextrana hi um aumento excessivo na
viscosidade, dificultando a separagio das células (41). O pég—
quisadores consideram gue a concentragdo dtima de sacarose & de

£% .
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Agua de wmaceragdo de milho ou exirato de levedura (2%)
sdo nutrientes essenciais que servem como fonte de nitrogénio,
vitaminas e demais fatores de crescimento. & substituicBe par-
cial da fonte de nitrogsénio por fosfato de ambnia resuliou numa
queda  acentuads da_atividada enzimdtica, peio aumento da concen~-
tragio dos ions ambnio (441},

0 meio de cultura deve ser suplementado ¢om solugio de
sais contendo: sulfato de magnésic heptabidratado, cloreto de sd-
dic, sulfato de mangands e sulfato ferroso (1).

QUEIRDZ (2%9) estudou a adigBo de melago e dgus de macera-
¢cao de milho como fontes de carbqnu e nitrogénio respectivamente.
0Os resultados wmostravram que o melago € ums boa alternativa na
substituiscin de sacarose suprindo ainda a necessidade de adigio
de sais. Porém a subgtifuicﬁc do extrato de levedurs por dgua de
macera¢cio de milho ndo proprorcionou nenhum incremento significa~-
tivé na praducﬁé de dextrana~sacarase.

LOPES (16) verificou que a adicBo de cdlcio {clorete de
calcio) a €,05% promove uma melhor estabilidade da enzima purifi-
cada (1é7. ROBYT & WALSETH (34) estudaram ¢ efeito do calcio
most rando que acima de ©,1% o cresgscimento pode ser afetado ¢ =
at i@i’d&ﬁé"ér}é@;ﬁ-ét ica diminuida.

Qﬁaﬁééf'au pH, 2 produglo de dextrana—~sacarase € bastante
sensivel a este pardmetro. 0 valor otimo estd em torno de 6,7
sendo controlado pela adi¢Zo de hidrdxido de sodio durante a fer-
mentacio. Alguns pesguisadores estudando o efeito do pH, yeri?i“
caram que 2 adig3o de fosfato (4-B%) ao meio de cultura, atuando

como um tamponante, evilta guedas bruscas de pH, mesmo quando o
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controle ¢ avtomitico {467,

A faixs de temperatuvra & de 23-87%, sendo gue na maioria
dos trabalhos publicrados a tempevatura foi controlada em 2520,

fi zgitagio deve ser suficiente para manter a homogeneida-
de, evitando a sedimentagdo (100-269 rpm).

1 Leuronostoc mesenteroides £ uma bactéria aerdbica fa-
cultativae, desenvolvendo-se bem em anaerobiose. & injeg¢io de
oxigénio puro, ou de dioxido de carbono inibe o crescimento.
Quandé uma pequeni guantidade de ar € injetada (€,1 VUM a produ-
¢80 de dextrana aumenta & sem aeragiao 3 producBo de enzima € di-
minuida (17,

Ho  processe de producio de dextrana-~sacarase por fermen-—
tac8n descontinua nessas condicdes, obtinha-se uma atividade en-
zimatica média entre 5@ a 7¢ UDS/ml no meio da culfura, com 24
horas de fermentagdo nido ultrapassando 120 UDS/ml. Em 1¢79, LD-
PES (14) utilizando~se de um sistema semidescontinuc com adigdo
continua de sacarose (28 g/1) atingiu 182 UDS/ml no meio de cul-
tura apds 10 horas de fermentaglo. Esta inovagdo representou um
aumento na produtividade bem superior as atingidas pﬁr outros
_pesquisadmrea.

Os primeiros estudos realizados sobre a produgsdo de dew-—
frana—gSacarase por ?erﬁentaqﬁu continua foram bastante desanima-
dores. LAWFORD e colaboradores (45) em 1979, ndo conseguivam ne-
nhuma =atividade enzimatica no efluenie trabalhando-se com  taxas
de diluig8o abaixo de €,8/h. A concentragBo mdxima atingida foi

de ¢,8 UDS/m! com 9,53/h de taxa de diluicdp.



i8 .

Em 1984, PAUL e colaboradores (2&) usandm.a mesma linha-
gem, Leuconostoc mesenteroides BSIEF, obtiveram uma concenlragino
mixima e 7O UDS/ml A uma taxa de dilaicﬁ& de ©,4/h, resultando
puma produtividade ainda maior (trés vezes aproximadamente) & ob-

tida em Termentacie semi-continua (adigBo continua de sacarose)

por LOPES (16).
2.4.8~ Propriedades:

A composicio quimica & 0 peso molecular da dextrana-saca-
rase € ainda, motive de nmuitas discussles e diuvidas.

Ewm 1975, estudando os efeitos de fons metdlicos, ITAYA e
YaMaMOTO (8) sugerivam ser a dextrana-sacarase uma mebaloenzima.
Acreditavam, que 05 ions metdalicos agiam como cofatores ¢ pos-
sutam umle%eito gstabilizante. Trabalhos mais recentes (22,27}
mostram  que a enzima nXo necessita desses ions para sintetizar a
dextrana. Porém eles podem possuir um feito estabilizante & ati-
vedor.

Fotudando a inibi¢¥e da dentrana-sacarase pelos ions de
metais pesados, MILLER e ROBYT (29 demonsltraram que o Zinco pos-
sui um fJorte efeito inibidor mesmo em baixas concentracdes
{16 mMy.

ROBYT ¢(35) submeteu a enzims purificads 3 hidrolise deida
d&ﬁonstrandﬁ que a fraglo de carboidratos era constituida princi-
palmente de manose. A adicdo de cencavalina A dinativa totalmente
a enzimsz, levando ¢ auter a conclair que s enzima era uma glico-

proteina, pois & concavaling tem a capacidade de se complexar com
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glicoproteinas gque possuenm residuons de D-manose.

0 pesn rolecular da dextvana~sacarase £ bastante dificil
de ser determinado, Ja que\uma parte de de#traﬂa permanecs ligada
a enzima.

EBEET & SCHENKE (3) avaliaram um peso moleculay  de
£66.000 daltons para a dexbtrana. KOBAYASHI e MATSUDA (14) usando
dextranazes come forme de eliminar a dextrana ligada &2 enzima ob-
tiveram um peso molscular equivalente a 65.000 daltons. Utili~
zando-se de uma metodologia mals sofisticada de purificagio, MIbL-
LER £ colaboradores (21} conseguiram obter uma enzima com teores
de cavboidrato abaixo de $4 & peso molecular ao redor de 189.4866.
PBevido aos baixos fepores de carbolidratos obtidos neste processo,
os autores colocaram em questio o fato da enzims ser uma glico-
proteina.

Gé parametros de temperaturz ¢ pH visando a2 otimizsclo ds
acho da enzima foram bastante sstudados. Verificou—se que a abi-~
vidade maxima oacorre por volta de 38°PC (73, com um pH Stimo em
torno de 5.2.

Quanto a manutenglo da enzima, a melhor forma de estoca-
gem & liefilizada, a temperatura abaixo de 3°C, mantendo~-se sua

atividade por varios anog,

£.4.53~ Definigles de atividade de dextrann-8acarage:

f unidade de dextrana-sacavase (UDS) fol definida coma a
gquantidade de egnziwas que converte img de sacarose em dextranz, em

uma kora, liberando ©,5Pmg de frutose, z pH 5,2 com tampio aceta-
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to e temperatura de 38CC (7)),

LAUFORD, RKLINGERMEN e WILLIAMS {133 sxpressanm a atividade
enzimatica em micvrogramas de agdcar vedutor produzidos por minuto
po mililitro, a pH 5,3 & temperatura de 3090, ROBYT e WALSETH
{33 definiram 3 unidade dextrana-sacarase, como a guantidade de
gnzima gque incorpova I micvomole de D-glucose na cadeia do polis-
sacarides em i minuto a pH 5,8 e temperatura de 259C,

& diversidade nas condictes do teste para medivy a2 ativi-
dade.enzimética da dextrana-sacarase dificulta muite 2 compara-
g0 dos resultados obtidos por diferentes autores, J2& aque nBo se
pode estahelecer uma equivaléncia entre as wesmas.

KaBOLI e REILLY (13) definem uma unidads (), comoe sendo
a quantidade de enzima que libera 1 micromole de agucar redutor
em 4 winuto, a pH 5,2 v temperatura de 39°C. Agsim, 11U = 20,27
unsg.

‘Na maioria dos trabalhos publicados a unidade enzimdtica

& expresss em UDS., No entanto, mais recentemente a defini¢io da~

da por KARDLI e REILLY vem sendo utilizada.

2.9~ Hecaniswo de Agio da Dextrana-sacarase;

0 mecanismo de ag2o da dextrana-sacarase tewm sido wsuitos
discutido nos dliimos 36 anps. ALSOP (13 relata que em 1944
quandn dextrana-sacarase foi descoberta, Cori e Cori trabalhavam
com a sintese da.glicngénia 2 Haynes estudava a sintese de amido.
Eles. acreditavam que & formacdo da cadela molecular se dava pelsa

adicin de glicose 2 partir da d-glicose-i-fosfato na extremidade



nio redutors da cadeia em crescimento. Mais tarde ficou demons-
trado que agucares fosforilados nBo estavam envolvidos na sinte-
€.

Na discussfo do mecanismo de reaglo muitas ddvidas neces-~

gitavam ser esclarecidas. Dentre elas:

i- A reacfo se dd em cadeiz simples ou miltipla?

e~ 0 infcio de polimerizagdo necessits &e um indutor?

3~ @ cadeia cresce pela extremidade redutora ou nio redu-
tora da molécula?

Como para o ciclo de crescimento; cual & 0 mecanismo,

I
i

qual € o receptor de moléculas?
S5~ Como sho formadas 3s ramificacBes? Mais que uma enzima

& envolvida?

Em 4960, HNEELY (24) propds um mecanismp que explica a
formagio da cadeia principal, mas ndc as ramificagdes. A enzima
teria dois sitios ativos: doador (d) e receptor (M), D cresci-
mento do polissacarideo se daria a partir da extremidade nio re-

dutors, envolvendo as seguintes eizpas:

i~ ligaclo simultidnea de duas moldculas de sacarcse 20s

| dois sitios atives ¢ e M. A moleécula ligada ao sitio

d seris doadors de vesiduos D-glucopiranosil € a outra
molédrula receptora iniciarias a cadeia.

2~ transferéncia do grupo D-glucopiranosil da sacarose,

ligads a oubtro d, para 2 sacarose ligada aco sitio M,
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liberando uma molécula de frutose.

3~ Bucessivas transferéncias de grupos D-glucopirancsil
da sacarose para o final nEo redutor da cadeia e
crescimento, ligado ao sitio M, formando lYigagdes
o ~(1-8).

4~ disspciacdo ou  inativacdo do complexp dextranosil,

terminando 3 sintese da molécula de dextyana.

EBERT e SCHENKS(BY em 1946B, adwitiram a hipdless dos dois
sitios ativos da enzima, poreém sugeriram UM MECARiSMO noO aual o
cyescimento da tadeia sg efetuava pela extresidade redutora da
glicose. Enm seus estudos, concluiram que n8c ¢ necessdrio "ati-
vadores” para iniciar o crescimento do polimerc,

ROBYT e calabofadsrﬂs {36,34,32 ¢ 343 utilizando~se de
metpdologia de carbono marcado, publicaram uma série de trabalhos
demonstrando o mecanismo de agio catalitica da dextrana-sacarase.

A oglicose & acrescentada entre a eﬁzima_e a dexnltrana por um ata-
que nuclecfilico do oxigénio ligado ao carbono & da glicose sobre
o carbong 1§ da dextrana,'para fovrmar uma ligag¢io glicosidica
a—{3i-47). Um grupo nucleofilico do sitio ativo da enzima &€ entdo
liberado ® permite a hidrdlise da sacarose e a formagSo de um
complexo glicosil-enzima. 0O oxigénio ligado 2o carbono & da gli-
cose repebte o mecanismo atacando o carbono § da dextrana.

Fste mecanismo ccorrve devido aos dols grupos zataliticgs
equivalentes da enzima (Xg e XpJ. Np inicio da reagdo, os dois

agrupss atacem a3 sacarose ohtendp-se os complexns glicosidicos.



Imediatamente apods, o oxigénio ligado ao carbono & de um
desees £ grupos efebtus um ataque nucleofilico sobre o carbono ¢
do oulro grupo.

0 mecanismo se repete, o0s 2 grupos cataliticos formam
complexns covalentes, alternativamente com glicvose e dentrana. A
figurz 1 apresenta o esquema proposto por ROBYT (301,

fluandoe o receptor natural (glicose ou frutose)? estiver
numa concentragio suficiente para concorrer ao nivel do sitio
ativa.cnm a sacarpse, a dextrana € libevada cessando o alongamen-
to da tadeian. Neste mecanisso, um grupo hidroxila do receptor

efetua um ataque nuclieofilico sohre o carbono i da ¢cadeia da dewx~

trana.
Id 4
O::‘(] O‘;\‘Q
@
X, X0 Xff}43 X0
GHZ H
{ (;‘HZ TEMPQ
x% xg)O X5 C X040
O O
{ 1
O-<] ~SACAROSE X, , X~ $iTI08 ATIVOS
O~ GLICOSE ¢ ~ NUCLEOFILO
& — FRUTOSE
Figura 1: Fasquema do mecasnismo da agdo da dextrana~-sacarase pro-

posto por ROBYT (3@},

& biossintese das ligagdes 0—-(1i-3} {(ramificacles) foram

também estudadas por ROBYT {32). Ele demonstrou gue este tipo de

tigagho sg da quando um grupo hidroxila de carbono €3 da dextrana



livre em solugfo produz um ataque nucleofilico sobre o carbone Cf

na extremidade redutora do complexo dextranosili-enzima, liberando

& dextrana do complexo (Figura 2).

oleelole O

OH
g x

~OO0 =000

Figura #: Esquema do mecanismo de formacdo de ramificag8Ses pro-~

posto por ROBYT {38},

Alguns autores cqe,éax estudaram o efeito ds adi¢io de
carboidratos de baixo peso molecular no meit reacional sacarose-
de#tranawsacarase, com a inten¢gBo de wmelhor compreender ©  @eca-
nismo da reagdo. No entanto, observaram que a adiglo destes no
melie reacional provocava a prc.duc'z'io de dextranas de baivxo peso

moiecular. Aussim, estes carboidrates foram denominados de recep~



tores.

EBERT & SCHEMKS(3) utilizando vreceplores marrcades radios-
tivamente (£14) estudaram a cindtica da reagic ¢ 0s pesos molecu-
lares dos produtos obtidos., Us autores classificaram os recepto-
res e fortes, intermedidrios e fracas, de sroyrdo com sum capaci-
gade de ativar a enzima. Eles acreditam que a terminagio da ca-
deia se da pels quebra ds ligagHo entre a enzima & a cadeia enm
crescimento devido & acBo do receptor, que de%%az o complexo en-
zima-~cadeia, impedindo gue sste se refaga. A forwmagio de dewxtra-
na de baixo peso molecular na presenca do receptor ¢ explicadas
pela sus competicio com o substrato. Neste mesmo trabalbe propu-
seram um mecanismo para explicar a formagdn das ramificacdes.

Fstas eram obtidas pela aglo de molédculas de dextrana como re-
ceptor.

ROBYT (33) dando sequeéncia 3 seus estudos sobre ¢ meca-
nisme de agio da dextrans~sacarase, investigou o comportamento da
gnwime na presenca de receptores. O mecanismo proposto considers
que as hidroxilas dos receptores fazem um ataque nucledfilo e 1i~
heram 05 grupos aglicosil 2 dextvranosil da enzima, desfazendo o
canplexo, ftormando ligag8es glicusidicas, Qando cong  produtos,
respect ivamente, oligossacarideos e dextrana (Figura 3 - rea¢lio
A). An reagir e presencs de Sacarose, 0s grupos glicosil g dex-—
tranosil, s3p continuamente regengrados no si1tio ativo ¢ deslioca-
dos  pelo receplor. Assim, os rendimentos dos produtos da reaglo
com o receptor sio maiores do que quando a rescdio LCOYre na  au-
séncia de sacarose. Quando a concentraglo do primeivo oligossa-

rariden s torna suficientemente alta, £le ange como receptor dan-
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do origem a ocutro oligossacarideeo de maior cadeia, observando-se,

nesses  CAS0s, uma sg@rie de oligossacarideos homdlogos (Figura

3-reacic B).
%‘f&
o o 5P
i
) o -
Xg0t0%0 2
b §-6-010}0

gb"
REACAD A

REACAC B
O = Glicose g = Ligogdo X-1.3 (ramiticocdol

Glicose {aceptor) — Ligogdo (X~1,6

@
]

@ = Glicose com corbono XY, X5 =Sitios otivos
redutor

Figura 3: Esquema do meganismo para a rpagao dos receptores na sintese de

dextrana. (0s simbolos cheips representan unidades £I14) {(35).

Em 1983 ROBYT e EKLUND (34) estudaram o efeito de viarios

receptores usando sacarose 014 nas mesmas condigfes de temperatu~

ra, pH, substratos e concentragdes de receptores e dextrana-saca~
rase altamente purificada. Eles determinaram o ndmero de produ-
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tos formados para cada receptor, sua guantidade, & a quantidade
de dextrana formsda. #A eficiéncia relativa dos diferentes recep-
tores ftoi determinada pela comparagd3o da porcentagem de D-glicose
intorporada nos varips oligossacaridepos formados. @ incorporaclo
ou glicosilag3o quantitativa, pels dextranz~sacarase de B-5i2~F,
de DB-glicose a partir da sacavose nos oligossacarideos obtidos,
egstd resumida na figura 4 ¢ tabela 2 para 17 receptores estuda-
dos.

"Acceptar” ¢ 0 20 3D 40 50 60 70 80 30 100

1ELede ELlzatiar 933fLiitk Jprazare aa)iidae Jetgdled JaUELLIEE ATl

I . ik
jsomotiose |- oo 2 ITRENR A S
" Migerose

Methit o ~D-glucosidesd
1,5~ Anhidra - D= glucitol
- Glicose {1 l2]3m . . bi

Turonose [1kps

Mathil B-D-qlucosideo | ¢ i
Lactose | »

Celinbiose

D ~Frutose

Meiibiose

Rafinose |

{ ~Sorbose [}t
b-Mangse

- Goloctose i
D~Xitose .- &

Sem QCCeptor L Ll . oo TSN

AT TR e VAT ETED Bedt PETP T PLIgPEEa] JTTigebar Sekaalduy 1Al T T=d ThasT
i 20 30 40 %3 BD YO BO 80 W00

Totol D-17°C) glicose 1ncorperada (%)

Produtos obtidos do reapdo com receplor

D~ glicose jivre

il

Produtos ubtidos do frutose come regeptor

|

N

7

Dexirang

Figura 4: Distribui¢ie d=a D-L 4403 glicose da sacarose nos produtos de veacio
com o¢ receptores. (Dt produtes s3o mostrados segundo o aumento do

grau de polimerizacdo {d.p.)) {34}.



»ia 2 Porcentual

do total de B-glicose da sacarours,

doexirana~sacarase com receplores.

e ot parados nos produtoes de repgt

ceptor % glictose nos % glicose % B-glirose % leucrose Eficifnois
proﬁutos de reagio na dextrana Tivre e igomaliy relativa d
com receptor lose receptor
1t ose 73,3 18,9 5,% g, 6 100,86
senltose 67,8 26,2 6,8 ¢,8 gs8.7
1 Prose 43,9 48,7 6,3 1,4 58,1
ti1~ ~I-glicosideo 38,9 53,1 6.7 1,3 51,5
sranidro-B-glucitsl 22,6 49,8 5,9 1.5 29.%
giicose i2,9 77.% 7.4 2.1 17,4
rEnose 10,1 88,7 7.3 1.7 13,4
i1~ ~D-elicosideo 2,3 81,5 7.8 2,2 12,3
-tose | 8,4 82,1 7.5 2,3 19,7
lebiose 6,8 83,4 7.5 2,1 %,8
Frutose 4,8 B3,6 7.4 e,z &, 4
fenone 3,3 86,8 7,3 2,4 4,4
libiose 3.2 B87.4 7.2 2.2 4.2
sgvhose g,4 88,2 7,8 é,2 3,2
sanose 2.8 88,3 7,2 2,8 2. %
gaiactose i,3 BE,? 7.3 £,3 1.7
(3 lose ¢4 89,9 7,9 2,2 8.5
i [Recestar - 90,6 7.3 . 2,1 ~

—

retaciio zo valor maximo obtido pela malbose.
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Neste estudo, a razdo molar de receptor/sacarose foi 1:1
para todos os receptores. 4 maltose foi o re&eptor mais eficien—
te, sendo gue 73,54 dos grupos LO-glicosil da sararose foram adi-
cipnados A maltose pars formacio de oligossacaridecs ¢ graus de
polimerizagio (d.p.) de 3 3 8.

Ha sintese de dextrana obtida pela reaglo de dextrana-sa-
carvase de B-318F com sacarose, & leucrose (D-oa-D-glicopirznosil-
(1-3)~D-¥rutopivanvse) ¢ isomaltulose (0 O~D-glicopirancsil-
(i*b}éﬂ-frthFUTanoseﬁ 530 sempre observados como produtos em me-
nor quantidade. Eles s3o obtidos da reagio da D~frutose libherads
com grupo D-glicosil.

PAUL e crolaboradores (E2B) wverificaram o efeito da maltoss
aa cingtica da reaclo. Em presenca de malitose, a velocidade ma~
xima (V) da vreagdo Foi 3 vezes maior e a constante aparente de
Michaelis (Ky‘) aumentou de 12 mM a 163 mM gquando a concentracgdo
do feceptnr passou de € a 5468 mM (figura 3), Este aumento da ve-
locidade pode ser explicado pela alteracSo da etapa limitante.

De fato, durante 2 sintese de dextrans, a etapa limitante ¢ a
transferéneia da cadeia em crescimento de um sitio m outro da en~
zims. Para a reagSo com receptor, esta etapa tem menor importdn-
cim, sendo gue o rompimento da ligacioo-1-2 passa a ser a etapa

iimitante.
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Figura 3. Variagdo de V., e K, em fungdo da concentracSo da maltose como re-

ceptor.

0 interesse de modificar as propriedades fisico-quimicas

de polissacarideos via enzimdtica € cada vez maior, pois sdo mais
facilmente cronduzidas e menns drasticas que p metodolpgias quimi-
cas utilizadas. A enzims dextrana~sacarvase mostrou possuir um po-
tencial dg glicopsiltagfo em uma grande variedade de receptores,
Assim, alguns pesquisadores t8m usado esta enzima em ensaios de
giicoﬁilamga de proteinss e de outros oligossacarideos que nio
foram estudados no trabalho de ROBYT (3é&).

BESSIERE (4) investigou o potencial de glicosils¢lo da

dextrana—-sacarase em receptares protdicos { f~galactosidase). Neag-



te caso a glicosilacdo tinha como objetivo melhorar a estabilize-
¢330 e conservac8o da proteina, aumentar a solubilidade & estabi-
lidade térmica,. Foi usa&a 8 metadolagiadde cintilagio liquids
para detectar a incorporagao de slicose radicativa na B-gzliacto~
sidade. A separacan da dextrana-sacarase ¢ f-galactosidade foi
fepita por resina de trocws idnica. A interpretacio dos resultados
ficou muito dificil pois as duas enzimas possuem pontos isoelé-
tricos muito proximos. 0 autor considera gue putras enzimas camol
ribonucisase _bovina, mais Tacil! de separar da dextrana-sscarase,
devem ser testadas no estudo da glicosilagio. |

Qutro trabalho de glicosilagio utilizando a enzima
dextrana-sacarase para modificacBes em polissacarideos, foi rea~
lizado por TAILLANDER (40) no INSA-Tpulouse. MNeste caso, 3 pes-
quisadora também-teve problemas de metodologia para » detecelo da
adigio dé glicose. Em seu trabealho, foi ussde cromatografia de
perﬁeac%a em gel (GPL), determinando-se o tempo de reagdo ¢ mASSE
molar dos oligossacarideps. O principic do método baseava-se na
hipdtese de que a massa molar do oligossacarides aumentaris, di-
minuindo seu tempo de retenclo na coluna. Porém a metodologia

nS%o mostrou-se zadequadas e os resultados nd8o foram conclusivos.



3 ~ MATERIAIS E M£TDDOS:

3.4~ Ecquipamentoas utilizados:

~ Bomba peristdltica (baixa vazio)
Miniplus 2 ~ Bilson
— Coluna Pharmacia - Fine Chemicals
difm.=1,6cm; alt.=40cm e volume=Boml
~ Coletor de fracdo
FRAC-1¢¢, Pharmacia-Fine Chemicals
~ Refratometro diferencial
Waters Associated-R4€3
- Registrador
KIPP & ZONEN BD4@
- Ligquid Scintillation System
BECKMAN - L51881/3881/5801
- Spectrophotometer 4050 -~ UV/Visivel
KB -~ Biochrom
Ultrospec IX
~ Bilford Instrument - 24600
Hodel - 1@B84X1ied
Serial 74v¢

- 7e23B PLOTTER

HEWLETT -~ PaCKARD L0
~ Centrifuga refrigerada alta rotaglo
BECKMAN

- Yltrafilttro AMICON 84900



s £ Resgentes:

Pululana PI~20 (PHM=20680¢)
1ot nB PI 3e7e72
Hayashibara Biochemical Laborstoriess, INC
Maltodextrina (PH=30000)
Sociedade Roguette - France
Opti~Ffluor TH
(Hight flash-point liquid Scintiilation cocktwil for
aqueous and nonaguecus samples)
UNITED TECHNOLOGIES PACKARD
-amilase SIGMA (1,4- -D glucanchuwdrolase) EC 3.2.11
(A. orgzag) No. A-@273
Soluclo de sacarose radicativa (£14) uniformemente mar-
cada a 209 g/1
indice de radicatividade: 46 uli/ml
AMERSHAM France
dextranase AMAND B6BBIB/D 3800 U/m}
pululanase SIGHMA PRLEE
suspensao em (NH4)Y2804 3,2 M pH 4,0
dextrana~sacarase produzida, purificada & liofilizada

por AURIOL (3).
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3.3~ Métodos Analiticos:

3.3.1- Determinacio de Agucares Totais ~ Heétodo de Antrona:
| Reagente: @,2 v de antrona em 10¢ ml de dc. sulfdri-
co conc,
Curva Padrip com maltose de €,912 a €,12 g/
Procedimento: { ml de amostra + 2 ml do reagente ~~) 10
min. em banho-maria a temperatura de ebuli¢lipo --) res-

friar e ler a &B5 nm.

3.3.2~ Determinaclo de Proteina - Método de Lowry:

Reagentes: Sol. &: 2 ¢ de carbonato de sddio anidro
+ ©,92 g de tartafato duplo de sddin e potéssio +
i2¢ ml de N%DH 2, N
Sol. B: €,5 g de sulfato de cobre + Elgctas de
dcido sulfirico em 100 ml de 3dgua dest.
Sol. A + B: 50 ml de Sol. a_% i ml de sol. B
Procedimento: 1 ml de amostra + 3 ml de sol. A + B

agitar e esperar 118 min.

adicionar é,B mi de Folin

agitar & esperar 3¢ wmin

fer a 7290 nm

Curva Padrio com albuminag de €6 a 299 ug/s/mi

2.3.3~ Determinsgio de Atividade de Dexiranwse:
Curva Padr3o com maltose €,6 a 3 g/l usando o metodo

de DNS (3,5 dinitrosalicilice)



Procedimento: 3589 ul de sol. de maltose + 508 ul DNS
- 9 min. em banho-maria 2 temperaturs de ebuligio
-» resfriar e ler a 548 nm.

Medida da Altividade de Dextranase: 450 ul de dexira
na 49000 a 1¢ 9/l em tampin acetato 20 wM pH 5,2 +
5¢ ul de enzima s ser analisada) -} deiwxar a 3I78C
durante 40 min. ~) parar a reagdo com 500 ul de DNS
e colocar em banho-maria a temperatura de gbuligio

durante 9 min. —-) Ler a3 34¢ nn

3.3.4~ Determinacio da Atividade de Dextrana-Sacarase:

4 atividade da enzima dextrans-sacarase € deterwina-
da pela medida da frutose liberada no meio reacional, Para isso
foi utilizado o método dé kit enzimdtico da Boshringer que tem os
seguintes principins:

A alicrose & {frutose sS850 fosforiladas a glicose-&-fos-
fato (6-6~P) e frutose-é&-Ffosfate (F-6-P) na presenga da enzima

hexokinase (MK) e adenosina-S-trifosfato (ATP) (413,(2).

HK-

Blicose + ATP -~}  B-&~F + ADP {1}

HK

Frutose + &TP -=¥ ¥F-~4-P + ADP {23

Na presencga da enzima glicose~&~—-fosfate dehidrogena-

se {(G-&~P-DH}, B~&~P ¢ oxidada pela nicotinamida-adenina-dinu-
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cleotideo~fostato (NADP) para glucanato—é—-foesfatoe com a formaciHo
de nicptinamida-adenina-dinucleotiden~Tosfato reduzida  (MADPH)

(33.

G~&6~F + MNADP  —r—e—- } gluconato~é~Ffosfato + NADPH + H

(33

A quantidade de MADPH formada nesta reagSo € este-
quiometricamente igual 3 quantidade de glicose. NADPH ¢ determi-
nado pela medida de sua absorb8ncia a 340 nm. Na conclusio da
reagio (B), F-4-P & convertido a G-6-P pels fosfo-glicose~isome-

rase (PGI) (4).

Feb-P (===} G-6-P _ {4)

G~6~P reage com NADP formando gluconsto-4$-fosfato e
N&DPH, «que ¢ outra vez determinado. A quantidade de NAIFH obtido
nesta reaclio ¢ estequiometricamente igual a quantidade de fruto-
58 .

Preparacle do Kit Boehrinser:

Gal. 4: NADPH: 49,14 mg
ATP. 173,00 mg

Tampdn pH 7.46: 27 ml
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Spl 2. Hexokinase(i12786%): 143 pl
GSDPHILABBY S5 21 ul

dgua destilada: 466 ul

Spl. 3: PGisomerase{i28i3%): 143 ul
dgua destilada: 557 ul
I@mgig_gﬁﬂzméé Triethanolamine: Pé g
NaOH 2 N: 25,2 ml
MaCl2.6H2D: @¢,44 g
EDYA: 37 mg

agur «qsp: £59 ml

Procedimento:

Reacio: ©,1 ml de dextrana-sacarase + ©,3 ml de sa-

carose 41068 ga/1 (em tampdo acetato 20mM pH 5,20 a

3etC.

Retirou—-se aliquotas de 0,93 ml nos temppns de @, 4, B
g 12 min. e adicionou-se ¢,9 ml da sol.i1 + 1 ml de dgus destila-
da. Leu-se a absurbﬁﬁcia a 349 nm (Eo), adicionou-se 1® ul da
0l .2 e leu-se a 340 nm (E£1) ¢ entBo adicionou-se 1% ul da sol.3

e leu-se a 340 nm (E2).

A concentraglo de frutose € calculada:

£ B mmmmeme . A Afrutose
£E.d.v, 19028

onde: Abdfrutose = E2 ~ EU
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U = {1 w1l de dgua + ©,9 ml sol.1 + 0,909 ml amostra +
@,85i ml sol.2 + ¢,04 ml s01.3 = 4,57 ml
Mw = 188.148 g (peso molecular da frutose)

E = 6,3 (coeficiente de absor¢lo do NADPH a 346 nm)

g = 1 cm {comprimento dtice da cubeta)

v = 9,85 ml (volume de amostra)l
5,657
ent8o: £ {(g/1) 8 ———wmue . A Afrutose
46,3

fAssim o cdlerulo de atividade da dextrana-sacarase em 8,4

ml de reacio &

5,657  Adfrutose. i 2,6 106
Atividade (U/mll) = —=mee , e e L mem————— L
: . 46,3 At 186,146 @.,1.10¢¢0
Af
#tividade (Urfml) = 2.9 . =-—
At
Obs: - AAZA t = coetficiente angular do grdfico de (EE~E1) x t
-~ { UD8 = 1 mg sacarose consumida que libera 9,326 wg fru-
tose/h ou  9,0487 umol/min
- 31U = 4 umol/min de agdcar redutor liberado
- 1 U = 2@,52 UDS
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3.3.5~ Peterwinagio da glicosilaclo nos polissacarideos pe-

Io_wéﬁnde de cintilagio radioativa:

0 procedimento para utilizac3o desta metodologis
&€ bastante simples, exigindo apenas cuidados quanto & contamina-
30 pessoal & de.ambiente.

fs analises de determinacio de radiostividade eram
feitas imedistamente apds a coleta dag fragbes obtidas na coluna
de c%omatografia, e consistia em misturar { ml da ¥ragdoc {(amos-
tra) + 5 ml da misturaz opti-fluor em um tubo apropriado. Agita-
va-se bewm e colocava-se no aparelho parz medigio de radioativida~-
de. Os tubos eram descartados na lixeira radicativa.

A cintilagio ligquida envolve a deteccdo € contagem
do declineo da radigatividade. & amostra radivativa para ser ana-
lisada é "¢b1acada em contato com & "mistura de rintilagde” . =
gual contém um solvente, um emulsificador e fluer. Egsta mistu~
ra tonverite = energia da particula emitida durante o processo de
decaimento de radiontividade em luz, a gqual € detectada pelo apa-

relho. A luz é o resultado das seguintes interagdes:

~ parte da energia da particula carregada emitida
{emissBp B para o caso de C1i4) pelo processp de decaimento da
radioatividade & absorvida pela molérula do solvente tornando-as

excitadas.

~ # eneraia de excitacio € transferida para  outvas

moldculas do solvente e posteriormente transferida para @ molécu—



A

la de fluor tornando-a excitada.

-~ as molérulas de fluor excitadas retornam ao estado
inicial pela emissSo de luz., & luz € ent8o dirigida 3 célula fo-

toelétrica a qusl)l € convertida em pulsc (ou “count”) eléirico

mensuravel,
8 + Solvente ~--) g + SBolvente#
Splvente + Selvente# -~-} Solvente +' Solventesx
Salvenée* + Fluor ~-=3 Solvente + Fluor#
Fluors e} Flupr + Luz

8 saparelho € programado de tal forma que os  resultados
chtidps s8p expressos na forms de CPM {("count per minute”) para
cads amostra e CPMC que 2 o valor acumulado do CPM. 0O programa
usado € chamadgo USER i e fornece uma tabela com vs valores de.CPM
e ﬁ?ﬁc g mais uma figura gue grafica os valores de radioatividade
emn poarcentagem versus as amostras C?racﬁesk facilitandp alviéua> 

lizncBo do resultado obtido.
23.3.6~ Enzima utilizada:
a ~ DObtenglo da enzima:

6s condicBes de cultura como determinacio de meion, pH e
temperaturas oOtimos para a produgic de dexirana—sacarase foi es—
tudada por Auriol (3). KNegste trabalbho partiuvu-se da enzima purifi-

cada na forma liofilizada, obitida por Auriol.
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b -~ Preparacio da enzims:
E i - #‘_] gm ] Ll i I }- i.]. E E v ! -

tads da seguinte maneira:

3 g9 dz enzima dextrana~sacarase liofilizada + 196 m! de
tamp8c acetato 28 mM pH 5,2 com azida de sodio 9,084 + &8 U
dextranase (20 U dextranase/g de enzimal) ~--) agitagdo em becker
a temperatura de 49C durante 24 horas. Colocou-se a soluclo enzi-
matica em saco de didlise (Dialysier Schlauch ~ Servapor # 44144,
dif. 29 mm) e deixou-se num becker contendo S 1 de tampSo acetato
22 mM (+ 0,02% de azida de sddie) em agitaclo durante 24h a 4%C.
Com os 1e8 m! de sol. enzimdtica obtidos apds a didlice foi feita
uma ultrafiltracio para retirar a enzims dextranase utilizando o
aparelho AMICON 8406 {cépatidade 3390 ml) com uma membrana DIAFLO
ULTRA FILTERS ¥YM 100,

Em aliguotas da soluclp enzimatica final fez-se a de-

terminagio das seguintes caracteristicas:

~ atividade de dextranase: ndo detectado

~ determinag8o de agucar total: 1,3.1072 g/g enzima lio~
filizada

- determinaclo de prmteina:_éi,? ma/g enzima liofilizada

- atividade de dextrana~sacarase: 1Q®U/g enzims liofili-

zada ou 1,62 Usmg proteina
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¢ ~ Determinacfo dv tempo de veac3o necessdrio para produ-

cio de dextrana:

Para a determinaclo dp tempo necessdrio de reaglo, levou-
se em consideracdo o tempo necessiério para invers3co de 88% da sa-
carose, determinando a liberacio de frutose. Assim sendo, colo-
COU-SEe A enzZima pPara veagir na auséncia e presenca de maltodex-
trina e puluwlanz a fim de verificar se os polissacarideos in-
fluenciavam na atividade da enzima. Em um tubo de eassio,adicio-
nou~ase ¢.4 ml de enzims preparada como descrito em 3.3.4b. €.3 ml
de soluglo de sacarose 10Q g/)l e 0,6 ml de tamplo acetato 26 mM.
Colacou-se em um banho-maria a 308C e retirou~se aliaquotas em in-
tervalos de tempo para guantificar a frutose liberada usando o
Kit Boekringer. Paraslelamente foram feitas mais 2 reagles como
acims descrito, usando-se puiulaﬁa ¢ maltodextrina dissolvidas en

tampio acetaton 2¢ mM,
2.3.7- Polissacaridens Utilizados:

& maltodexirina e pululana foram os polissacarideos {re-
ceptores ) escolhidos para o estudo da glicosilagdo. Esta escolhs
fpi  ¥eita baseada nos trabalhos realizados por ROBYY (36} quanto
ao comportamento da dextrana-sacarase na presenca de receptores.

A maltose ainda € o melhor receptor vonhecido apresentan-
go ligagles g£1~4). Sendo assim, a maltodextrina que tem liga-
cBes 0™ (i~4) & ramificagdes a—(i—é) péderia ser reconhecida pela

dextrana-sacarase {(Figura &6},



A maltodextrina foi fornecida pela sociedade Roguebte.
Ela & o resultado da hidrdlise parcial do amide, soldvel enm Agua

Com uma massa molar medis de aproximadamente 30,066,

Lo»—cna

0—CH,

Figura &6: Estrutura de Maltodextrina.

Qutro poliﬁgacaridéa ueado nos experimentos foi a pulula-
na que & constituido de unidades de maltotripse (a-(i-4)) unidas
por ligagdes o-{i-&) (Figura 7). & pululana Toi fornecida pelsz
Hayashibara Company {Ukasama,_dapﬁn). S3e polissacaridecs solu-
veis em agua produzidos por fermentaglc do amido usando o micror-
ganismo Aureobasidium pullulans. A pululana utilizada nos experi-

mentos foi a PF-2¢ com massa molar de 280,060,
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Figura 7. Estrutura da pululana.
3.3.8~ Preparagio da coluna:

A coluna utilizada nos experimentos foi da Pharmacia-Fine
Chemicals e o gel escolbido para o empacotamento da coluna foi
Bio-Bel P-2 (200~-420 Mesh), de poliacrilamida, tom uma faixa de
fracionamentc de 100-1820 daltons, ou seja, pretendeu-se separar

pequanas moleculas {(frutose, glicose ¢ sacargse) das grandes mo-

iéculas ocom peso malaculér acima de de 18960 daltons {dextrans,
maltodextrina, pululana e a propria enzima dextrana-sacarase’.
0 procedimento para a8 hidrataclo do gel fol o seguinte:
- B4 g de gel seco em 249 ml de tamp3o acetato 20 amM pH
5,2 com a finalidade de se obter aproximadamente 8omi
do gel hidratsdo js que a relaglo volume hidratadosg
de gel seco = 3,9 segundo catialogo da Bio-Gel.
- deixa~-se decantar por 4 horas
—- dispensa~se metade do volume do schbrenadante
- COIbCﬁ“SE o gel hidratado na coluna

- degixa~se decantar



~ fecha-se a colunz e passa-se tampdo acetato até esta-
bilizacdo da mesma
Ghe: Sempre que foi neces%éria parar a utilizacﬁo da coluna por
um determinado periodo passou~se na coluna o tampﬁu + 8,984 de
azida de sddio gque age como bactericida prevenindo assim o gel de

contaminacio.

3.32.9~ Metodelogia de separacdo e detecqdo dos produtos obti-

dos na rea¢fo enzimdtica:

Injetava;se uma aliquota de €,3 ml de amostva rezgida na
coluna, com o auxilio de uma bomba peristdltica, na vazio cons-
tante de 2@ ml/h, utilizando-se comp liauido inerte tampi3o aceta~-
to 2¢ mM pH 5,P. A amostra, com um tempo de retencdo em tarno de
4 haras,:am sair da coluna passava por um refratdmetro cuja lei-
turé era registrada numa velocidadéldé @wﬁvhm/min‘ Na saida do
Crefratbmetro as Fracﬁés eram caiétadas‘Pcr.éﬁ co1etnr de amostras
automdtico pﬁr um periodo de 200 minutos que correspondia ao tem-
po de residéncia da amostra na tuluna, Cada amostra correspondia
a ié minutos de coperaclo, tendo~se 2@ fragfes so todo, que eram
preparadas para analise de radioatividade, sendo submetidas ao
aparelho de cintila¢&o radioativa.

A Figura B apresenta o conjunto de equipamentos utiliza-
doé {coluna de cromatografia, refratdmetro, coletor de fragles e

g registrador).
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Figura 8: Equipamentos wusados nos experimentos: i1i- bomba peris-
taltica, 2- coluna cromatografica, 3- refratometro, 4-

coletor de fragoes, S5- registrador.

3.4- Metodologia usada nos ens2ios de alicosilacfo de malto-
dextrina e pululana:

3.4.1- Determinagio do tempo de reten¢Z0 na coluna das mo-

léculas de alto e baixo peso molecular:

Primeiramente foram feitos varios ensaios para determinar
as condi¢des de operagio e fixar alguns parametros como: veloci-
dade da carta no registrador e atenuagao da sensibilidade no re-
fratometro. Fixamos entao a velocidade da carta em 0,5 mm/min e

atenuacfo na faixa de B a 64, dependendo da concentrag3o do pro-
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duto,

fissim, com estes parametros fixadps foram feitos experi-
mentos com a finalidade de determinar o tempo de retenc8o de mo-
teculas de alto peso molecular {dextrana, maltodextrine, pululana
¢ a propria enzima dextrana-sacsrase) ¢ das moléculas de baixo

pesoy molecular {(glicose, frutose e sacarosel.
3.4,.2~ Preparo das amostras para leitoura de radicatividade:

0 métode adotado consistiu em fazey passar a amostras pela
coluna, coletar as fragdes correspondentes as mniécuias ge alto
peso  molecular e fazé~las resgir com smilasse (no case da malto-
dextrina? e pululanase {para a reaqﬁb com pululanal uma vez que
pessas enrimas nico hidrolisam a dextrana. Passava-se novamente na
coluna e media-se a radicatividade nas fragies correspondentes &

peqguenas molgoulas.

3.4.3 ~ Ensaios com a maltodextrina:

Reagiu-se a maltodextrina, sacarose radipativa & a enzima
dextrana-sacarase a 308C durante 3.5 h. Passou-se 3 salucﬁo_reaw
gida na coluna e toletou-se as fracoes 7,.8,9 & 10 onde existia
maicr concentracio de moléculas de alto peso molecular e auséncia
de pequenas moleéculas. Evitou-se desta forma & presenga de glico-
se, frutose ou sacarose que poderiam mascarar o resultado, inter-
ferindo na radipatividade apéds a hidrdlise da maltodextirina. Rea-

giu-se o material coletado com o~amilase, hidrolisando a maito-
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dextrina. & solugdo resultante fpi depositada na coluna, coletou-
a¢ as fragles e entdp determinou-se a radiocatividade das mesmas.
tm pico de radicatividade no tempo de retencEo de pequenasrmolé~
culas implicaria em glicosilacEo na maltodextrina,

Para tgdas as reagaes, foi feito Paraielameﬂte uma reagldo
padrio seem maltodextrina, usando-sg em seu lugar tampSoc acetato
B¢ mM.

Ha coluna fei injetado €,5 m)l de amostra 2 coletado em
torns de &0 ml que correspondendn a 20 fracfes num periocdo de
aproximadamente 3 horas. Tinha-se consequenterente uma diluigio
da radicatividade nag fragBes 7,8,9 & {¢. A mistura das fragles 7
e B foram conentradas ne Rotavapor e no microconcentradeor AMICON
para melhor resoluclo dos picos de radioatividade.

& seguir estio representadas as gltapas dos experimnentos

com a maltodextrinag atraves das figuras Pa, $b e Pec.
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3. 8.4 - Ensaios com g pululana:

Coma foil verificado que a cancentr%cﬁa das fragdes no mi-
croconcentrador AMICON fornecia melhores resultados do que no vo-
tavapor, adotamos esta metodologia nos enssios com 3 pululana.
Para se certi?icér dos resultados obtidos, utilizou-se também, o
metodo de didlise com a finalidade de eliminar as moléculas de
baixec peso molecular £ comparar o resultados nﬁtidos por 2 méto-
dos distintoﬁ; Para facilitar » compresnesio, nas figuras i¢é3 e

{6h pastio resumidase as varias etapas reaxiizadas nos experimentos.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAD:

4.1~ Determinacio do ftemeo de reasBdo necessdrio para a produ-
s80 de dextrana:

Verificou-se que o tempo necessiério para a sintese de
dextrana, com & sem 0s polissacarideos, nio sofrew alteraclc. Um
tempo igual a 3,8 h & suficiente para a taxa ﬂe.sintese deselada .
A figura 141 mostra que a velocidade de reaglp é praticemente =

mesma para as 3 reaghes. A velocidade maxima obtida foi igual a

2,88 i ou 99 LDS.

20

. T J ¥ ¥
G 5G 104 150 2040 250 300
TEMPO {min.)

Figura 1%: EvolucSe da reagso de sintese da dextrana (22 ) sem

“aeceptor™, (£} com maltodextrinz & (U} com pululans.
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4.2~ Determinacio do femeo de rebenclo na coluns das moldouyl
de alto & baixo peso molecular:

Pasaspu~se pela coluna, amostra contendo solugio de sacaro-
sg, frutose &€ glicose nas concentragdes de 9 o/1 diluidas em tam-—
pZc acsgtato 20mM pH 5,2, 0 tempo de retengdeo foi igual a 2,3 b
para estas moléculas com pesap molecular abaixo de (80O daltons
{(Figura 1&8s}. A

Fara moléculas de allo peao molecular obleove-se um temnpo de
retengio equivalente a_i,i h como pode ser phservado nes fTiguras
ith {multodextrina + frutose), i2¢ {pululana + frutose}y e 12d
{dextrana + sacarose + frutose). Desta forma fica evidgnoiado
que nio foi possivel separar as grandes moléculas (dextrana, mal-
tad@xtrina e pululanal na colina gtilizada. Assim sendo, metodos
complenentares foram utilizados para se detectar a glicpailacio,
como ecquematizado nas figuras 9 e 18. O uso das enzimas amilase
2 pululanase foi necessario a fim de reduzir o tamanho dos res-
pactivos substratos, que permitiu separd-los dos outros polime-

voa, principalmente dextrana, e das pYyOprias enzimas,
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Figura 1Z: Determinacao do tempo de retengdo de: (a) sacarose +

frutose + glicose: {b) maltodextrina + frutose; {c}
pululana + frutose; {(d) dextrana + sacarose + frutose
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4.3~ Regultados pbtidos nos ensaios com maltodexiving:

0s resultados serio apreﬁentadas dz seguinte forma: para
tada cromatografia realizads apresentamos al?igura corvespondente
a0 cromatograme, 2 tabela de resultados da radioatividade para as
2¢ fragﬁaa,.medidaa em CPHM, e a fiéura correspondente a tabela.
As Tigures i3a e t4a representam o cromatograma do resulta-
do imediato apds a2 reagio sem g com maliodextrina respectivamen-
te. f {igura 132 representa os picos de grandes moléculas, com
menoy  btempo da residénciz, e de peauenms moldculas, com maior
tempo de vesidéncia, pa va a veagdo sem maltodextrina. & figura
t4n representa os picos de pe quenas € grandes moleculas na rea-
c%o com maltodextrina, As figuras 43b e 14b representam a radioa-
‘tividade das 206 ampstras coletadas. Npbta-se na figura i3b gue a
radicatividade correspondente so pico de grandes moldculas (dew-
traﬁa fadioativa), perfaz um total de 40X da radioatividade to-
tal, enaguanto que.as restantes &8% cor%eﬁp&mdem ao pico dg peque~
nas moléculas. Ja na figura $4b nota-se que OCOYPe UMa pPeEqUEn:
variacio nas porcentagens, ficando 344 para o pico de grandes mo-
1éculas (dextrana radioativa e esventuslimente maltodextrina glico-
silada) e 84% pava o de pequenas moléculas. Isto pode significar
que houve uma menor transformacdo do substrato em dextrana, na
presenga de maltodextrina.
Ae  tabelss 3 e 4 representam os valores da radicatividade
medida em CPHM, para cada fracioc coletada na saida da coluna,
respectivamente das reagbes sem 2 com maltodextrina. Pode-se

constatar na tabhela 3 que os maiores valovres de radioatividade



gest&o nas fragbes 7, 8, 9 e 10, correspondends aos picos de gran-
des moldéculas, e 13, 14, 15 ¢ i6, covrespondentes as peguenas mo-
iéculas. 0 mesmo & obaervado na tabela 4. Mo entanto & relevante
observar a atividade presente nas fragles intermedidrias, 11, 2
e {3, demonstrando 3 presency de moléculas de peso molecular mé-
dic sintetizadas na rea¢io.

Az Ffiguras 15 & 1d corrvespondes & aplicaglio na coluns de
@,5% ml da mistura das frac8es 7, 8, 9 e 1¢ da reac2o sem malto-
dextrina. A figura 45 2 o resultado direto da mistura & a Figura.
14 resultado da mistura submebtida a um tratamento com o -amilase,
comt  destcrito na figurza Pa. Nota-se nas figuras 18z & i1da que =
altura dos picpns € pequena, resultado da dilugdo ocorvida no préw
cecsn. Porém constata-se que a a~ami}ase nikp age na dextvrana
Pormada, pois os picos d2 radioatividade sfo praticamente ideénti-
cos, coRo pademos observar nas figuras i3h e 1é&b & nas tabelas O
e é‘ Assim sendo, fez~se reagiv a-amilase com uma a2liquota  da
mistura das fragBes 7, B, 9 e 10 da vea¢lo com maltodextrina e
aplicou-se novamente na coluna. Tomou-se o cuidado de aplicar
uma aliquota das mesma reacfo, sem ter sido tratada com od-amilase.

As figuras 17 e 18 correspongdenm ao progesso descrito no pa-
rigrafo precedente. Comparando-se as figuvas i7a e 1Ba, verifica~
se que houve hidrélise da maltodextrinz pela aglde da a-~amilase,
porgm o©s picos de radiocatividade pgrmaneceram praticamente ideén-
ticos, comn demonstra as figuras i7b e iIBb ¢ nas tabelas 7 e 8.

A concluslp preliminar que se pode tivar destes resultiados
& que a dextrana-sacarase nio promoveu a glicosilagle esperada.

Entretanto, dada a diluicBo ocorrida no processc de cromatoagrafia
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de permeacdo em gel, o que poderia mascavar algum resultado posi-
tive, procvedeu-se a concentragdo das misturas das amostras 7 e B
(onde se encontva a maior parte da maltodextyina), em Robtavapor @
através do microconcentrador AMICOQ, comp descritp na figura 9b,

A amostra ochbiida apds concentragia no Robtavapor foi  nova-
mente passada na colunz € 0 resultado estd exposto nas figuras 19
(éam maltodextirina) e 29 (com maltoedewtrinal. Nota~se nestasg Fi-
guras (i%a. e 20a) uma interferéncia pelo aparecimentn de um 28
pico  (13~-14) devido a solucho tamp3o, igualmente concentrada,
sgndp que 0s picos de radioatividade {(figs. 19L e B0b) s2o pra-
ticamente iguasis ao das figuvras 15b g 14b, embova a radioativida-
de seja bem mais elevads neste caso (tabelas 2 e 16},

A fim de eliminar a interferéncia provocada pelo  tampdo
concentrado, pPassou-sSe a usar o microconcentrador AMICOM, con
membrana YHiL®, que retem moléculas com PH acima de 100868, 0s ve~
5u]tado§ estdo exppstos nas figuras i, 22 e 23, para, respecti-
vamente, a amosira concentrada, amostra concentrada tratada com
ramitace e amostra concentrada tvrateda com dextranase, seguindo o
gsquenma da figurae 9¢. 0 uso da dextranase agui, fol intvodu=ide a
fim de se verificar se o pico de radioatividade corvespondente as
arandes moléculas, era realmente devido & sintese de dextrana.

Nas figuras Pia & P21b verifica-se que somente o pico relativo as
grandes moléculas {(dextrana + maltodextrinal possue radioativida-
de. QGuando a amostra foi tratada com od-amilase, o resultado ob-
tido (fig. BE) demonstra que os agdcares resultantes da agloc des-
ta enzima n3oc possuem praticamente nenhuma radipatividade. Em

campenszcio  gquando a amostra fol tratadas com dexiranase, verifi-



&9

ca~sg na figura 83a a existéncia de 2 picos, paré£ a radioativi-
dade deslocou-se quase inteiramente para o pico de pequenas ﬁaléM
culas resultantes da hidrdlise da dextrana. As tabelas $4, 12 g
13 vem corrobarar essas observagdes. Portanto, a enzima dexbtrana-—
sacarase nAo efetuou 2 glicosilagdo esperada na wmal{odextrina.

No entanto, & possivel que a presenca de maltodextrinag na
reacan da enzima dextrana-cacarase com sacarose tenha provocado a
formagiio de molédculas de menor peso molecular. As fragdes 15, 12
& iS.cerrespandem 206 peeos moleculares intevmedidrios entre os
de alto peso molecular (7,9 e 18 e de baixo pespo molecular

(14,18 g 146). Analisando-se as fiaguras 13 (sem maltodextrina) e

{4 {com maltodextrina) observa-se um acvescimp de 33, 8% de ra-
dicatividade nas fragies 14,12 & 13 gquando & maltodextrina esteve
presente na reagdo. Esfe aumentt de radipatividade pode ser ex-
plicado pela formacBo de oligossacarideos ou dextrana de baixo

peso molecular, Jj& gque todo Ci4 ¢ proveniente somente da sacave-

se .
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Figura 231

(a) Cromatograma das fragoes (7+8} councentradas no AMICON cox

respondente a fig.14 {(¢/ Maltodextrina} reagidas com dextrana
sey {b) radiocatividade correspondents a0 cromatograma.
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4.4~ Resultados obtidos nos ensasios com & pululana:
4. 4.4 - Utilizando o microconcentrador AMICON:

Na figura P4a temos o cromatograma da reagio de sa-
rarose e dextrana-sacarase na presenca de pultulana. Pode-se veri-
ficur atraves da fig. 24b e tab. 14 que 46X da radicatividade
ppareceyd  nNas fragBes de alto pesn molecular e 60K nas de baixd
peso molecular. Como descrito na figura i%a, tompu-se as fragbes
7. 8 g 9 da reacleo acima e concentrou-se a mistura no microcan-
centrador AMIﬁGN‘ Em seauida, dividiu~se o concentrado em 3 por-
phies: uma fol passada diretamente na coluna (fig. &3}, putra tra-
tada previamente com pululanase {(fig.P6) ¢ a terceivra tratads
previamente com dexlyanace (#ig.é?). dnalisando a fig. EBHa, nota-
se @ presenca de um 29 pico, nip identificadn, gque nido apresenta
nenﬂuma'radiﬁatividaden A radipatividade estd concentrada no pi-
ca de ﬁa!éculaa grandes (fig. 25b). QGuando a amostra foi tratadsa
com pululanase verifica~-se na fig. 26a aue houve uma diminuigio
significativa no pico de grandes moléculas, vesultado da Eidréli*
se  da pululaﬁg‘ Ohaprva-se neste cromaiograma uma inter?er%ncia
que deve ter sido provocada pelo tampin que acompanha 3 enzima
pulnlanase. (0 pico de vadicatividade, porém, continua nas fra-
cHes correspondentes as grandes moldculas (Ffig. 24b). Na amostra
tyratada com dextranase, nota-se = existércizm de 2 pices (fig.
27a3, com um deslocamento da radivatividade para as fragles de
pequenas moldculas (fig. 27b). Igusimente ao caso anterior, com

maltondextrina, a dextrana-sacarase nEo provooou alicosilag8oc em
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pultulana. As tabelas 14; 19 £ 16 corresponden aos resultados das
figuras 235, B6 e 27.

£ interessante analisar os cromatogramas represen—
tados pelas figuras 28z, 292 & 3¢a e seus respectivos resultados
de radioatividade (figuras 28b, 29b e 3€b), assim como as tabelas
£7, 18 e 1%, referentes as reacbes realizadas com as fragheg fil-
tradas Com O micraconcentrad?r AMICON, onde encontramos moléculas
rom pess moleculay inferior a 10000, E bom lembrar gue estse fil-~
tradn ¢ proveniente das misturas das fraches 7.8 & 9 explicando a
pouca radicatividade nas fracoes de baixo peso molecular.

& figura P8 representa o cromatograma do filtrado obtido
no AMICON da reagio de sacarpse, dextrana-sacariase e puluiana.
Nota-se que a maior concentracio de radioatividade estd presente
nas fracBes intermedidrias (8 a i2) de peso mnlecular..uﬁates re-
sultadns indicam que houve formagBo de dexiranas de bDaixn peso
mmieauiér, ou ent3oc que houve glicosilagio de pululana de peso
molecular inferior a 10.002, ou ainda os dois resultados Foram
abtidns simultaneamente.

& figurs 29 (filtrado + pululanase? mostira um 3CYESCinog
de radiocatividade nas traches de baixo éesm molecular (fig.2%b).,
podendo  indicar gque este sumento foi pruvenienté de moldruias de
glicose radioativas adicionadas & pululana de baixo peso molecd-
lar.

Quando o filtradp foi reagido com dextranase, toda 2 ra-
dioatividade foi deslocada para as fracdes de baixo peso molecu-~
lar {(+ig.30b) ou seja a dextranase hidrolisou todas as moléculas

radinativas de peso molecular inferinr 2 16.080¢ sue gstavam pre-—
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sentes naquela fragio.

Eate resultado pode indicar que a pululana tenha induzido
Y ?drmacia de dextrana de baiwxo peso molecular {nligossatari-
depsi. 4 possibilidade de que pululana de peso molecular abaixeo
de 16.00¢ tenha funcionado como recepltor da reacio de sintese de
dextrana também existe. HNo entanto, qua!que% concliusio mais ta~-
wativa ficaria prejudicada se se considevar a baixa radiocativida-
de destes filtrados apds indmeras e sucessivas diluigBes durante
0 praé&aan.

Uma hipdtese também plausivel para explicar porgque na
presenga de dextranase toda radigatividade foi deslocada pars as
fraches de baiwo peso moleculayr, nada permanecendo nas fragdes de
pululana eventualmente glicosilada, & a de que a dexiranase possa
ter veconhecido as ligacOes 4.6 acrescidas na cadela da pulula-

na, provecande hidrdlise também destas ligaghes.
4.4.p- Utilizando o Método de Didlise:

Partindo da reagio de dextrana-<acarase COM sacarose ra~
diocstiva .em presenca de pululana, seguiu-se as efapas descritas
na Tigura 1@,

0 método de didlise permitiu eliminar mais eficientemente
a vradioatividade proveniente de mopleculas de baixo peso wmolecu-
iar. Comparando-se as figuras 31 ¢ 32 veritica-se que nha presen~
¢a da pululanase n8o houve gqualquer aumento de radioatividade nas
fracfes de baixo peso molecular aue pudessen indicar & glicosila~-

r8c da pululanz. A figura 33 apresentande o resultado da reagio



com dextranase mostra gue btoda a radioatividade foi deslocada pa-
ra ag fragoes de baixo peso moleculiar, confirmando gue toda ra-

dicatividade da Ffigura 31ib & decorrente da produgSo de dextrana,
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Figura 243 Resultado da reagac de sacavrose + dextran
na. {a) Cromatograma; {b) radiocatividade correspondente
cromatograma.
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Figura 27: {a) Cromatograma das fragoes (7+8+4%) concentradas no AMICON
correspondentes a fig.24 (¢f pupulana} reagidas com dextra
nase; {(b) radiocatividade correspondente ao cromatograma.
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(a) Cromatograma das fracdes {7+B+3) correspondentes as fragoes

com PM < 10000 obtidas no filtrado (AMICON)} cerrespondente a
fig. 24 reagida com dextranase; (b} radioatividade corresponden
te ao cromatograma
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Figura 33: Resultado da reacdo (sacarose+dextrana-sacarase+pululanaj diali
sada, reagida com dextranase. {a) cromatograma; (b} radicativi-

dade correspondente ao cromatograma.
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CONCLUSBES E RECOMENDACDES:

Pelo trzhalho realizado nos € possivel chegar s seguintes

conclusdes:

a presenca de maltodextrina e pululana nEo interferiu na ciné-
tica de reacio da enzima dextrana-sacarase. Sendo que o tempo
de 3.5 b de rea¢ao foi suficiente para a taxa de sintese dese-

Jada. u

o emprego da C-amilase como método para separvar a maltodextrina
da dextyvana, bem como o da pululanase para separar a pululana

dn doewtrana, mostraram—se eficientes.

o usg do micvoconcentrador AMICON pava concentrar moléculas de
peso molecular acima de 19.600 daltons, assim como o uso da
didlise, mostrou ser o melhor procedimento de concentracio e

eliminac3o de pegquenas molérulas radioativas.

a enzima dextrana-sacarase produzida pov Leuconostoc mesente-
roides NRRL BSi2F nio efetua a glicosilac8o de maltodextrina
com  pPESD molecular médio de 30@e8, nem da pululana com peso
molecular de 200000

na presenca de pululana e maltodextrina ocorre a sintese de

dextvrana de baixo peso molecular ({192920;.
Como recomendagdo para trabalbhos fulures pode~se sugerir:

uso de cromatograftia liquida de alta pressio (HPLE) como forma
de arelerar o andamgnto das experifncias 2 melhor identificar

os produtos de reagdo

continuar as experiéncias de glicosilag8o com nutros polissaca-~

rideos



- yoprificrar mails aprofundadamente a sintese de dextrana de baiwno

BM em presenca de outras oligossacarideos

~ tpstar dextrana-sacarase provenientes de outras linhagens de

teuconostoc mesenteroides gue sejam m2nos gopecificos,

- devido =2 possibilidade detectada de ter ocorvido glicosilaclo
em moldculas de pululana de peso molecular menor que 10064, su-
QeYR-S8 8 verificactio deste fato utilizando a metodologia de

radioat ividade associada & HPLC
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