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RESUHKO

A produg¥o de dextrana-sacarase, pelo Leuconostoc mesenterol-
des NRRL B-512(F), fol estudada para fermentacBes em frascos agitados
® mini-fermentadores em batelada o batelada alimentada.

Foram testados meios de cultura utilizando melaco, d4gua de
macerag¢do de milhé, extrato de levedura e sacarose.

Na fermentac¢¥o em frascos agitados, verificou-se uma baixa
produg3o de enzima, n¥o havendo diferencas gignificativas para os
meios com melago ou sacarose pura.

Em mini-fermentadores o controle de pH promoveu um aumento de
aproximadamente 60X para o meio padr3o e 40% para os meios com melago.

Com fermentac®es em batelada alimentada a produgdo de dextra-
na-sacarase foi{ aumentada de 3 - 4 vezes. Os melhores resultados foram
conseguidos em meio padr¥o, chegando no final de 10 horas com 95 UDS/
ml. Nos meifos com melago e dgua de macerac¥o de milho (AMM) oz melho-
res resultados foram conseguidos com alimentac¥o contfnua de melago,

Nessas condi¢Bes a2 atividade méxima ficou em torno de 80 UDs/

ml.
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SUMMARY

The production of dextransucrase by Leuconostoc mesenteroides
in batch and feed batch fermentation was studied. A culture medium
containing molasses, corn steep water, yeast-extract and sucrose was
tested.

In the bétch fermentation system the enzyme production was
low, and was not significantly affected by the culturel medium. The pH
control in the mini-ferm increased the dextransucrase production by c.
60% for the standard medium and 40% for the molasses medium.

With feed batch fermentation, the enzyme production increased
3-4 fold. The best results were obtained when the standard medium was
used and the maximum enzyme activity was 395 DSU/ml after 10 hs. of
fermentation. When the medium with molasses and corn steep liquor me-
dium was used, the best result was ¢. 80 DSU/m! with continous feeding

with molasses.
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I. INTRODUCXO

Com o avanco da microbiologia nas \ltimas décadas e, mais re-
centemente, da biotecnologia, o interesse pelos produtos de origem mi-
crobiana tem aumentado de forma significativa. A independéncia de va-
riagles climaticas, a possibilidade de controles automatizados, a dis-
ponibilidade de matérias primas renovavels, s3Fo alguns dos fatores que
motivam a utilizac¥o de produtos microbianos em substitui¢3o as fontes
convencionais ou ainda como novos produtos com caracterfsticas pré-
prias. No setor energético temos um exemplo recente no Brasil, com a
substituic¥o parcial da gasolina pelo alcool.

Os polfmeros de origem bacteriana, também chamados biopol ime-
ros, tém sido objeto de muitos estudos, em especial os polissacarf(-
deos, devido 3s suas bem sucedidas aplicagBes industrials, seja como
substitutos de polissacarfdeos de origem vegetal ou usos especificos,
como € o caso da dextrana. Além dos usos industriais, alguns outros
fatores também contribufram para a ampliag3o dos estudos sobre essas
subst8ncias. Um desses & a identificag¥o da ac3o antigénica especffica
das bactérias com polissacarfideos localizados nas camadas exterioros
das células. No caso da dextrana, além do interesse comercial, alguns
outros fatos incentivaram bastante a pesquisa. O primeiro relaciéna—se
aos problemas causados na indudstria agucareira, quando os caldos acgu-
carados sd¥o contaminados por microorganismos produtores de dextrana.
Outro fator é a relac3o desse polissacarfdeo com as caries dentdrias.
Neste caso, a dextrana sintetizada por bactérias da flora bucal, se

fixa no esmalte dos dentes, servindo como suporte para a formagdo da

placa bacteriana.



O objetivo deste estudo & a producdo de dextrana-sacarase,
enzima responsivel pela sfntese da dextrana. A dextrana & um polisgsa-
carfdeo de origem bacteriana, que inicilalmente despertou grande inte-
resse, devido aos problemas causados na industria agucareira, mas que
alcangou grande import&ncia na indistria farmacé&utica, ampliando, logo
depois, seu uso em outros ramos industriails. Foi{ o primeiro pol fmero
~ bacteriano produzido em escala industrial.

O potencial de aplica¢¥o da dextrana se estende & indudstria
farmacéutica, qufmica, petroqufmica e 3 indistria de alimentos. Alguns
usos j& consagrados hd varios anos e outros propostos. Dentre as apli-
cacBes que alcangaram sucesso comercial, destacam-se as utilizac®esz na
inddistria farmacéutica com fins clfnicos.

As aplica¢Bes da dextrana dependem principalmente do peso mo-
lecular. Com peso molecular superior a 25 milh%es de daltons, pode ser
empregada na extra¢%o do petrdéleo como agente de Iimpermeabilizac¥o e
viscosidade, ou ainda na recuperacfo secundaria de petrdleo (petrdleo
de alta viscosidade). A dextrana de peso molecular médio & wusada na
inddstria de alimentos como agente de textura, gelificante e estabili{-
Zzante. Na indudstria farmac&utica, como substSncia de encapsulagdo e
vetor de medicamentos. Na indistria qufmica encontra-se uma importante
aplicag3o, na fabricac3o de tamis molecular utlllzado no isolamento e
purificac¥o de produtos bioldgicos, inclusive enzimas.

A dextrana de baixo peso molecular & usada, h3d mais de trinta
anos, como substituto do plasma sangufneo, pelo fato ae suas proprie-
dades em solug¢3o aquosa serem semelhantes as doi plasma sangufneo. O
uso € intravenoso. Uma vez no organismo a dextrana ¢ totalmente degra-

dada pelas vias metabdlicas normais. Esse produto, além da func¥o de



expansor volumétrico do plasma, contribui para melhor fluidez do san-
gue, previnindo a obstru¢3do dos capilares.

Além dos produtos j& mencionados, temos alguns derivados da
dextrana com importantes aplicagBes, como a dextrana-sulfato, com pro-
priedades anticoagulantes e a dextrana-ferro, usada no tratamento de
anemias em animais e humanos. Virios outros usos tém sido propostos,
 sendo objeto de grande numero de patentes.

Quanto a produg3o, atualmente existem dois processos indus-
triais distintos, para se produzir dextrana. No primeiro, o polfmero &
produzido diretamente no meio de cultura contendo o microrganismo e
sacarose em excesso. No segundo processo, primeiro se produz a enzima,
que apds uma etapa de purificagZo, sintetiza a dextrana ”in vitro”,
utilizando-se sacarose como substrato. Praticamente toda a produc3o
industrial de dextrana se utiliza de linhagens de Leuconostoc mesente-
roides, mais especificamente o Leuconostoc mesenteroides NRRL B - 512
ou similar. Esse microrganismo apresenta exigéncias nutricionatis bas-
tante caras, e a dextrana-sacarase, nesse caso, n3¥o & constitutiva,
sendo a sacarose o unico indutor conhecido.

Este trabalho avalia a produc¢3o de déxtrana-sacarase utili-
zando-se de matérias primas de larga disponibilidade: melaco, como
fonte de carbono e indutor e dgua de macerag¢3o de milho, como foﬁte de
nitrogénio e vitaminas. Utilizando-se deste melio basico, foram avalia-
dos dois tipos de fermentag¢des batelada e batelada alimentada.Para me-
lhor avaliar as condig3es de produg¥o foram conduzidas fermentacSes

utilizando-se de meios sintéticos o qual se chamou meio padr3o.



11. REVISXO BIBLIOGRAFICA

1. ASPECTOS GERAIS

O termo dextrana foi utilizado pela primeira vez em 1874,
por SCHEIBER (segundo NEELY, 65), para designar certos polissacar(deos
que apresentavam a caracterfstica de serem dextro-rotatdrios (rotac3o
6tica positiva), isolados de caldos acucarados de inddistrias agucareij-
ras européias. SCHEIBER (segundo NEELY, 65) propés a fdérmula empfrica
C¢Hp Og , para a substéncla isolada, atualmente conhecida como
(Cg H,5 Og ).

A preocupa¢3o dos pesquisadores nesta epoca era minimizar as
perdas causadas na industria do acucar, devido as transformacdes que
ocorriam nos caldos agucarados, acarretando um aumento da viscosidade,
formac¥o de pelfculas e aparecimento de sabor amargo. A origem micro-
biana dessas tranforma¢®es foi prevista por PASTEUR em 1861 (segundo
Jeanes, 96) e em 1878, VAN TIEGHEM (segundo EGAN, 18) iéolou O micror-
ganismo responsidvel, ao qual deu o nome de Leuconostoc mesenteroides
(18, 36).

HEHRE (1941) e STACEY (1342) (segundo HEHRE, 25) obtiveram
pela primeira vez dextrana na auséncia de células, wutilizando-se de
caldo de cultura de Leuconostoc mesenteroides, prevendo a sfntese en-
zimatica. Sugeriram ainda a reac¥o geral de sfntese do polfmero a par-
tir da sacarose da seguinte forma: n Sacarose —-- (Gl icosem)p + n
Frutose, onde as ligacBes ente as glicoses seriam do tipo alfa (1,6),

prevendo também que a sfntese se processava sem intermedlidrios fosfo-



rilados ou reag¢des oxidativas (25). A enzima responsdvel por esta
transformag¥o fol denominada dextrana-sacarase por HESTRIN e AVI&ERI—
SHAPIRO em 1944 fsegundo NEELY, 65).

Atualmente dextrana é o termo usado pela literatura para des-
crever uma classe de pollissacarfdeos, formados por unidades alfs - D -
glucopiranosil, contendo em proporcd8es varidveis ligag@es alfa - (1,6)
alfa - (1,2), alfa - (1,3) e alfa - (1,4). A maioria das dextrnas co-
nhecidas t&m uma cadeta principal linear, formada por ligacSes (1,6),
apresentando diversidades quanto 2 propor¢do das outras liga¢3es e das
ramificacdes, sendo sintetizadas a partir da sacarose (86). A utiliza-
¢¥%o de outros substratos & sugerida, como a dextrina (7, 8) e também 2
sfntese qufmica de dextrana (64), eniretanto, toda a dextrana comer-
cial é sintetizada por via enzimstica, na presenca ou auséncia de ce-
lulas, © usando a sacarose como substrato (83).

ASPINALL (3), numa tentativa de classificag3o dos polissaca-
rfdeos, classifica a dextrana como um homopolissacarfdeo de origem
bacteriana, formado por uma cadeia principal linear, com ligag8es alfa
~(1,6) podendo apresentar outras ligacdes glicosidicas e graus de ra-
mificag¥o vartidveis.

A enzima dextrana-sacarase, por sua vez, & classificada como
sendo um membro das transglicosidases recebendo o nome de: (1,6 - D -
glucan - D - Frutose - 2 - D - Glicosiltransferaze (E.C. 2.4.1.5). Es-
ta especificac¥o indica que 2 enzima catalisa exclusivamente a sintese
de cadefas de unidades alfa - D Glicopiranosil com ligac®es alfa
(1,6) a partir de sacarose. Esta especificacdo nFo dd uma descricio
completa da enzima. A existéncia de algumas variedades de dextranas,

com diferentes ramificac8es (segundo SIDEBOTHAM 86), levou alguns au-
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tores u proporem a existéncia de uma famflia de dextrana-sacarases.

A unidade de dextrana-sacarase (UDS) fol definida coﬁo a
quantidade de enilma que converte 1 mg de sacarose em dextrana, em uma
hora, liberando 0,52 mg de frutose nas condi¢c¥es de teste: temperatura
30° C e pH 5,2 com tamp¥o acetato (26).

Algumas unidades alternativas foram sugeridas. LAWFORD, KLIN-
GERMEN e WILLIAMS (48) expressam a atividade enzimstica em microgramas
de agudcar redutor produzidos por minuto por mililitro, a pH 5,5 e tem-
peratura de 30° C. ROBYT e WALSETH (74) definiram a2 unidade dextrana-
SaCarase, como a quantidade de enzima que incorpora 1 micromole de D -
Glucose na cadela do polissacarfdeo em ! minuto a PH 5,0 e temperatura
de 25 C. Principalmente devido 2 diversidade de condigdes entre as
definicsés, a2 equivaléncia entre elas n3o pode ser estabelecida.

KABOLI e REILLY (41) definem uma2 unidade (W), como sendo a
quantidade de enzima que libera 1 micromole de ag¢ucar redutor em 1 mi-
nuto, a pH 5,2 e temperatura de 30° C. Neste caso, 1U = 20,27 UDS.

A maloria dos trabalhos se baseiam na defini¢c¥o de UDS, sendo
que recentemente muitos trabalhos vem utilizando a defini¢%o dada por
KA o REILLY.

Uma caracterfstica importante na sfntese de dextrana est4 no
mecanismo de a¢¥o catalitica. A reac3o n¥o envolve intermedisrios fom-
forilados, sendo que 2 energia necessdria para a condensacio dam  un:-
dades glicosfdicas & fornecida pela hidrdlise da ligag3o entre a gii-
cose @ frutose da molécula da sacarose. Este fato constitue uma dife-
renca fundamental com o mecanismo geral de sfntese dos polissacar(deos
intracelulares, onde um considerivel numero de intermedisrios s%o uti-

l1zados, como & o caso do glicogénio e amido (89). Este mecanismo en-



volvendo somente uma enzima, e sem intermedidrios, permite a sfintese
"in vitro” com relativa factilidade, bastando isolar a enzima e colocd-
la em contato com a sacarose em ;ondicaas controladas de temperatura e
pH.

Outra particularidade bastante udtil no processo de produgo &
que tanto a dextrana como a dextrana-sacarase s3o exocelulares, faci-
litando os processos de extrac3o (81).

Indmeras bactérias produzem dextrana extracelulares. Estas
bactérias s¥o agrupadas na famflia Lactobacillaceae e mais especifica-
mente nos géneros Lactobacillus, Streptococcus e Leuconostoc (86). As
caracterfsticas da dextrana dependem muito do microrganismo produtor,
principalmente quanto ao tipo de ligag3oc existente e o grau de ramifi-
cag¥o. A Tabela 1 mostra alguns microrganismos produtores, e a wvaria-
¢do da porcentagem das ligag¢Bes das respectivas dextranas.

Os problemas causados pela dextrana na industria acucareira
ainda persistem e a tentativa de eltmins-los vem estimulando virios
estudos, principalmente visando a produc¥o de enzimas que degradem a
dextrana, ou seja as dextranases (53, 55).

A presenga de microrganismés nas diversas etapas da produc%o
de agucar causam ainda hoje, perdas considerdveis. As bacteérias da es-
pecie Leuconostoc mesenteroides s%o contaminantes usuais, tendo mere-
cido especial ateng¥o por estarem relacionadas com a presenga de dex-
trana nos caldos de cana (4). A atividade desses microrganismos com-
prometem o rendimento global do processo pelos seguintes motivos: 1)
consomem parte do agucar para se multiplicarem; 2) produzem grandes
quantidades de dcidos org8nicos que podem hidrolisar a sacarose, o que

além de diminuir o rendimento, aumenta os gastos com hidrdéxidos na



etapa de neutralizag¥o; 3) produzem enzimas capazes de sintetizar po-
lissacarfdeos, principalmente dextrana, determinando mais perdas de
sgacarose (19, 29, 33).

Tabela 1: Porcentagem de ligag®es alfa entre os resfduos glicosfdeos
das dextranas de diferentes linhagens de microrganismos (86)

DEXTRANA
% de ligagBes entre os residuos D-glicopiranosil
Microrganismo 1 -6 1 - 4 1 -3 1 -2
L. mesenteroides
NRRL B _ 512 95 - 5 -
B - 5235 93 3 4 -
B - 742s 64 8 . 28 -
B - 742L g5 4 - -
B - 1064 95 2 3 -
B - 129S8S 56 - 7 36
B - 12399L 49 - 19 32
B - 13555 53 - 47 -
B - 1375 84,5 1 14,5 -
B - 1415 87 12,5 0,5 -
B - 1416 83 7 10 -
IFO 12370 94 - 6 -
SF4 95 - 5 -
44 71 - 29 -
S. mutans
OMZ 176 16 - 84 -
Ingbritt A 37 - 62,5 -
S. Sanguis
804 52 - 48 -
Complexo Tibt 30 1,5 8,5 -

Além da sacarose consumida na sua sfntese, a dextrana provoca
um aumento da viscosidade do caldo, dificultando etapas de clarifica-
¢3o, filtragdo e bombeamento (13, 14). A dextrana também interfere na
cristalizacdo da sacarose retardando o processo e deformande oz cris-
tais pelo alongamento do eixo 'C' (88). O agucar conténdo alto teor de
dextrana é considerado de baixa qualidade. Este.acucar & de diffcil
cristalizag¥o, apresentando também uma maior higroscopicidade, difi-

cultando a secagem e armazenamento.



COLL, CLARKE e ROBERTS (13), analisando aglcares de diferen-
tes pafses mostram qQue a sacarose produzida no Brasil .apresenga um
teor elevado de dextrana, quando comparado aos demais, e sua cristalf-
zag¥0 & bastante diffcil.

Outro aspecto adverso da dextrana, que tem despertado o inte-
resse das pesquisas, & a relac¢3o desse polissacarfdeo com as céaries
dentdrias. As bactérias da especie Streptococcus mhtans, componen£e
da flora bucal humana, té&m algumas caracterfsticas que as tornam um
dos principais agentes na formac3o das cdries (63). Esses microorga-
nismos produzem grandes quantidades de #cido ldtico o dextrana insolu-
vel em dgua. Esta dextrana se fixa no esmalte dos dentes =servindo de
suporte para as bactérias, formando a chamada placa bacteriana. O 4ci-
do produzido pelos microrganismos da placa provocam a dezmineral izac¢3o
dos dentes, dando infcio 3 cdrie dentsria. Baseados nesses fatos,al-
guns pesquisadores té&m tentado combater as cdries dentdrias atraveés de
vacinas a base de dextrana-sacarase de Streptococcus mutans, que induz
a produ¢¥o de anticorpos ant idextrana-sacarase, impedindo assim 2 for-

magdo de dextrana na cavidade oral (86).

2. DEXTRANA

2.1. PRODUCXQ

As condi¢Bes de cultura para produc3o de dextrana té&m sido
estudadas com diferentes microorganismos, principalmente os da espécte
Leuconostoc mesenteroides. WHITESIDE-CARLSON e colaboradores (839, 100,

101) estudaram as exigéncias vitamfnicas para crescimento e produgo



de dextrana em divereas linhagens de Leuconostoc mesenterojdes e Leu-
conostoc dextranicum. GARVIE (21) testou 63 linhagens de Leuconostoc

megenteroides quanto 3 necessidade de vitaminas e aminodcidos.

Alguns fatores de initbig¢%o da produ¢¥o de dextrana foram
fdentificados como a sulfanilamida (100) e um composto semelhante 2
metionina (24). MAYEUX e COLMER (54) mostraram que o nitrato de sdédio
em balxas concentra¢g8es inibem outras bactérias sem, contudo, afetar o
Leuconostoc mesenteroides. Esta espécie n%o necessita de oxigénio para
seu crescimento, sendo uma bactéria aerdbica facultativa. Uma aeracgdio
leve acelera o crescimento (40), entretanto o oxigénio também pode
afetar o metabolismo do Leuconostoc mesenteroides (32).

. JEANES (35) testou 96 linhagens de Leuconostoc mesenteroides,
produtores de dextrana, mostrandb que além das condic¢8es de cultura,
as caracterfsticas do produto final dependem do microrganismo.

Apesar de se conhecer inumeros microrganismos produtores de

dextrana, a maioria dos processos industriais utilizam o Leuconostoc
mesenteroides e mais especificamente a linhagem NRRL B - 512 (83). A
produg®o de dextrana com esta linhagem atuaimente & conduzida por dois

processos distintos: o método convencional e a sfntese enzimatica,
utilizando enzima purificada.
a) Processo Convencional de Produg¥o de Dextrana

Tradicionalmente a dextrana & produzida durante o crescimento
de Leuconostoc mesenteroides em meio de cultura contendo sacarose o
enriquecido com outros nutrientes. ¥ um processo simples, exigindo
poucos controles além da temperatura. As condic¢Ses de cultura estabe-
lecidas por alguns pesquisadores (34, 37, 38) alcangaram bons rendi-

mentos e té&m servido de base para a producdo industrial. JEANES (36)
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descreve as condi¢®es de cultura para a produg¥o de trés diferentes.
dextranas, sendo duas hidrosoluveis (NRRL B-512 e B-1146) e uma 1{nso-
livel em &gua (B - 523).

Para o Leuconostoc mesenteroides NRRL B - 512 (36), as condi-
¢Bes de cultura s%o as seguintes:
- Meio de cultura, em gramas por litro de 4gua destilada: sacarose
100, extrato de levedura 2,5, sulfato de magnésio heptahidratado 0,20,
fosfato de potdssio monobdsico 5,0 e pH inictal ajustado em torno de
7,0.
- A temperatura & mantida a 25°< C durante toda a fermentac®o. A oxi-
genagdo n¥o se mostrou favordvel, bem como a tamponagdoc do meio com
carbonato de cdlcio (34).
- O pH cai de 7,0 para 4,8, quando a fermentacZo & interrompida. Este
ponto coincide com o pico de méxima vicostdade. O tempo varia de 18 a
30 horas. Para se extrair a dextrana, o meio fermentado & dilufdo em
dgua, centrifugado para separacdo das células e em seguida a dextrana
€ precipitada pela adi¢Zo de etanol (até 45% v/v). Recuperado por cen-
trifugag3do, o produto é dissolvido em dgua e novamente precipitado com
dlcool. O rendimento, em relacZo 2 sacarose inicial chega préximo 2
25%. O produto final recebe o nome de dextrana nativa. Nestas condi-
caés, a dextrana & um pol(hero de alto peso molecular, podendo alcan-
¢ar até cem milhBes de daltons. Para os fins clinicos, principal uso
de dextrana, a dextrana nativa passa por processos de hidrdélise e fra-
élonamento para se chegar no final com um produto de peso molecular
baixo e uniforme.

Alguns trabalhos mostram a possibilidade de se produzir, di-

retamente no meio de cultura, dextrana de baixo peso molecul ar, alte-
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rando algumas condi¢¥es como a concentrag¥o inictal de sacarose, adi-
¢%0 de outros agucares ou oligossacarfdeos de baixo peso molecular,
Inclusive dextrana hidrolisada (64). Variando-se a concentrac3o de sa-
carose entre 20 e 80% e adic¢¥o de sacar fdeos como glicose, frutose,
maltose, oligossacarfdeos ou dextrana, & possfvel produzir diretamente
no meio de cultura, dextrana com peso molecular variando de 10 000 a
300 000. A seguinte fdrmula foi sugerida por BEHRENS e colaboradores
(segundo ALSOP, 2), para calcular a massa molecular do produto final:
Mi= M2 (1 + C1 /7 C2)
onde: Mi= peso molecular do produto final (dextrana)
M2= peso molecular da dextrana adicionada
Cl= concentrag3o inictal de sacarose
C2= concentragio do produtb final
ALSOP (2) relal.a as condi¢g¥es industriais wutilizadas atual-
mente para se produzir dextrana. A concentragdo de sacarose de 17% & a
que proporciona o maior rendimento. A temperatura varia durante a fer-
mentacdo de 25 a 30° C. Nesse caso n3o & usada a adig¢¥o de outros agu-
cares e o produto final é a dextrana nativa. Este trabalho confirma as
citagBes de outrés autores (64), nas quais os processos de produgio de
dextrana n%o tém sofrido mod{FiqacGes significativas. Apesar de inume-
ras patentes terenm si&o registradas, propondo refinamentos e mudancas
no processo, a malioria da dextrana comercial ainda hoje & produzida
pelo processo convencional.
b) Produ¢¥o de Dextrana Via FEnzimatica
Este processo é conduzido em duas etapas: a produ¢¥o da enzi-
ma e a sfntese da dextrana. A sfntese da dextrana ”"in vitro” apresenta

um potencial econ8mico enorme, devido a algumas caracterfsticas da en-
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zlma; € uma enzima extracelular e para gintetizar dextrana n%o necea-
sita de energia adicional (28) e além disso, a reac3o & irreversfivel.
As vantagens desse processo s¥o apontadas por JEANES (38; 38): simpli-
ficag¥o do processo de purificacZo, melhores condi¢gBes de controle da
sfntese e maior rendimento.

A sfntese ”in vitro” vem sendo estudada desde 1941 (46),
quando a enzima foil descoberta. O rendimento tedrico da sfntese & de
100% em relacXo 2a glicose. No entanto, em condic®es industriais o ren-
dimento é menor, diminuindo com o aumento da concentragdo inicial de
sacarose, fornecendo, neste caso, quantidades significativas de produ-
tos secunddrios. Um detalhe lmporpante ¢ que mesmo wuttilizando-se da
sfntese na auséncia de células, industrialmente a dextrana produzida &
de alto peso molecular, exiglndo.as etapas de hidrdélise e fracionamen-
to para os usos farmacé&uticos (2).

A produg¥o mundial de dextrana est3i estimada em 2000 tonela-
das anuais (30). Os principais pafses produtores s%o: Alemanha Octiden-—
tal, Canad4, Estados Unidos, Inglaterra, Holanda, Japdo, URSS e Suica

(82, sS8).

2.2. PROPRIEDADES

Uma caracterfstica comum a toda dextrana & a composigio quf-
mica. A dextrana & um homopolissacarfideo formado por unidades D-gluco-
piranosil. Os tipos de liga¢®es presentes variam de acordo com o mi-
crorganismo produtor. A dextrana produzida pela linhagem NRRL B-512
apresenta somente dois tipos de ligag¢Bes: alfa (1,6) e alfa 1,3
(65). O polfmero é formado por uma cadetia principal com ligagBes alfa

(1,6), com ramificacBes em alfa (1,3). As cadeias secundarias contém
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poucas unidades, sendo que 40X contém somente uma, 45% duas e somente
15% contém mais de duas unidades monoméricas (47). Estas cadetas liga-
das 3 cadela principal, através de ligag@®es alfa (1,3), s8%o formadas
por ligag¢Bes alfa (1,6), sendo constatadas algumas com até 50 unidades
a0) .

O tamanho das moléculas pode variar dependendo da temperatu-
ra, concentragdo de sacarose e presenga de outros agucares durante a
reac3o de sfntese (76, £0). A dextrana nativa apresenta em média, um
peso molecular entre 40 e 50 milhSes de daltons, nas condic¢®es indus-
triais atualmente utilizadas.

As propriedades da dextrana em soluc3o s3o bastante especrifi-
cas, sendo o que realmente a diferencia dos outros polissacarfdeos.
POUELL (70) faz um apanhado geral destas propriedades. A dextrana de
Leeuconostoc mesenteroides (NRRL B-512) €& baslante soluvel em agua a
quente e a frio. Em soluc¢¥o n¥o tem a tend&ncia de adotar uma confor-
magdo ordenada, devido é‘flexibilldade das liga¢Bes da cadeia princt-
pal. A interag¥o entre as moléculas também & dificultada pelas estru-
turas das ramificag¢®es. Isto faz com que a viscosidade intrfnsica seja
extremamente baixa. O comportamento viscoso & bastante peculiar e ate
5% (p/v) uma solug¥o de dextrana apresenta-se como um fluido newtonta-
né. A figura 1 mostra essércomportamento comparado com outros polissa-
carfdeos microbianos e alginato de sdédio.

Esse fenbmeno & atribufdo a grande flexibilidade da cadeia
principal e 3 auséncia de iInterac®es entre as moléculas (69).

Outra caracterfstica prépria da dextrana & a rotac¥o Stica de
aproximadamente +200° em solu¢¥o aquosa (3 a 10%). Em formaldefdo,

JEANES (34) mostra que esta caracterfstica estsd relacionada com as 11~
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gagBes alfa (1,3). Esta constatagio foi feita medindo-se = rotago
6tica a 20° C, para dextranas com variadas porcentagens de ligagdes

alfa (1,3).
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Figura 1: Viscostdade versus concentrac3io das dispersSes aquosas de
polissacarfdeos microbianos e alginato de sdédio.Viscosidade

medida com viscosfmetro Brookfield LVT a 30 rpm (39).

A capacidade de complexar fons metslicos & outra importante
propriedade da dextrana, e aparentemente ests relacionada com os gru-

pos 3-hidroxil das ramificacSes (83).
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2.3. UsQs

O uso dos polissacarfdeos, em geral, ests baseado na capaci-~
dade que estes t&m de alterar as propriedades basicas da dgua, podendo
também exercer func¢des de estabilizantes, emulsificantes, floculantes,
lubrificantes, etc (81).

As fontes tradicionats de polissacarideos s%o os vegetais e
algas. Entretanto, nos udltimos anos as fontes microbianas vém substi -
tuindo rapidamente as fontes convencionais (98). A expansdo do uso de
polissacarfdeos microbianos cresceu bastante, devido a um programa de-
senvolvido por laboratdérios americanos, iniciado por volta de 1945,
com a finalidade de produzir dextrana para usos clfnicos. O programa,
conclufdo na década de 60, trouxe um desenvolvimento significativo na
produc%o de biopol fmeros, conseguindo linhagens mais produtivas e atn-
da a descoberta de novos produtos como a xantana (83).

A dextrana, que jd vinha sendo usada na formulag3o de substi-
tutos de plasma sangufneo, teve um grande impulso na sua comercializa-
¢¥o, surgindo inumeras patentes propondo diferentes aplica¢Bes, algu-
mas com enorme sucesso comercial. A Tabela 2 mostra alguns dos usos da
dextrana e a Tabela 3 dos seus derivados.

HEELY (65) d& uma listagem das patentes registradas para dex-
trana e derivados até 1960. Um grande numero de pesquisas foram condu-
zidas, moslrando os usos potenciais da dextrana, sendo este grupo de
polissacarfdeos exaustivamente estudado. Apesar deste enorme potencial
apontado, somente alguns produtos se desenvolveram, aicancando sucesso
comercial (64). Isto se deve ao fato de que os Qérlos polissacarfdeos
conhecidos apresentam propriedades semelhantes, podendo ser subétitul—

dos em muitos casos. Dessa forma, o custo de produ¢do pode determinar
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© uso de um determinado produto em detrimento de outro. Por outro la-
do, algumas caracterfsticas especfficas e uUnicas de uma substéncia,
dificultam sua substituicZo, garantindo seu espago nas aplicacBes in-
dustriais. A dextrana, devido as suas particularidades, vem sendo usa-
da em alguns casos, h3d varios anos com sucesso, onde n3o se encontram
substitutos adequados (98). Alguns usos da dextrana e derivados s3o
mostrados nas Tabelas 2 e 3. Destacaremos a seguir, aqueles de mator
import&ncia comercial.

- Inddstria Farmacéutica - A dextrana de baixo peso molecular (<
75000) apresenta duas caracterfsticas Importantes para os fins clfni-

cos: & completamente metabolizada no organismo e n3o apresenta efeitos

téxicos ou alérgicos. Estes efeitos aparecem, por outro lado, com a
dextrana de alto peso molecular, ou com alto grau de ramificacXo. Por
isso, a dextrna produzida pelo Leuconostoc mesenteroides NRRL B - 512

€ a unica usada para os fins clfnicos, os quais ultrapassam 300 aplj-
cacles (64). As aplica¢gBes de maijior importéncia comercial na iddistria
farmacéuticas s3¥o as seguintes:

a) Expansor de plasma sangufneo - Em solug¥o salina isotbBnica a 6% p/v
a dextrana de baixo peso molecular apresenta propriedades coloidais,
osmSticas e reoldgicas, semelhantes as protefnas do plasma. Este pro-
duto fot iﬁtroduzido gé mais de trinta anos, como substituto do plasma
sangufneo, nos tratamentos de choque (2). Dois produtos s%o normalmen-
te usados, um com dextrana de peso molecular médio de 70 000 daitons e
© outro de 40 000 (83). Uma infusZo de dextrana de 70 000 reduz o he-
matdécrito e deprime o fibrinogénio, por outro lado aumenta a viscosi-
dade e promove uma expans¥o volumétrica do plasma sangufneo. A dextra-

na de 40 000 daltons tem um poder de expans¥o limitado, mas melhora a
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flutdez do sangue, auxiliando a circula¢Zo nos vasos capilares (64).
b) Dextrana - Sulfato - Vérios produtos, preparados por diferentes

rotas, té&m sido usados. A caracterfstica principal desses produtos é a

propriedade anticoagulante, fato bastante util na medicina (64).

c) Dextrana - Ferro - Virios carbohidratos foram usados na tentativa
de se produzir solugBes de ferro estiveis, que pudessem ser injetadas
em seres humanos. 0 sucesso sé veio com a utilizagdo de dextrana. O

complexo formado da dextrana com fon Fe' "' & estivel e tem sido utilti-
zado com sucesso no tratamento de anemias em animais e seres humanos
(2).

- Inddstria Qufmica - Redes moleculares - Gel de dextrana com ligagdes
cruzadas.

Juntamente com os usos farmac&uticos esta & uma das mais bem
sucedidas aplica¢Bes da dextrana. A reagdo da dextrana com algum com-
posto, forma um gel insoldvel e hidrofflico, usado na fabricac%o de
redes moleculares. As liga¢B®es cruzadas podem ser feltas por produtos
como epicloridrina, derivado de epoxi, DEAE , etc (64). Os produtos
mais conhecidos s¥o o SEPHADEX e DEAE-DEXTRANA, usados para enchimen-
tos de colunas em cromatografia de exclusZo molecular (83).

- Extragdo de Petrdleo - A dextrana & utilizada para compor a lama de
perfuragdo e também na recupera¢3o secundiria do pgtréleo. Neste caso,
podem ser utilizados outros polissacarfdeos, entretanto, o volume de
material utilizado & muito grande com uma tendéncia de crescimento
acentuada (98). Em Cuba, na década de 60, praticamente toda a dextrana

produzida era destinada 3 extrac3o de petrdleo (52).
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Tabela 2: Usos da dextrana (64)

Produto Func¢3o
I- Inddstria Farmacéutica
. Crioprotetor . diminue os danos causados pelo
congelamento em materiais bioldg.
Rajio - X . agente de suspensio
Comprimidos - agente ligante e de solubilizaco
. Cosmésticos . emulsificante e estabilizante
Plasma Sintético . expansdo volumétrica

II- Inddstria de Alimentos

. Doces e Xaropes - Inibe a cristalizag%o, promove a

homogeinizag3o e espessamento

Geléias e chicletes . agente gelificante

Sorvetes : . inibe a formag¢%o de cristais e
mantém o volume

Composic¢%o de cobertura . agente estabilizante

(confeitaria)
Pudim . espessante

111- Extragc3o de Petrdileo

Lama de perfuracg3o . coldide de protecZo e lubrifica-
G3o
. Fluidos de Extracg3o . evita perda de 3gua
IV_ Outros
Produg¢%o de alumfnio . agente de sedimentacXo
Produ¢3o de pdé metdlico . evita o crescimento de cristais
formando gel precipttante
Produ¢3o de soda - precipitagdo de impurezas atra-
: ) vés de complexos
Produg¢3o de combustivel . agente complexante
nuclear -
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Tabela 3: Usos de derivados da dextrana (64)

. Derivados da Dextrana

- Esteres
Triacetato
. Palmitatos e
esteratos

Sulfato-Dextrana

. Dextrana-Fosfato

Dextrana-Nitrato
ou nitrato-sulfato
- Benzil-Dextrana
- Hidroalquildextrana

- Carboximetil-Dextrana.

. Kcido ou sal

- Dialdnfdo—Dextrané
- lodo-Dextrana

- Ferro-Destrana

Fun¢3o (usos)

composic3o de filmes para embalagens
impermeabilizantes, regenera¢%o de celu-
lose

ligantes pntre placas metdlicas e poli-
etileno

tratamento de bdcio, ulcera péptica
anticoagulante

composi¢3o de emulsZo fotogrifica
gomas de alta viscosidade

inibic3o de atividade peptfdica
explosivos e propelentes géis

uso medicinal

expansor de plasma sangufneo, com qua-
lldades de estocagem melhoradas
ligantes em medicamentos (comprimidos)

espessamento em xaropes, estabilizante em
sorvetes

carreador de princfpios ativos - antibid-
ticos, pesticidas

emulsificante de tintas

filmes para embalagem biodegradive!

gel aquoso e organogéis

estabilizante de sucos

medicamento de relaxamento com efeito re-
tardado

prolonga a reag¢3o de drogas como a novo-
cafna e tubazins

tratamento de bdcio - soluvel em &Agua,
ndo toxico e n3Fo alérgico

tratamento de anemia
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3. DEXTRANA-SACARASE

3.1. PRODUCXO
a) Microrganismo Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512(F)

Esta bactéria pertence 3 famflia Lactobacillaceae, género
Leuconostoc, espécie Leuconostoc mesenteroides (86). Segundo a classi-
ficag¥o proposta por GARVIE (20) pertencente ao grupo VI.

A linhagem NRRL - B 512 foi isolada em 1941 por BENEDICT R.
G. em cervejaria (34). As células sFo esféricas ou achatadas em forma
de lentilhas, com dimens8es aproximadas de 0,5 - 0,7‘pm por O,7 - 1,2
‘Pm. E gram positiva, aerdbica facpltativa e n3o apresenta caracterfs-
ticas patogénicas. ¥ uma espécie quimiorganotrdéfica, exigindo um meio
bastante rico. 0Os amino dcidos, valina e 3cido glut8mico s%o essen-
ciais (21). Outros fatores de crescimento também sdo essenciais: tia-
mina, &dcido pantoténico e dcido nicotfnico (2).

A dextrana-sacarase produzida por esta espécie ¢ uma enzima
indutiva, e o Unico indutor conhecido & a sacarose (66), que tambénm
serve como fonte de carbono. A utilizac¥o de outros agucares, glicose,
frutose, manose, lactose, etc, promove um crescimento vegetativo nor-
mal, no entanto n%o h& produc¥o de enzima (43).

b) Condic&esrde Cultura para Produc3o de Dextrana-sacarase

TSUCHIYA e colaboradores (94), analisaram a2 influéncia de di-
versos fatores na produc3o de dextrana-sacarase. A concentrag¢?o de sa -
rarose variando de 0,5 - 5% aumenta a atividade enzimitica méxima, de
& a 120 UDS/ml, no entanto, acima de 2% h3 uma indesegydvel produ¢io de
dextrana, dificultando a separag3o das células pelo aumento excessivo

da viscosidade. Dessa forma, os autores consideram 2% a concentrag3o
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6tima.

Quanto 2o nitrogénio, o aumento da atividade enzimitica ocor-
re, quando h3 um aumento simultfneo da concentrag¢gdo da fonte de nitro-

génio e de fosfato. Como fonte de nitrog&nio fot utilizado dgua de ma-
ceragd®o de milho, que supre também as necessidades de vitaminas e ou-
tros fatores de crescimento. A substituig¢3o parcial do nitrogénio por
fosfato de am8nia resultou numa queda acentuada da atividade enzimati-
ca, na medida em que se aumentava a concentra¢3o de fons aménio (94).
Os testes de pH mostraram que a produc3o de dextrana-sacarase
& bastante sensfvel 3 este parémetro, sendo o 6timo em torno de 6,7.
Temperaturas acima de 259 C resultaram em atividades baixas.
0 meio de cultura foi suplementado com uma solug%o de sais,
denominada 'R' sais (46), de forma que no meio contivesse 0,27% de
sulfato de magnésio heptahidratado, 0,01% de cloreto de sédio, 0,01%
de sulfato ferroso e 0,01% de sultato de manganés. KOEPSEL e TSUCHIYA
(45), em condi¢Bes semelhantes, produziram dextrana—sacarase; atingin-
do no meio um ma&ximo de 50 UDS/ml.
HEHRE (26), usando o meio bdsico proposto p&r TSUCHIYA e va-
riando a concentracéo.de sacarose e de fosfato de potéssio entre 2 e
3%, relata atividades entre 90 e 120 UDS/m} com 2?4 horas de fermenta-

¢330 a 25° C. Como fonte de nitrogénio foi usado extrato de levedura ou

dgua de macerag¢¥o de milho a 0,5%.

ROBYT e WALSETH (75) estudaram o efeito do calcio na produg3o
de dextrana-sacarase, mostrando que em concentrac¢@es entre 0,00i -
0,1%, a atividade enzimatica chegava ao dobro do controle sem célcio.
Concentragdes de cdlcio acima de 0,1% mostravam um efeito contrério,

afetando o crescimento e diminuindo a atividade enzimdtica.
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LOPES (49) observa que a adi¢Ho de cidleio nfo influf na pro-
du¢¥o de enzima. Por outro lado, a estabilidade da enzima purtfléada é
sensivelmente meihorada pela adig3o de cloreto de cilcio a 0,05%.

TOMCZAK (93) analisa diferentes meio de cultura com relacdo
aos amino dcidos, sais, fonte de nitrogénio e carbono. As condli¢des
6timas relatadas s¥o semelhantes aquelas relatadas por outros autores,
com exceg¥o dos fons amdnio, onde o autor mostra que sais de amdnia a
baixas concentrac®es aumenta a produg¥o de dextrana-sacarase. De ve-gse
ressaltar, nesle caso, que o auvtor utilizou outra linhagem, o Leuco-
nostoc mesenteroides L.C.M.1.

O fosfato tem sido usado com a fun¢3o de controlar o pH. Mes-
mo quando o controle ¢ autométicp, ha 2 necessidade de uma certa
quantidade de fosfato, para evitar oscila¢Bes bruscas de pH (49). 0
consumo de fosfato foti analisado‘por ROREM (79). Em seu trabalho o au-
tor mostra um mator consumo de fosfato pelas células associadas a pro-
dugdo de polissacarfdeos, quando comparadas as células n¥o associadas.

As concentracdes de fosfato, usadas na produg¥o de dextrana-
sacarase, variam bastante, estando em geral entre 1 - .é % . LAUFORD,
KLINGERMAN,e WILLIAMS (48) mostram que, em condi¢Bes de pH controlado,
2 variag3o do fosfato entre 0,1 @ 1% n3¥o interfere na2 produtividade.

A solug3o de sais proposta por KOEPSEL e TSUCHIYA (45), os
‘R'sals, té&m sido usados por quase todos os pesquisadores. Além desses
sals, o cdlcio também & adicionado, sendo que alguns trabalhos mostram
um aumento na produtividade (74>, enquanto outros n3o encontraram
qualquer aumento na producZo de dextrana-sacarase com a adic¢Xo de cil-
cio (49).

Por outro lado, o efeito estabilizador do c4dlcio foi consta-
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tado por alguna peaquisadores (32, 41). LAUFORD, KLINGERMAN e WILLIAMS
(48) relatam que a dextrana-sacarase & irreversivelmente desnaturada,

quando incubada por muito tempo na auséncia de cédlcio. Em recente tra-

balho, MILLER e ROBYT (57) mostram que o cdlcio, em concentracdes de
até 1 mM, ativa a enzima, sumentando o Vmax e decrescendo o Km para a
sacarose. Acima de 1 mM o cdlcio age como um inibidor competitivo, com
KI= 59 mM. Os autores também comprovaram que, apesar de agir como ati-
vador, o cdlcio n%¥o & necessdrio na sfntese de dextrana. Como resulta-—
do deste trabalho, os autores prop%em um mecanismo, onde a dextrana-
sacarase possul dols,sftlos,'nos quais o.célclo atua: um, onde a pre-—
senca do cdlcio ativa e outro, onde inibe.

O Leuconostoc mesenteroides & uma bactéria aerobica faculta-
tiva, desenvolvendo bem em anaerébiose. ITO e outros (32), estudando o
metabolismo da glicose em Leuconostoc mesenteroides, mostram que enm
aerobiose o consumo de glicose & major, diminuindo a formacg%o de Slco-
ol. Por outro lado, aumenta a produgﬁo de acetato e lactato, eviden-
ciando 2 inibi¢%o de alguma enzima. Além disso, a produgZo de dextrana
~sacarase € favorecida pela agitag¥o (94). ALSOP (2) num estudo mais
abrangente, mostra que a injec%o de - oxigénio puro, ou de didxido de
carbono inibe o crescimento, mas quando poquena quantidade de ar & in-
Jéiada, a produc¢io de dextfana é mafor. Sem aerag¥o alguma observa- so
um bom crescimento, porém a producZo de enzima & um pouco menor.

Os trabalhos desenvolvidos entre 13945 e 1970 estabeleceram as
bases de produ¢do de dextrana-sacarase por fermentac¥o descontfnua
(batelada). A otimizaco das condigdes de cultura, estudada através
dos trabalhos de pesquisa de HEHRE (25, 26), JEANES (34 a 39) TSUCHIYA

(34 a 96) e colaboradores trouxeram um razosdvel aumento da produtivi-
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dade de dextrana-esacarasge, entretanto n%o congeguiram ultrapassar o
teto de 120 UDS/ml, ficando em média com 50 a 70 UDS/m! no meio de
cultura. A inovac¢¥o introduzida por LOPES (49) deu um grande salto na
produg3do de dextrana-sacarase. LOPES, utilizando-se de um sistema se-
mi-contfnuo com adi¢Fo contfnua de sacarose, consegﬁiu obter as maijo-
res concentrag@es de dextrana-sacarase, até ent%o relatadas. O meio de
~cultura utilizado foi praticamente o mesmo usado por TSUCHIYA e cola-
boradores (94). A produg¢%o de dextrana-sacarase por Leuconostoc mesen-
teroides se d& por indug¥o, observando o autor, que esta sé se dava,
quando no meio a sacarase estivesse acima de um certo limite. Com a
temperatura de 27°C e adi¢¥o contfnua de sacarose, na raz3o de 20g/1.
h, foi atingida uma atividade de 180 UDS/ml no meio de cultura com 10
horas de fermenta¢%o, o que représenta uma produtividade bem superior
as anteriores, relatadas por outros pesquisadores (26, 96, 27).

Baseados nos trabalhos de LOPES (49), outros pesquisadores
otimizaram o processo conseguindo praticamente dobrar a produtivida-
de, alcancando no final da fermentag¢3o, atividades em torno de 300
UDS/ml (2). O desenvolvimento da fermentac¥o, em condic8es otimizadas,
estd apresentado na Figura 2.

De acotdo com a liperatura (2), as condig¢gBes Stimas para pro-
dug3o de déxtrana~sacarase podem ser assin resumidas:
- Meio de Cultura

Extrato de Levedura ou AMM - 20 g/1 - serve como fonte de nitrogé-

nio, vitaminas e demais fatores de crescimento.

Sacarose - 20 g/l no inicio, e controlada com adic3o contfnua, de
forma a manter uma concentrac¥o de 10 - 20 g/1 durante a fermenta-
c3o.
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Foafato de Potdssio - 20,0 g/l

Sulfato de Magnésio - 0,2 g/l

Sulfato de Manganés - 0,01 g/l
Sulfato Ferroso - 0,01 g/1
. Cloreto de Sdédio - 0,01 g/l
Cloreto de C3&lcio - 0,05 g/l

.= Temperatura - 23 - 27¢ C.

- pH - 6,7 - controlado pela adig¢Zo de hidrdéxido de sdédio.

- Aerag3do - + 0,1 VVM (ar estéril)

- Agitag¥o - 100 - 200 rpm - o suficiente para manter a homogeinidade
e evitar a sedimentac%o.

A produgio de dextrana-sacarase por fermentag¢¥o contfnua, tem
sido pouco estudada, sendo raras as referéncias sobre o assunto (2).

LAWFORD e colaboradores (48) estudaram a produ¢®o contfnua de
dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B - 512, tendo co-
mo substrato limitante a sacarose. Com taxas de diluic¥o abaixo de
0,2/h n%o se conseguiu nenhuma atividade enzimdtica no efluente. Acima
deste valor, a concentra¢3zo de enzima aumentou até atingir um maximo
de aproximadamente 8,0 UDS/ml com 0,53/h de taxa de diluicZo. Baseado
no fato de que a produ¢io de dextrana-sacarase por esta linhagem é in-
dutiva, os'autéres coﬁclueh, que a fermentag¢Zo contfnua nZo &€ o melhor
método para se produzir a enzima.

Estes resultados parecem ter desestimulado o estudo com fer-
mentagdo contfnua, entretanto, em recente trabalho PAUL e colaborado-
res (68), usando a mesma linhagem conseguiram resultados surpreenden-
tes, na produg¢Zo contfnua de dextrana-sacarase. Os roesultados deste

trabalho, mostraram uma produtividade alta, bem superior & consceguida
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por LAUFORD. A concentrac¥o méxima de enzima 70 UDS/ml, foi atingida
na taxa de dilui¢¥o de 0,4/h, o que resulta numa produtividade aproxi-—
madamente trés vezes superior aquelas conseguidas com fermentag3o se-
mi-contfnua (adi¢%o contfnua de sacarose). As condi¢Bes de cultura fo-
ram semelhantes, havendo, entretanto, algumas diferencas com as condi -
¢Oes de LAWFORD, quanto 2 temperatura e composi¢do do meio de cultura.
" LAWFORD com T = 25oC, fosfato = 1 g/1, sacarose = 10 g/l (51), extrato
de levedura = 4 g/l e 10g/1 de caseina hidrolizada. PAUL com T = 25°C,

fosfato = 20 g/, sacarose = 20 g/l e extrato de levedura = 20 g/l.
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FIGURA 2: Condig¢Bes Stimas de fermentac¥o para produc3o em batelada de
dextrana-sacarase (pH = 6,7, T = 23< C, Aerac3o = injec¢3o de
ar). Evolu¢3o da atividade enzimdtica, crescimento celular,
Sacarose e concentrac¥o de oxigénio durante a fermentag¥o de
Leuconostoc mesenteroides NRR B - 512 (F) (2).
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Os resultados mostrados por PAUL e colaboradores (68) abrem
uma perspectiva animadora para a produ¢3o de dextrana-sacarase em con-

di¢Bes contfinuas.

A dextrana-sacarase, dentre as virias enzimas que catalizam a
sfntese de polissacarfdeos, & uma das raras excecles que ndo exigem a
presengca de cofatores e intermedidrios fosforilados de alta energfa. A
energla necessdria a3 condensag¢¥o das unidades glicosfdicas é obtida da
hidrdélise da sacarose (81).

A dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides ¢ bastante
estudada e suas propriedades est¥o razoavelmente determinadas, princi-
palmente as da enzima elaborada ﬁela linhagem NRRL B-512.

Quanto 3 especificidade, durante alguns anos a2 sacarose era o
inico substrato conhecido, levando alguns pesquisadores a afirmar que
a dextrana-sacarase era absolutamente especffica, capaz de polimerizar
grupos d-glicosis somente 3 partir de sacarose (26, 27). Estudos re-
centes mostram que alguns compostos contendo uma ligag3o alfa-D-glico-
sfdica, com energia similar 2 da sacarose servem como substrato para a
dextrana-sacarase (8). Contudo, a sacarose é o substrato usado para
toda produg3o industrial de dextrana, sendo que praticamente todos os
estudos se referem 2 sintese de dextrana tendo como substrato a saca-
rose.

A dextrana-sacarase cataliza a sfntese de dextrana numa ampla
faixa de temperatura, desde valores em torno de 0° C até préximo de
40¢ C (17, 42, 44), sendo que a atividade mdxima ocorre por volta de

30 C (26).
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Quanto ao pH a literatura mostra que a enzima & mais attva na
faixa de 5,0 a 6,0, com um Stimo em torno de 5,2. Alguns trabalhos com
enzima purificada apresentam valores diferentes para o pH de maxima
atividade. KOBAYASHI e MATSUDA (43) mostram que a enzima & atfiva na
faixa de pH entre 4,0 e 8,0 com o 6timo em 6,0. MILLER, EKLUND e ROBYT
(58) apresentam valores prdéximos, faixa de 4,0 a 7,5, com o &timo em
5,5. J4 outros pesquisadores n%o observaram mudancas no pH de midxima
atividade para a enzima purificada (41).

A concentrac¥o de sacarose, influéncia bastante a velocidade
da reag¢3o, sendo que a velocidade méximaté atingida em concentracdes
baixas, préximas de 2 mM, acima desses valores ocorre uma inibi¢3o da
enzima pelo substrato (17). A figura 3 ilustra o efeito da concentra-
¢80 de sacarose e da temperatura.na velocidade da reag¢¥o.

A energia de ativag3o da rceagfo, ainda n3¥o estd bem estabele-~
cida, encontrando-se na literatura valores bastante dispersos, de 5,0
a 11 Kcal/mol, na faixa de temperatgra de 15 a 30° C (41).

A enzima crua e liofilizada retém =a atividade por viarios
anos, quando estocada a temperaturas abaixo de 5~ C (2&). ¥m asolucdo,
varios fatores influenciam na estabilidade da enzima, sendo a tempera-
tura e o pH dois par@metros fundumonlais. Alguns autores mostram que
aéima de 25 C a enzima, éﬁ solucdo, perde a atividade rapidamente,
com um tempo de meia vida de 3 minutos a 35° C, 13 minutos a 30° C e
aproximadamente 2 horas a 27° C (12, 41). ROBYT e WALSETH (74), mos-
tram que mesmo a temperatura de 4° C e -15° C, em solu¢3o, a enzima &
Instdvel, podendo perder 50% da atividade em 2 dias. Entretanto a tem-
peraturas abaixo de 4° C outros pesquisadores relatam que em solucZo,

a enzima apresenta major estabilidade (49).
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Figura 3: Veloctdade inicial da reacdo de sintese da dextrana versus

concentrag¥o de substrato 2 diferentes temperaturas (17).

A sensibilidade da dextfana-sacarase quanto ao pH ¢ bastante
grande, apresgentando maior estabilidade entre 5,0 ¢ 6,0, coincidindo
com a faixa de atividade midxima, sendo rapidamente desnaturada fora
desta faixa. Para preparagfes de enzima purificada alguns autores re-
latam, que a faixa de estabilidade pode se alterar ligeiramente. KOBA-
YASHI e MATSUDA (43), mostram que a enzima purificada € mais estavel
para pHs entre 6,0 e 9,0.

A presenca de dextrana aumenta a estabilidade da enzima, além
de ativd-la (43, 74). Num trabalho mats abrangente, MILLER e -ROBYT
(56) mostram que além da dextrana, outros polfmeros.neutros como o po-
lietileno glicol, metil-celulose e detergentes neutros aumentam signi-
ficativamente a estabilidade da dextrana-sacarase. 0 efeito estabili-
zante dos pol fmeros neutros & proporcional ao peso molecular. A con-
centrag¢¥o apresenta um valor crftico, onde comeca o efeito estabili-

zante e outro ponto onde a estabilizag¥o é completa. Para a dextrana,
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as concentragBes exigidas para a completa estabilizagX%o , foram ben
menores, comparado aos outros polfmeros testados.

ITAYA E YAMAMOTO (31), sugeriram ser a dextrana-sacarase uma

metaloenzima, exigindo fons metdlicos como cof atores, tendo também
efelto estabilizante. Trabalhos recentes (57, 639) mostram que a enzima
ndo necessita desses fons para sintetizar a dextrana, entretanto o

efeito establizante e ativador de alguns fons, tem stido relatado. MIL-
LER e ROBYT (57), mostraram que o cdlcio, em concentracdes inferiores
a 1 nmM, aumenta a velocidade da reacZo, e acima de 1 mM o efeito & in-
verso. A estabilizag3o da enzima por fons cédlcio também foi observada
por LOPES (49). Apds tratar a dextrana-sacarase com EDTA, alguns pes-
quisadores (31, 75) observaram que certos fons restauravam a atividade
enzimdtica, sendo que os fons céicio apresentaram o maior ©poder de
restauracgdo.

A inibi¢30 da dextrana-sacarase foi estudada pela equipe de
ROBYT (74 a 78). Os resultados mostrafam que o EDTA inibe até 50% da
atividade enzimdtica. A tabela 4 mostra o efeito inibidor de alguns
fons.

A inibig%o causada pelos fons de metais pesados, era um fato
esperado, polis esses efeitos j& foram observados para varias outras
enzimas. No caso do zinco, os autores, nZo previam efeito inibidor. 0
assunto foi novamente abordado em 1984 por MILLER e ROBYT (56), os
quaias demonstraram que o zinco € um forte inibidor da dextrana-sacara-
se, mesmo quando estd presente em baixas concentracBes (10 mM) .

Alguns autores estudando a inibig¢Zo, causada por compostos qu
fmicos em dextrana-sacarases de outras linhagens de Leuconostoc mesen-—

teroides, apresentaram resultados semelhantes aqueles da linhagem NRRL

31



B-512 (31, 42, 97).

Tabela 4: Efeito de fons metdlicos divalentes sobre a dextrana-sacara-
se purificada e tratada com EDTA (5 mM) (75).

fon adicionado 1 2
(5 mM) atividade rela- atividade rela-
tiva (%) ' tiva (%)
Ca 99 79
Mg 40 74
Mn 40 74
Sr 68 56
Ba 65 78
Zn 00 17
Co 00 65
Ni 00 69
Cd 00 39
Fe 00 30
Hg 00 00
Cu 00 00 .
Pb 00 - Q0
Controle . 56 78

1- Os fons 5 mM foram adicionados apds o tratamento da enzima com
5 mM de EDTA. 2- A enzima foil tratada com EDTA 5 mM e depois o
EDTA fol retirado por didlise. A porcentagem de atividade fol
calculada tomando como 100% a atividade da enzima que n%o so-
freu tratamento com EDTA.

KOBAYASH!, YOKOYAMA e MATSUDA (44) estudaram a dextrana-saca-
rase da linhagem NRRL B-1416. Neste caso os autores diQidem a ag3do da
enzima em duas atividades diferenciadas: atividade sacarase e transfe-
rase, as quais correspondem a quebra da sacarose e transferéncia dos
grupos glicosil para a cadeia do polfmero em forma¢3o. Neste trabalho
os autores mostraram que o efeito inibidor ou ativador, de determinada
substé&ncia, podia ocorrer em uma atividade independentemente da outra
e também simulténeo, inibindo ou ativando as duas atlvidades ou ainda,
inibindo uma e ativando outra e vice-versa.

HEHRE (26) mostrou que alguns destes compostos n%o apresenta-

vam efeito inibidor. Entretanto hd uma diferenga basica, enquanto HEH-
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RE trabalhou com enzima bruta, outros autores (78, 44) trabalharam com
enzima purificada, eliminando assim outros compostos que poderiam in-
terferir, inclusive a dextranp qhe tem efeito estabilizador e ativador
da dextrana-sacarase.

A forga i6nica também & um fator de inibi¢3o. LOPES (49) mos-
trou que a velocidade de reag3o diminufa na medida em que se aumentava
a molaridade do tamp¥o de 0,01 a 0,5M, na reac%o da dextrana-sacarase.

O efeito da press3o na cinética da reagio foi analisado por
GREULICH e LUDWIG (23). Os resultados mostraram que as altas pressdes
diminuem a atividade da dextrana-sacarase e desnaturam a enzima. A
desnatura¢3o entretanto depende da concentrag3o de substrato presente,
sendo mais acentuada em baixas concentrac¢des de sacarose. Em condic¢des
normais a sacarose inibe a rea¢3§ a concentracl8es acima de 200mM (65).

O peso molecular da dextrana-sacarase, n%o estd bem definido
ainda. Os primeiros estudos mostraram que a enzima tinha um peso mole-
cular de aproximadamente 280 000 daltons (17). Os estudos mais recen-
tes (43,58), utilizando métodos mais sofisticados, mostram que o peso
molecular é menor e ainda que a enzima vem sempre associada com molé-
culas de dextrana, aparentando um peso molecular maior. Usando uma se-

quéncia de passos, incluindo tratamento com dextranases, KOBAYASHI e

MATSUDA (43) avaliaram o peso molecular da dextrana-sacarase em 65 000
daltons, contendo 17% de carbotdratos.

ROBYT (76) sugeriu que a enzima era uma glicoprotefna. Em seu .
experimento, a enzima purificada foi submetida a hidrélise acida e a
frag@o de carboidratos era constitufda principalmente de manose. Com
adig3o de concavalina A, a enzima era totalmente inativada. Este fato

levou os autores a concluirem que a enzima era uma glicoprotefna, pois
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8 concavalina tem a capacidade de complexar com glicoproternas que
contenham resfduos de D - manose.

MILLER e colaboradores.(SB), usando apuradas técnicas de puri-
ficag¥o, conseguiram prepara¢Bes de dextrana-sacarase com baixos teo-
res de carbohidratos , abaixo de 1%. 0 peso molecular da enzima fol
avaliado, mostrando que a enzima tinha duas formas com diferentes pe-
sos moleculares, uma com 177 000 daltons e outra de 158 000 daltons,
sendo que a primeira se convertia para a segunda forma, apds longo pe-
rfodo de estocagem. Os autores colocam em duvida o fato da enzima ser
uma glicoproterfna, dado os baixos teores de carboidratos conseguidos
nas preparagfes. Assim sendo, ainda permanece duvidas quanto a compo-

sig¢do qufmica da enzima bem como seu peso molecular.

3.3. MECANISMOS DE ACXO CATALITICA

A atividade catalftica da dextrana-sacarase & uma combinacXo
de reag¢Bes envolvendo os sftios ativos da enzima, o substrato e o "a-
ceptor”. Duas atividades distintas podem ser consideradas na sfntese
de dextrana a partir de sacarose: a atividade hidrolftica e a glico-
siltransferase. A primeira, responsdvel pela quebra da ligag%o entre a
frutose e glicqse da sacarose, formando o grupo D - Glicosil e a se-
gunda, transfere o grupo glicosil para a cadeia do polfmero em forma-
¢3o. KOBAYSHI, YOKOYAMA e MATSUDA (44) comprovaram a disting3o dessas
duas atividades da dextrana-sacarase, mostrando que algumas substéan-
cias inibem uma, enquanto ativam outra, e vice-versa, havendo também
substéncias que ativam ou inibem ambas.

A sacarose é o substrato natural de dextrana-sacarase, sendo,

neste caso, bastante especffica (17, 45), entretanto, dextranas produ-
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=idas por alguns microrganismos utilizando outros substratos s30 men-
clonados (6, 7). Em recente trabalho BINDER e ROBYT (8) citam que a
dextrana-sacarase de Leuconospoc' mesenteroides NRRL B-512(F), pode
produzir dextrana, utilizando-se de outro substrato além da sacarose.

O modo de ag¢3%o da dextrana-sacarase vem sendo estudado hid va-
rios anos, tendo iniciado por volta de 1950, quando alguns pesquisado-
res estudavam a sfntese do amido e glicogénio (2).

NEELY (65) propés um mecanismo, onde a enzima teria dois sf-
tios ativos, doador (d) e receptor (M). O crescimento do polissacarf-
deo se darfa a partir da extremidade n%o redutora, envolvendo as se-
guintes etapas: 1) Liga¢¥o simultanea de duas moléculas de sacarose

aos dois sftios ativos d e M. Nesse caso, a moldcula ligada ao sftio 4

seria doadora de resfduos D - glucopiranosil e a outra molécula recep-
tora iniciaria a cadeta. 2) Transferéncia do grupo D - glucopiranost]
da sacarose, ligada a outro d, para a sacarose ligada ao sftio M. Nes-

ta etapa uma molécula de frutose seria liberada ao meio. 3) Sucessivas

transferéncias de grupos D - glucopiranosil do subtrato (sacarose) pa-
ra o final n%o redutor da cadeia em crescimento, ligado ao sftio M,
com forma¢%o das ligagBes alfa (1,6). 4) Dissociac3o ou tnativacio do

complexo enzima dextranosil, terminando a sintese da molécula de dex-
ﬁ;ana. A Figuf% 4 ilustra o mecanisﬁo proposto por NEELY.

O mecanismo proposto por NEELY, explica a formacZo da cadeia
principal, n¥%o incluindo, entretanto, as ramificag¢les.

EBERT e SCHENK (17) propuseram outro mecanismo, com algumas
diferengas bidsicas. Eles consideram a hipdtese dos dois sitios ativos

da enzima, mas assumen que o crescimento se di pela extremidade redu-

tora da cadela. A finalizaco da cadeia, segundo essa hipdtese, se da-
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ria pela ag%o de aceptores n¥%o especfficos.

HEHRE (27), estudando a a¢¥o da amilosacarase, observou que
na transferéncia dos grupos D. - élucoplranosil, o crescimento da ca-
deia se dé pelo final n%o redutor. Seus experimentos levaram-no a su-
gerir que a agdo da dextrana-sacarase era semelhante, embora conside-

rando exce¢¥o, pois de maneira geral as glicosiltransferases acrescen-

tam grupos no final redutor.

d d—-G-F
+G-F+A = E } (1)
M M= -A
d—-G-F d
—_— E + F (2)
ML--A M~-G-A

d
+ 6-F — E . + F G
-(G)n-A M~-(Gn+1-A

M
d d
S +(G)n+1-A (4)
M—(G)n+l-A M
M = silio ativo da enzima, receptor G = glticone
d = sftio ativo da enzima, doador F = frutose
G-F = sacarose doadora de grupos glicosis

A = molécula de glicose iniciadora da cadeia (”Aceptora”)

Figura 4: Esquema do mecanismo da reac¥o de sfntese da dextrana pro-

posto por NEELY (65).
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SIDEBOTHAN (86), em um trabalho de revis3o, constdera que os
mecanismos até ent¥o propostos, n3o apresentavam bases suficientes pa-

ra definir a dire¢3o do crescimento das cadeias formadas pela dextra-
na-sacarase.

ROBYT e colaboradores (70 a 76), em uma série de trabalhos
publicados entre 1974 e 1980, utilizando técnicas de marcadores ra-
dioativos e anédlises cromatogréficas, esclareceram diversos pontos no
mecanismo de ag¢¥o catalftica de dextrana-sacarase. Estes estudos per-
mitiram estabelecer um mecanismo para a sintese da dextrana.

O mecanismo proposto pelos pesquisadores foi resumido nos se-
guintes passos:

A enzima possui dois sftios ativos X1 e X2. Na primeira eta-
pa, dois nucledfilos, localizados nos sftios ativos, fazem um ataque
nucleof flico em duas moléculas de sacarose, formando dois grupos gli-
cosil que s¥o ligados aos sftios ativos por ligagBes covalentes atra-
vés dos nucledfilos, pelo carbono 17

No passo seguinte, a hidroxila do carbono 6, de uma das uni-
dades de glicose, faz um ataque nucleofflico 2 outra glicose formando
uma ligag%o alfa (1,6), liberando um nucledfilo, que ataca outra molé-
cula de sacarose, formando novo grupo glicosil. Em seguida, a hidro-
x{ia do carbono 6, do nové glicosil formado, faz um ataque no carbono
1 do isomaltosil formado na etapa anterior. Na presenca de sacarose o
mecanismo se repete continuamente com os dois grupos catalfticos dos
sftios X1 e X2, formando, alternadamente, complexos covalentes com a
glicose e a cadeia de dextrana em crescimento, conforme ilustrado na

Figura 5.

A finalizag¥o ocorre pela expuls¥o da dextrana do sftio ati-
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Vo, quando uma unidade de glicose é transferida para a sacarose pelo
sftio ativo e inserida entre a enzima e o final redutor da cadeia de

dextrana.

/ ’
Ch<3 O:Tﬂ
Xp X;%P Xp{}«a XF43
_— z:‘ — Kou —
( é“z TEMPO
]
ij X"-OZJ xXa-0 X -0—+0+0
o— o=
{ Y
0—<] - sacarose X,» X, - sitios ativos
O - glicose e - nucledfilo

A - frutose

Figura 5: Esquema do mecanismo da reac¥o de sfntese da dextrana pro-

posto por ROBYT (71, 77)

O mecanismo proposto para a ac¥o dos aceptores, considera que
os hidroxis dos aceptores fazem unm ataque nucledfilo e liberam os gru-
pos glicosil e dextranosil da enzima, desfazendo o complexo, formando
ligagBes glicosidicas, dando como produtos, respectivamente, oligossa-
carf{deos e dextrana (Figura 6 a). Quando reage em presen¢a de sacaro-
se, oOs grupos glicosii e dextranosil, s¥o continuamente regenerados no
sftio ativo e deslocados pelo aceptor, aumentando os rendimentos dos
produtos da reag¢3o com o aceptor, quando comparado com a reag¢3o na au-
séncia de sacarose, ou seja, com outros aceptores. Quéndo a concentra-
¢#@o do primeiro oligossacarfdeo se torna suficientemente alta, ele age
como aceptor, dando origem a outro oligossacarfdeo de maior cadeia,

observando-se, nesses casos, uma série de oligossacarfdeos homdlogos
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(Figura 6 b).
A acg¥o dos aceptores na sintese da dextrana tem uma importéan-

cia fundamental, pois além de alguns aumentarem a velocidade da rea-

¢%o, influem de forma decisiva no peso molecular da dextrana formada.
A especificidade da enzima quanto ao aceptor é bem menor, quando com-
parada ao substrato.

KOEPSEL e TSUCHIYA (45, 46) mostram que certos acgucares,
quando presentes no melo contendo dowlrana-sacarase e sacarose, provo-
cam a formag¥o de grande quantidade de oligossacarfdeos. Eles sugeri-
ram que a enzima necessitava de um iniciador "primer”, ao qual as uni-

dades de glicose se juntavam formando a cadeia do polissacarfideo.

“ s

XS0 X2
X200 I:x"
2( n 2
M g—e-0oto}o
Ha n
REACAO A
Mﬁ%ﬂ - Mifoto
=]
X350 X,
") o
#WXW - ”er
OH n
y z y z
REACAO B
O = glicose { = ligagdo Ox-1,3(ramificacdo)
® = glicose (aceptor) = = ligagdo &X-1,6
# = glicose com carbono| X?,X$= sitios ativos

redutor

Figura 6: Esquema do mecantismo proposto por ROBYT para a rea¢3o dos

aceptores na sfntese de dextrana (76).
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TSUCHIYA e colaboradores (85, 96) também estudaram o efetto
de acucarés de baixo peso molecular, mostrando a possibilidade de pro-
duzir dextrana clfnica de baixo peso molecular. Os autores concordavam
com KOEPSEL, quanto ao pPapel inicilador desses agucares, chamando -os de
aceptores.

YAMAUCH! e OHUADA (102), testando diferentes aceptores, mos-
traram que eles aceleravam a reac3o, sendo que a maltose e isomaltose,
tiveram maior eficiéncia na ativacgZ3o da dextrana-sacarase.

EBERT e SCHENK (17) argumentam que no tipo de crescimento de
cadetfa por inserc¢Zo, a terminac%o da cadeia se dd pela quebra da liga-
¢do0 entre a enzima e a cadela em crescimento. A quebra, no caso, & de-
vida & ag3o do aceptor, que desfaz o complexo enzima-cadeia, impedindo
que se refaga o complexo. A competic¥o do aceptor com o substrato, ex-
plica a forma¢%o de dextrana de baixo peso na presenga de aceptor. A
sacarose também age como aceptor, e em altas concentragdes induzem
também a formac¥o de dextrana de baixo peso molecular.

EBERT e SCHENK (17) conduziram seus experimentos, wutilizando
aceptores marcados radioativamente. Com esta técrica mostraram também,
que os aceptores podiam ser Incorporados na dextrana nativa, indepen—
dentemente do peso molecular.,Estudandoro peso molecular dos produtos
da reac¢%o e a cinética, os autores classificaranm Os aceptores em cate-
gorias, de acordo com sua capacidade de ativar a enzima.

ROBYT e WALSETH (72) também investigaram o papel dos acepto-
res, usando agucares marcados com carbonos radioativos. Seus experi-
mentos foram conduzidos, preparando o complexo enzima-dextrana pela
reagdo da dextrana-sacarase com sacarose. 0 complexo fot isolado por

cromatografia e depois incubado com aceptores marcados. Os resultados
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mostraram que os aceptores foram incorporados & dextrana. Através de
anédlises por hidrdélise e reduco puderam provar que estes aceptores
foram incorporados na extremidade redutora da cadela. Esses resultados
além de confirmarem que o crescimento da cadeia se dd pelo final redu-
tor, mostraram também que a reac%o com os aceptores ocorre na auséncia
de sacarose. Outras reagdes efetivadas na presenga de sacarose mostra-
ram que o aceptor Compete com a sacarose na reagdo de polimerizaco,
produzindo dextranas marcadas e também uma série de oligossacarfdeos
homdlogos.

A presenga de sacarose n3o interferiu, quanto 2 localizac3o
dos aceptores (extremidade redutora), pots, neste caso, a adig3o tam-
bém se dava pelo final redutor.

ROBYT e EKLUND (77) testaram o efeito de alguns aceptores na
reagdo da dextrana-sacarase, mostrando a eficiéncia relativa de cada
um. Os resultados destes experimentos mostraram também, que a distri-
bui¢¥o dos produtos da reac%o tem uma variag¥o muito ampla, dependendo
do aceptor presente.

Diferentes mecanismos tém sido propostos para explicar a for-
mac8o das ramifica¢Bes na cadeta da dextrana. Alguns autores levanta-
ram a hipdétese do desenvolvimento de uma segunda enzima, baseados emnm
diferengas na porcentagem de ramificac3o de dextranas produzidasv apds
tratamentos térmicos da enzima e presenca de fon magnésio (5). Apesar
disso, o isolamento da suposta enzima n%o foi conseguido por outros
pesquisadores (2).

Estudos realizados com Leuconostoc mesenteroides B - 1315,
demostraram que esse microrganismo produz duas dextranas distintas.

Uma frac3o tem caracterfsticas tfpicas da dextrana produzida pela 1i-
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nhagem NRRL B - 512, enquanto a outra apresenta 1igacBes alternadas,
alfa (1,6) e alfa (1,3). Mesmo neste caso n3o foi possfvel confirmar a
existéncia de mais de uma enzima envolvida no processo (15, 16, 60).
Assim, a hipdtese de que a dextrana & sintetizada pPor uma sdé enzima &
a mals sustentada (75, 84, 85).

SUZUK1 e KOBAYASHI (90) analisando dextranas produzidas por
enzimasg com diferentes graus de purifica¢%o, observaram que quanto
maior a purificag%o menor a porcentagem de ramificag®es. Bascuados nes-
tas observacg8es, sugeriram ser estas ramificacBes devidas 2 fatores
n%o enzimdticos. Esta conclus3o fof reforgada pelo trabalho de TSUMU-
RAYA e colaboradores (387), que testaram a influéncia de vadrias subs-
tancias na forma¢¥o das ramificacBes da dextrana.

EBERT e SCHENK (17) propuseram um mecanismo para explicar a
formag%o das ramificacBes. Sugeriram que a ac%o de moléculas de dex-
trana como aceptores originavam as ramificag8es.

LARM e colaboradores (47), estudando as ramificacBes da dex-
trana, mostraram que eram formadas, em sua maioria, por cadeias cur-
tas, onde 40% teriam uma s unidade de glicose , 45% duas unidades e
somente 15% das cadeias ramificadas teriam mais de duas unidades.

TAYLOR e outros (91) também estudaram o tamanho das cadeias
secundériaé, concluindo que cadeias contendo duas ou mais unidades
ocorrem na dextrana sintetizada pela dextrana—sacafase do NRRL B-512.

ROBYT e TANIGUCHI (72), estudando o mesmo assunto, propuseram
um mecanismo similar aquele proposto por EBERT e SCHENK (17), onde a
reacdo do aceptor seria responsavel pela formag3o das ramificaces. Os
estudos foram feitos com a enzima purificada e agucares marcados com

radioatividade. As observac@es experimentais levaram os autores a pro-
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porém o meguinte mecantemo: um grupo C -0OH do aceptor faz um ataque
nucleof flico ao carbono 1 no final redutor do grupo dextranosil, ou
glicosil, ligados a enzima. Estes grupos sdo liberados do sftio ativo
formando se ligaghes alfa (1,3). Negse cago, o aceptor pode sger uma
molécula de dextrana, ou frutose. Com esse mecanismo, as cadetias se-
cundérias podem conter uma ou viarias unidades de glicose. Os produtos

Isolados da rea¢¥o confirmam este mecanismo (91).

3.4. IMOBILIZACXO

A imobilizaczo de dextrana-sacarase é um assunto recente, que
comecou a ser estudado, somente h3 alguns anos atrss.

OGYNO (67) imobilizou a enzima, colocando resinas de troca
idnica no meto contendo dextrana-sacarase, utilizando, em seguida,
©ssas resinas na sfintese da dextrana.

CHEN e KABOLI (12) estudaram a imobilizac%o em papéis de fil-
tro e sflica porosa. Os melhores resultados foram obtidos cem sflica,
atingindo uma atividade de 13 UDS por grama de sflica. Os autores re-
latam uma perda de atividade enorme, quando a enzima entra em contato
com o suporte. Continuando na mesma linha, KABQL!I e REILLY (41) fize-
ram um estudo comparativo das propriedades da enzima livre e imobili-
zada. Os resultados mostram pequenas variagdes quanto 3 estabilidade.
Também foi analisado o efeito do pH e de presenga de cdlcio, n%o sendo
observado diferencas significativas entre a enzima imobilizada e 11~
vre. Os autores concluen, que a imobilizag%o de dextrana-sacarase emn
sflica porosa & diffcil, com fndices de retengdo muito baixos. A atij-
vidade especfifica mdxima foi de 8 UDS/g de sflica.

MONSAN e LOPES (61) imobilizaranm dextrana-sacarase em sflica
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porosa, atingindo fndices bem mais elevados, com atividade da ordem de
800 UDS/g de sflica. Estes resultados compérados équelesl obtidoé por
KALOBI e RELLY (41), s¥o mals ou menos cem vezes malores. A &rea espe-
cffica da sflica & um par8metro fundamental. LOPES (49) verificou que
a imobllizag¢¥o apresentava bons resultados, com sflica de 6 m? /g. A
medida que se aumentava a drea especffica, a quantidade de enzima imo-
bilizada diminufa.

Dois métodos de purificacfo também foram testados. A precipi-
tag%o com etanol dificultava a imobilizac¥o, devido a formacHo de
aglomerados. Melhores resultados foram conseguidos, purificando a en-
zima por ultrafiltragdo seguida de cromatografia em gel.

A adic3o de maltose também facilitou a imobilizagTo, princi-
palmente na sflica com poros menores. Neste caso, a reacgfo da maltose
(aceptor) com o complexo enzima-dextrana, deixa a enzima livre, faci-
litando a penetrac¥o e liga¢%o com o suporte (49).

A reag¢%o de sintece, utilizando a enzima imobilizada, foi
testada na presenca de dextrana de baixo peso molecular como aceptor.
Com esta técnica, MONSAN e LOPES (62) conseguiram o renaimento de pra-
ticamente 100% em dextrana de baixo peso.

CHANG e colaboradores (11) também conseguiram excelentes re-
sultados, imobilizando a dextrana-sacarase em fenoxiacetil celulose
porosa.

A imobilizagdo € um caminho promissor, para se conseguir
maior rendimento e produg3do contfnua de dextrana, aumentando a produ-
tividade. N3o se encontra na literatura, referéncias a processos in-
dustriais, que utilizem esta técnica atualmente. Em escala piloto, AL-

SOP (2), relata a produc¥o de dextrana de forma contfnua, utilizando
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enzima imobilizada. O autor n%o detalha as condicBes e o suporte uti-
lizado. Informa apenas que a atividade espec{fica é de 800 UDS/ml e
que com 10 Kg de suporte, converte-se 8 Kg de sacarose em dextrana por

hora.
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Quando a reacg3o se desenvolve nas condic@es normais, as molé-
culas de dextranas atingem valores da ordem de cem milh®es de daltons.
0 controle de alguns par8metros mostra que & possfvel predeterminar o
peso molecular do produto final da reag3o catalisada pela dextrana-sa-
carase sobre a sacarose.

0 tempo de reag3o foi avaliado por TSUCHIYA (95), BRASWELL
(8) e LOPES (439). TSUCHIYA, trabalhande com enzima semi purificada
(precipitag@o com etanol), observou que, o peso molecular meédio n3o
variava ao longo do tempo de reagZo. BRASWELL, trabalhando com enzima
purificada e bruta, notou que com a enzima bruta os resultados se as-
semelhavam aqueles obtidos por TSUCHIYA, enquanto que com enzima puri-
ficada, o peso molecular do polfmero variava com o tempo. LOPES con-
firmou os resultados de BRASWELL, mostrando a distribuicio do tamanho
das moléculas entfe 120 000 e 25 000 000, ao longo de quatro horas de
reagdo. Outro efeito observado foi o aumento da porcentagem de ramifi-
cagdo com o tempo.

A -concentracdo inicial de sacarose, influe no peso molecular
e também no rendimento da dextrana produzida pela sfntese ”"in vitro”
(35). A Tabela 5 {lustra esses efeitos. Na Tabela 5 podemos observar

que acima de 10% de sacarose, hd um aumento substancial nas quantida-
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des de pequenos sacarfdeos, diminuindo o rendimento em dextrana, prin-

cipalmente de alto peso.

Tabela 5: VariacXo das fragBes de carboidratos e dextrana na reagdo da
dextrana sacarase versus a concentragc®o inicial de sacarose

(2).

Sacarose Monossa- Dissaca- Dextrana Dextrana Dextrana de
% p/v carfdeos rfdeos total alto peso baixo peso
2 52,2 1,9 45,9 45,9 0,0
4 50,0 4,4 45,6 45,6 0.0
5 51,3 4,3 44 4 44 ,4 0,0
10 51,2 6,8 42,0 39,0 3,0
15 55,5 S,4 35,3 25,3 10,0
20 56,9 11,2 31,8 17,9 14,0

Tedrico 52,6 0,0 47,4 47,4 0,0

A temperatura de reacfo: em recente trabalho, SABATIE e cola-
boradores (80) mostram que a porcentagem de ramificacXo cresce na me-
dida em que aumenta a temperatura, no intervalo de 3 a 30° C. Esta in—
fluéncia da temperatura de sfntese fora prevista por NEELY (65). O
comportamento dos produtos foi avaliado por SABATIE, que observou uma
nftida diferengca na viscosidade das solu¢Bes de dextranas sintetizadas
a diferentes temperaturas.

TSUCHIYA (95), analisando o efeito da temperatura de reac¢3o
no peso mo;ecular da dextrana, observou que na presenca de aceptores
(1% de dextrana hidrolisada), a porcentagem de dextrana de alto peso
molecular & significativamente aumentada com o aumento da temperatura
de sintese, sendo 24,7% a 30° C e 1,3% a 4° C. O rendimento global foi
ligeiramente favorecido nas baixas temperaturas. Trabélho semelhante ,
apresentado por MONSAN e LOPES (62) mostrou que a 30°¢ C, 29,4% da dex-
trana sintetizada tem peso molecular acima de 350 OOO d, enquanto que

a 4° C, toda a dextrana produzida apresenta peso molecular abaixo des-
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se valor.
A adic¥%o de aceptor: a presenca de alguns acg¢ucares de baixo
peso molecular durante a reac¢¥o da dextrana-sacarase com a sacarose,

afeta o produto final, em rela¢¥o ao seu peso molecular e o seu grau

de ramificac3o, influindo também nb rendimento global do processo. O
mecanismo de ag¢3o dos aceptores foi bastante estudado por ROBYT e
equipe e estd explicitado no ftem referente ao mecaniusmo de  aclo da

dextrana-sacarase.

O efeito do aceptor depende da sua estrutura ffsico qufmica e
da concentrag3o. A distribui¢¥o dos produtos da sfntese na presenga de
diversos aceptores foi estudada por ROBYT e colaboradores (72, 74,
78). Os autores observaram diferencaé marcantes na porcentagem dos di-
ferentes produlos de reacfo e na efici@ncia relativa de cada um dos
aceptores. O rendimento em dextrana, também foi bastante afetado, de-
pendendo do aceptor preseﬁte. Para a maltose, por exemplo, o rendimen-
to em dextrana fol de 18% (em relac¢%o -ao rendimento méximo possivel-
tedrico) com 26,1% de produtos de dp3 (dp = degree of polymerization),
enquanto que para a glicose os valores s3o de 77,9 e 3,4%, respectiva-
mente. ,

Outra observac¥o importante & quanto 3 quantidade de glicose,
Isomaltose e "leucrose” (0-alfa-D-glicopiranosil-(1,5)- D-frutopirano-
se), livres no final da reag%o. Os autores observaram, neste caso, que
praticamente n¥%o hd nenhuma variag3o para os diferentes aceptores. A
formag¥%o de glicose durante a sfntese de dextrana pela dextrana-saca-
rase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B - 512, aparentemente ests as-—
soclada a a¢¥o da dgua agindo como aceptor, deslocando um grupo D -

glicosil do sftio ativo da enzima, resultando numa molécula de glicose
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que n3¥c pode mais ser incorporada 2 cadefa de dextrana, (22, 50, 51).
A formag3do de isomaltose e ”"leucrose” resultam da ag3o da Frutosé, co-
mo aceptor. Estes fatos explicam em parte a independéncia da concen-
tra¢3o desses agucares, no final da reag3o, quanto ao tipo aceptor,
dado que a reacdo se dd em meio aquoso @ a frutose & um produto da
acdo enzimdtica, e por isso sempre presentes. 0 efeito da concentracio
do aceptor, no peso molecular do produto final (dextrana) estd mostra-

do na Tabela 6.

Tabela 6: Efeito da concentrac¥o do aceptor sobre o peso molecular da
dextrana sintetizada pela dextrana~sacarase de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512(F) (385).

Concentrac¢3o Dextrana
QO e e
Aceptor (p/v) peso molecular médio % Rendimento
> 126 000 9,8
1 126 000 23,1 44,5
31 100 10,7
76 000 7,0
2 76 000 25,1 57,8
27 800 23,3
82 000 25,0
3 82 000 7,4 69,8
18 400 34,5
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I1l. MATERIAIS E N#ATODOS

1. MICRORGANISHO

Fol utilizado em todos os experimentos o Leuconostoc mesente-
roides NRRL B-512(F). Em nosso laboratério, em trabalhos anteriores,
foram testadas outras linhagens, sem contudo alcancar uma produg3o
significativa de dextrana-sacarase. Além desse fato, conforme mostrado
na revisdo bibliogrdfica, a linhagem NRRL B-512(F) & a que se mostrou,
até o momento, com major produtividade, sendo esta linhagem usada em
praticamente toda produc¥o industrial.

0 microrganismo foil conseguido através de convénio do labora-
tério com o Institut National des Sciences Appliqués de Toulouse -
Franga. A cultura chegou na forma liofilizada, em ampolas de vidro.
Para se preparar as culturas estoques, o liofilizado foi dissolvido em
solug%o salina (0,39% de cloreto de sédio), cultivado em meio padr%o e
apds duas repicagens, estocado, em tubos rosqueados, a -15°C, numa so-
lug¢%o de glicerol 10%, conforme o esquema abaixo:

Microrganismo liofilizado => Solug¥o salina => cultivo em
melo padr¥o => 12 repicagem => 22 replicagem => 5 ml! de cultura + 5 ml
de soluc3o glicerol 20% => estocagem a -15<C.

Na segunda repicagem, o volume do meio de <cultura chegou a
150 mi. A fermentag3o foi interrompida com 8 horas de cultivo, quando
foram retiradas as aliquotas para estocagem. Nesta etapa foram obser-—
vados rigorosos cuidados com a esterilidade de todo matertal utiliza-
do, para evitar qualquer tipo de contaminag¥o. A verificagZo da n3o
contaminagdo da cultura, foi feita com cultivo em placas e observag3o

ao microscéplo.
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2. MEIOS DE CULTURA

a- Meio padr3o:

Sacarose: 40 g/l
Extrato de levedura: 20 g/l
Fosfato de potissio-di-basico: 20 g/l
Sulfato de magnésio: 0,2 g/l
Cloreto de sdédio: 0.01 g/1i
Sulfato ferroso: ‘ 0,01 g/1
Sulfato de manganés: 0,01 g/1
Cloreto de cdlcio: 0,02 g/!

Modo de preparar:
Inicialmente, preparam-se as solugBes de sais da geguinte
forma:

- SolugZ%o A - (R sais):

Sulfato de magnésio: 200 g/}
Sulfato de manganés: .10 g/1l
Cloreto de sdédio: 10 g/l
Sulfato ferroso: 10 g/}
-~ Solug¢Zo B:
Foufulo de potdssio di-basico: 200 g/1
- Solug¢d%o C:
Cloreto de cdlcio: 20 g/1
As solugBes A, B e C foram esterilizadas a 121<C por 15 minu-

tos e estocadas a 5° C,.
Na preparag3o de um frasco para fermentac3o, colocou-se saca-

rose, extrato de levedura e uma alfquota da solu¢g¥o A. Esterilizou-se

a 121 C por 15 minutos e apds resfriamento, juntou-se alfquotas das
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solugles B e C, de forma a alcangar a concentracXo dese jada.

A necessidade de se esterilizar separadamente o Fosfato‘ e o
cdlcio, se deve ao fato de ocorrer precipitagdo, quando esses sais s3o
aquecidos junto com outros ingredientes. Este fato fof verificado ex-
perimentalmente.

b- Meios Formulados:

Foram preparados diferentes meios de cultura, wutilizando-se
melaco em substituicdo a sacarose e dgua de macerac3oc de milho (AMM)
em substituig¥o ao extrato de levedura. Ainda foram preparados meijos
vari{ando a concentra¢3o de fosfato. Para os demais sais foi testado ‘a
necessidade da adi¢¥o de cada um, nas concentragdes padrdes, quande o
meio continha melago.

O melago apresenta uma composi¢¥o bastante complexa, contendo
alem da sacarose uma grande quantidade de agucares redutores e um teor
relativamente alto de sats (1). Assim sendo, os testes da necessidade
de suplementac¥o de sais, no meio com melacgo, foram realizados com
dois pontos: sem adic¢Xo do sal ou adi¢c¥o na concenttaqso do meio pa-
dr3c. 0O melago utilizado apresentava aproximadamente 80% de acgudcares

totais, sendo 20% agucar redutor e 60% de sacarose.

3. CONDICSBES DE CULTURA
a~ Pré-FermentacgZo.

A pré-fermentag3o foi feita para todas as fermentag¢les. Er-
lenmeyers de 250 ml, aletados, contendo 90 ml de melo padr3o foram es-
terilizados a 121° C por 15 minutos. Apds resfriamento foram adiciona-

dos 10 ml de soluc3do de fosfato, esterilizado da mesma forma. 0 meio

foi inoculado com um tubo de cultura estoque contendo 10 ml. Apds ino-
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culag¢Zo, foi incubado a 27° C em "Shaker” (agitador de frascos) a 150

rpm por um tempo de 14 horas..
b- Fermentac3o eh frascos agitados.

Foram utilizados erlenmeyers de 500 ml, aletados, contendo

150 ml de meio. Apds esterilizag¢¥o e adic¥o de soluc¥o de fosfato e

cdlcio, foram inoculados com 5% da pré-fermentag®o. A agitag3o em to-

dos os casos foi de 150 rpm em agitadores de frascos, en condli¢Bes
idénticas a pré-fermentag¥o. A temperatura foi mantida em 27¢C, com
excegdo dos experimentos, onde o efeito da temperatura foi testado,

variando-se esta, em um intervalo de 15 a 35 C.

Os frascos foram preparados com tubos, que desciam até o fun-
do, para facilitar a retirada de amostras. Durante a fermentacXo a
amostragem foi feita de hora em hora, medindo-se o pH, a atividade en-
zimatica, a concentrag3o de acuéares (substrato) e a concentraczo de
ceélulas, pela medida da densidade Stica.
c- Fermentag%o em Mini-Fermentadores

Foram utilizados mini-fermentadores, modelo M 1000 da Fermen-

tation Design Inc (Figura 7) com capactdade de 1 litro, contendo 700

ml de meio. A esterilizag¢¥o foi feita da mesma forma qQue nos frascos,
com o fosfato esterilizado separadamente. 0O indculo de 5% foi prepara-
do conforme descrito anteriormente (pré- fermentag®o) . A temperatura,

durante a fermenta¢3o, foi mantida a 27 + 12 C, com aeragdo de 0,5 VVm
e agitacdo moderada (agitador magndtico).
d- Fermentac¢%o em Mini-Fermentadores com controle de pH

Neste caso foi utilizado o mesmo sistema descrito em 'c', com

uma adaptac3o para o controle de pH.

Para controlar o pH fol adaptado o sistema controlador de pH
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de um fermentador ptloto, ”"Regler controller E - 450 Metrohm Herisau”,
auxi{liado por uma pequena bomba de fluxo regulivel. A solug3o de‘inJe—
¢3o, NaOH 5N, eré bombeada de um frasco depdsito, contendo 500 ml, co-
mo mostra a Figura 8.
e— Fermenta¢do com adig3o cont fnua de substrato.

A adig¥o de substrato foi realizada de tré&s formas distintas:
1- Adig3Ho de sacarose combinada com o sistema controlador de pH.

Foram utilizados mini-fermentadores com capacidade de 1000
ml, contendo 700 m! de meio. Apds a esterilizag¥o e resfriamento, fo-
ram inoculados com 5% de inéculo. A adig%o de substrato foi conduzida,
colocando-se no mesmo frasco hidréxido de sddio e sacarose, de forma
que a adig¢¥o de sacarose se dava concomitantemente 3 adi¢3o de Dbase.
Assim, a velocidade de adi¢3o variava de acordo com a produg¢3o de &ci-
dos durante o crescimento. O esquema utilizado estd ilustrado na Figu-
ra 8, com a diferenga que.o frasco depdsito contém além de base, a sa-
carose.

2- Adi¢3o de sacarose independente do pH.

Mini-fermentadores com capacidade de 1000 ml, contendo 700 ml
de meio de cultura, foram esterilizados, resfriados e inoculados com
5% de indculo. O controle de pH foi feito pelo mesmo sistema do [tem

d. A adi¢3o de sacarose, durante a fermentacXo, foi feita asseptica-
mente com o uso de bombas peristdlticas e temporizadores. Nestes casos
a velocidade de adig¢¥o fol constante durante a fermentac¥o. Na Figura

8, este sistema de adi¢3o estsd mostrado em linhas pontilhadas.

3- Adi¢Zo de melacgo.
Os ensalos com adic¢¥o de melagco foram realizados da mesma

forma que a sacarose (item e-1 e e-2), combinada ou n3o com o sistema
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controlador de pH, simplesmente substituindo a sacarose pelo substrato
em quest3do. A concentracZo do melaco nos frascos de adic¢¥o foi wvaria-
da, com a finalidade de variar a velocidade de adig¢3o nos casos onde

esta era dependente do pH.

4. NLTODOS ANALITICOS.
a- Crescimento Celular.

A concentrag¢%o de células no meio de cultura foi determinada
espectrofotometricamente pela leitura de absorb3ncia a 650 nm (Espec-
trofotémetro Spectronic 20 da Bausch & Lomb), utilizando-se agua des-
tilada para calibra¢%o do aparelho. A relacXo da densidade otica com a
massa celular foi determinada com a constru¢®o de uma curva padr3o de
densidade 6tica (DO) versus massa seca (Figura 9).

Para a construc¥o da curva foram utilizados meios de cultura
com sacarose e glicose. A curva com glicose foi necesséria para afas-
tar ddévidas em relag3o 3 interferéncia da dextrana, que é produzida no
cultivo com sacarose. As curvas foram construfdas, tomando-se caldos
fermentados e determinardo-se a massa seca apds filtrac%o e secagem
para diferentes dilui¢Bes, e ao mesmo tempo, fazendo~se leituras de
densidade Stica a 650 nm.
b~ Determinac¥o de Agiucares Redutores - Método do DNS (538, 87)

Reagente DNS

- Misturar:

. 1416 ml de dgua destilada
10,6 g de 3,5 4cido dinitrosalisflico
19,8 g de hidrdéxido de sdédio

- Dissolver a quente e adicionar:
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7,6 ml de fenol (fundido a 50 °C)
- Reacg3o.

0 método consislc em misturar 1 ml de amostra convenientemen-
te dilurfda com 1 ml de reagente DNS e levar em banho-marta 2 100 °C
por 5 minutos. Resfria-se imediatamente em banho de gélo (0 °C) e adi-
ciona-se 16 ml de tartarato duplo de sddio e potdssio 11,25 g/1. A
reagdo de DNS com agucares redutores produz uma colorag3o, que vai de
amarelo claro a marron escuro, proporcional a concentra¢3o de acgucares
redutores contidos na amostra. Quanto maior a concentrac¥o de aguicares
redutores, mais intensa & a colorag¢®do marron. O branco & feito, subs-
tituindo-se a amostra por 1 ml de dgua destilada. A leitura da absor-
ba3nclia & feita a 540 nm, em espectrofotbmetro Spectronic 20 da Bausch
& Lombs. Para converter absorbéncia em concentrag¢g®o de agucares redu-
tores, fol necessdrio a construc¥o de uma curva padr3o de Absorbancia
versus Concentrag¢3o de agucares redutores, para cada preparagcio de
reagente.

b.1- Determina¢%o de acucares totais.

Para a andlise de aciucares totais, foi necessario fazer 5
convers¥o da sacarose em acucares redutores. A convers3o foi feita
através da hidrdlisge dcida, misturando-se 1 ml da amostra com 1 ml de

HCl 2 N, seguido de aquecimento a 100° C, (banho-maria), por 5 minu-
tos. ApdSs resfriamento, adicionou-se 1 ml de NaDOH 2 N, para neutrali-
Zar © 4cido da amostra. ApdSs a hidrdlise féz-se a determinac®o dos
aguicares redutores pelo método DNS. Neste caso, a curva padr3o foi
construfda com agucares hidrolisados.

Todas as amostras, antes de sofrerem hidrdélise, foram centri-

fugadas a 12 000 x g para a separag3o das células,.
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b.2- Determina¢3o de sacarose.

A avaliag3o da concentracXo de sacarose, durante a fermenta-
¢do foi feita indiretamente, pefa diferenca de agucares redutores me-
didos antes e depois da hidrdlise dcida, ou seja, diferencas entre
acgycares totais, e aguicares redutores.

c- Determinag¢3o da Atividade Enzimstica.

Durante a fermenta¢¥o foram retiradas amostras e centr{fuga-
das a 12 000 x g por 20 minutos a 4° C. Logo apds, o pH do sobrenadan-
te fol ajustado para 5 com 4cido ortofosfdédrico concentrado. As solu-
¢Bes enzimiticas foram conservadas em tubos de ensaio a - 159 C. Nes-
gas condi¢Bes, a atividade se mantém por vario meses. Nos testes de
estabilidade, realizados apds 3 meses, obteve-se 100% de atividade.

A atividade enzimdtica da dextrana-sacarase foi determinada,
medindo-se a velocidade inicial de producZo de frutose, quando a en-
zima € colocada em contato com a sacarose em condicBes controladas.

A uma solug%o enzimitica, 2 pH 5,0 e 20 °C, dilufda de forma
a apresentar uma atividade menor que 40 UDS, ¢ adicionada uma solugdo
de sacarose 600 g/1, tendo-se no final uma concentracfo de 100 g/l.

A adi¢¥o de sacarose d4d infcio a reac¢3o. A velocidade de pro-
du¢Zo de frutose & avaliada, retirando-se de 5 em 5 minutos uma alf-
quota e determinando-se os agucares redutores pelo método do DNS, du-
rante 30 minutos, a partir da adi¢3o de sacarose.

A reag¢¥o se processa em uma cela de vidro de 25 ml de volume,
termostatizada a 30 °C e agitada por um bastZo magnetico. Dentro da
cela coloca-se de 0,1 a 1,0 ml de solucHo enzimatica, 0,25 ml de tam-
p3o acetato com 2,5 g/l de cdlcio e completa-se o volume para 10 ml.

Adiciona-se 2 ml de solug¥o de sacarose 600 g/l. O volume de =solucg3o
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retirado para dosagem de frutose & escolhido de forma a permitir uma
leitura no intervalo de precis3o do espectrofotémetro, e quando neces-
sério, fazem-se dilulic¢les, compietando—se o volume para 1 ml, ao qual
€ adicionado em 1 m! do reagente de DNS e segue-se o procedimento para
a dosagem de acgucares redutores (b).

A evolug3o da absorb8@ncia & graficada em func3o do tempo. A
Inclinac¢3o da reta permite calcular a velocidade de producZio de fruto-
se. Este procedimento grdéfico foi substituido por uma soluc3o analfti-
ca, fazendo-se uma regress¥o linear, utilizando-se um micro comput ador
ou calculadora programivel,

No presente trabalho usamos a wunidade de dextrana-sacarase
(UDS) definida como a quantidade de enzima que transforma 1 mg de sa-

carose em dextrana em 1 hora, liberando 0,52 mg de frutose (26).
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ESQUEMA DO MINIFERMENTADOR

1. Entrada de dgua para resfriamento

2. Saida de agua do resfriamento

S
mw s mw 3. Diafragma de borracha para introdugdo de seringas: inocu
‘ 3 lagao, controle de pH, espuma, retirada de amostra
O— ‘ \hUMU
i IA”” T',-,I r ”
: ANV Tlﬁrl 4. Retirada de amostra através de seringa
72 ,
\ “““ . ﬁ . ® 5. Entrada de meio (alimentagdo)
6. Filtro de ar com leito de 13 de vidro

7. Rotametro

SR i adadodd LK X T R TS PP R NOR SRty & [ Gy S5 B

8. Linha de entrada de ar

9, Termostato

\%\hu ) 10. Tubo pirex para termostato

: 1l. Falso pirex para termometro
\ k L 12, Termdmetro

13. Falso pirex para saida de meio fermentado

\VHU . 14, Linha de saida de meio fermentado

-O- N . 15. Agitador magnético
- L J
Y @ @@@ ~ 16. Base do fermentador

17. Vaso pirex 1000 ml

18, Tampa

Figura 7 - Esquema do mini-fermentador
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sistema para alimentac3o conjugada com o pH
————————— sistema auxiliar para alimentacZo de substrato independente
do pH
1 - Sistema controlador de pH
2 - Calibragdo (pH)
3 - Ajuste (pH)
4 - Safdas para eletrodo e bombas
5 - Eletrodo de pH
& - Mini-fermentador
7 - Agulha para injec¥o de NaOH
8 - Manguetra de silicone
9 - Bomba

10-Ajuste de press3o

11-Controle de vaz3o

12-Frasco depdsito (NaOH ou NaOH e substrato)
13-Temporizador

14-Frasco depostito (substrato)

Figura 8: Esquema do controlador de PH e sistema para adi¢3o de subs-
trato durante a fermentagZo. em minifermentadores.
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Figura 9: Curva de referéncia de massa seca versus densidade dtica

650 nm para o Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512(F).
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1V. RESULTADOS E DISCUSS&ES

1. FERMENTACXO EN FRASCOS AGITADOS
a) Condi¢8es de referéncia

Inicialmente foram realizados ensajos, baseados em condic8es
descritas pela literatura (26, 49, 94), com finalidades comparativas.
As condi¢Bes tomadas como referéncia foram: meio padr3o (descrito em
materials e métodos), pH 1inicial 7,0 e temperatura de 27° C. A Figura
10 mostra a evoluc¢%o do crescimento celular, da atividade enzimatica e
do pH, durante a fermentacXZo de Leuconostoec mesenteroides NRRL B - 512
(F) nas condi¢Bes de referéncia.

O indculo foi de 5%, com uma pré-fermentac% de 14 horas.
Nestas condi¢Bes, o crescimento foti rédpido, com uma fase de laténcia
desprezivel. A fase de crescimento exponencial foi de aproximadamente
quatro horas, conforme mostra a curva de In (DO) versus tempo (Figura
10). A produg¢3o de dextrana-sacarase, conforme mostrado na Figura 10,
ocorreu de forma associada com a multiplicacZo celular. Nestas condi-
¢Bes, nos ensaios realizados a atividade enzimitica no meio de cultura
oscilou entre 15 a 30 UDS/ml. Em condi¢Bes semelhantes, LOPES (49) re-
latou que a atividade enzimdtica oscilou entre 25 a 50 UDS/mi, enquan-
to TSUCHIYA e colaboradores (94) relataram atividades um pouco mato-
res, lrabalhando a 25° C. ALSOP (2) mostrou que a 23 C, pode-se al-
cangar maliores concentragdes de enzima no meio de cultura, no final da
fermentacg3o.

Devido a existé&ncia de duvidas em rela¢§o 3 temperatura Stima
para produ¢do de dextrana-sacarase, foram realizados ensaios a dife-

rentes temperaturas.
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Figura 10: Evoluc¢3o do pH, crescimento celular (D0 e In(D3Y), e ativi-
dade de dextrana-sacarase (UDS/m!) durante a fermentag3o de

Leuconostoc mesenteroides com meio padr¥o em frascos agita-

dos.

b) Testes da temperatura de fermentac¥o
Estes testes foram realizados nas mesmas condig¢des do tem a,

variando somente a temperatura de fermentac3o.

A tabela 7 mostra a evoluc3o do crescimento celular (DO) e da

atividade enzimatica (UDS/ml1) durante a fermentac3o, para as tempera-
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turas testadas.

Para melhor visualizag¢¥o do efeite de temperatura sogre a
producg3o de dextfana—sacarase, a evoluc%o da atividade enzimdtica para
as 5 temperaturas testadas, foram agrupadas na Figura 11.

A 15° C o crescimento celular e a produ¢¥c de enzima foram
muito lentos, o que resultou numa produtividade muitco baixa, aproxima-
damente 3 vezes menor que nas condi¢Bes de referéncia. No outro extre-
mo testado, 35° C, o crescimento celular foi rdpido e alcangou por
volta de 4,5 g/1 de células com 6 horas de fermentag¢3o. Entretanto, a
atividade enzimdtica n%¥o alcancou 5 UDS/ml. A produgdo de dextrana-sa-
carase estd associada com o crescimento, neste caso, 0 que aconteceu
foi uma ripida desnaturag@o davenz(ma produzida, n%o permitindo o
acuimulo. A literatura mostra que a enzima & bastante instével a esta
temperatura, com um tempo de meia vida de poucos minutos (12, 41).

Entre 20 e 30° C a concentrac¥o maxima de enzima no meio de
cultura alcangou o mesmo nivel para todos os Lestes, em tempos dife-
rentes. A 30° C a produg3o foi rdpida, alcangando o méximo em 5 horas,
no entanto,; a desnaturagfo foi observada e com 7 horas.a atividade cra
quase um tergo da mixima atingida. A 20° C o crescimento ainda fot
lento e o maximo de atividade foi atingide com 12 horas, o dobro do
tempo a 30° C.

Pela andlise desses reasulitados, decidiu-se trabalhar numa
temperatura intermedidria entre 25 e 30 °C (27 °C) dado que, este in—
tervalo permitiu atingir niveis razodveis de atividade num tempo cur-
to. Na maioria dos trabalhos consultados, a temperatura de produgdo de

dextrana-sacarase estava em torno de 25°< C.
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Figura 11: Evoulu¢%o da atividade de dextrana-sacarase (UDS/ml) duran-

te a fermentag3o de Leuconostoc mesenteroides com meio pa-
1

drdo, em frascos agitados para temperaturas de 15, 20, 25,

30 e 35 <C,
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Tabela 7: Evoluc¢3o do crescimento celular (DO) e atividade de dextrana
sacarase (UDS/m!) durante a fermentag3o de Leuconostoc me-
senteroides 3 diferentes temperaturas, em meio padrdo.

T (eCy . [T
Tempo 0] 5 7 9 26 54
15 DO 0,4 0,8 1,3 2,4 6,4 7,0
UDS/m] 0 1 2 3 23 24
Tempo ) 2 4 6 8 10 12
20 DO 0,9 1,0 1,7 3,4 5,0 6,8 7,4
UDS/m]l 0 3 4 5 17 25 28
Tempo 0 2 4 6 8 9
25 DO 0,5 0,8 3,6 6,6 7,8 7,9
UDS/m1l 0 3 10 22 25 29
Tempo 0] 2 4 5 6 7 8
30 DO 0,3 2,0 7,4 8,9 9,0 9,2 9,7
UDS/m1 0 3 23 28 22 10 7
Tempo o) 1 2 3 4 5 6 7 8
35 DO 0,7 1,1 2,6 6,2 7,7 8,4 8,8 8,8 8,9
UDS/m1} 0 0o 1 4 4 3 1 2 1
Agitaco 150 rpm, pH inicial = 6,9, Inéculo = B%. T TTTTTTTTT-

2. ESTUDO DA COMPOSICXO DO NMEIO DE CULTURA

O paré&metro bédsico, para estes testes, fol a atividade enzi-
m&tica médxima obtida no meio de cultqra. Os meios de cultura foram
formulados com base no meio padr3o, substituindo e, em concentracdes
variadas, as fontes de nutrientes. A utiliza¢c¥%o de melaco e dgua de
maceracdo de milho, foi testada, por serem matérias primas de larga
disponibilidade e de custos relativamente baixos.
a) Utilizag¥o de melaco como fonte de carbono

Tomou-se como base o meio padr¥o, substituindo a sacarose por

melago. O melaco, além de sacarose, contém outros agucares, pequenas
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quantidades de protefnas, sais minerais e outras substéncias, em quan-

tidades variadas (1). A Tabela 8 mostra a evolug¢3o da atividade

enzi-
mética durante a fermentag¥o, em meio de cultura com diferentes con-
centragBes de melago, contendo também extrato de levedura e sais, nas

mesmag concentracles do meio padro.

Conforme mostrado na tabela 8, a producdo de dextrana-sacara-
se foi incrementada na medida em que se aumentou a concentracfo de me-
lago de 20 a 60 g/1. Acima desses valores a atividade enzimatica, de-
caiu levemente, mostrando que a concentrag¥o Stima de melaco no meio
de cultura ests por volta de 50 - &0 g/1. Nas condig¢8es experimentais
testadas, a substituicio da sacarose por melago promoveu um aumento de

25% em relag¥o 3 produg3o de enzima no meio padr#o.

Tabela 8: Evolug¥o da atividade de dextrana-sacarase (UDS/ml) versus
concentrac#@o de melago (g/1) durante a fermentac¢¥o de Leuco-

nostoc mesenteroides em frascos agitados. T = 27° C, agita-
¢%o 150 rpm.

elaco

g/ 20 40 50 60 70 80 100 150 xRef .

Lemp
NS Nl

0 1 1 0 2 0 ¢ 0 2 1

2 1 3 6 4 5 - 3 3 2

4 8 11 15 16 10 10 14 14 9

5 S 14 23 25 17 24 .15 12 22

& 16 23 24 23 19 20 19 21 20

7 10 19 26 31 19 24 15 22 21

8 7 13 28 30 20 19 18 23 20

9 9 13 23 17 17 15 18 18 17
%Ref . = Referéncia = Meio padrZo.
Condi¢B8es de cultura: - Meio : Extrato de Levedura = 20 g/l; fosfato

de potdssio = 20 g/1; R - sais; melacgo
- varidavel.

T = 270 C; pH inicial = 6,9; agitag3o =
50 rpm; indculo = 5%
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Nos meios com mais de 60 g/1 de melago, observou-se um aumen-
to na viscosidade do meio, o que dificultou a separac¢do das céiulas,
prejudicando as énélises.

Com 60 g/1 de melago a concentrac¥o de sacarose no meio de
cultura ficava préxima de 40 g/1. TSUCHIYA e outros (94) mostraram que
a produ¢do de dextrana-sacarase aumentava com o aumeﬁto de sacarose
até 120 g/1. Nestes ensaios, n¥o se observou aumento de atividade a
partir de 60 g/l de melaco. Neste caso, porém, n3o foi aumentada so-
mente a concentrac3o de sacarose, pois devido a composig¢3o do melaco,
também foram aumentadas as concentracﬁés de sais, agucares redutores e
outros elementos. Este fato pode ser a explicac¥o de n¥o con=zeguirmos
mafores atividades com melago a;ima'de 60 g/1.

Baseando-se nestes resultados, adotou-se, para os testes sub-
sequentes, a concentra¢¥o de 50 g/1 de melaco.

b) Utilizac¢c%o de dgua de macera¢3o de milho (AMNM) como substituto do
extrato de levedura.

Nos testes com AMM, o meio bdsico foi formulado com melaco 50
g/l e demais sais, componentes do meio padr3o.

A Tabela 9 mostra os resultados desses testes. A temperatura,
agitac¥o e pH inicial foram: 27v C, 150 rpm e 6,8, respectivamente,.
Estas condi¢Bes foram as mesmas para todos os testes de meio de cuitu-
ra.

A substitui¢Zo do extrato de levedura por AMM, n%o proporcio-
nou nenhum incremento significativo na produc%o de dextrana-sacarase.
Conforme a tabela 9, a atividade enzimatica fot praticamente a mesma

do meio de referéncia (meio padr¥o).
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Tabela 8: EvolucZo da atividade de dextrana-sacarase (UDS/m}) versus
concentrag¢do de dgua de macera¢gdo de milho (AMM) durante a

fermentag¥o de Leuconostoc mesenteroides em frascos agtita-

dos.
MHel acgo
g/l . 10 . 20 . 30 . 40 . 50 . 80 . 100 . %Ref.

L.empo '
e N e

0] 0] 0] 1 o) 0] 0 0 O

1 2 0 2 0 0 0 3 2

3 10 10 3 2 4 5 4 9

4 15 i6 10 10 6 7 12 14

5 18 19 15 17 g 17 20 17

6 20 22 18 20 13 16 21 19

7 18 18 10 12 22 21 20 15

8 18 14 8 11 16 18 16 -
XRef . = Referéncia = Meio padr3o.
Condi¢Bes de cultura: - Meio : Melago = 50 g/l; fosfato de potidssio =

20 g/1; R - sais; AMM - varidvel,.
T = 272 C; pH inicial = 6,9; agitag¥do =
50 rpm; indculo = 5%

0O aumento da concentracg33o de AMM no meio de cultura n%o favo-
receu o aumento da produ¢fo de dextrana-sacarase. Observou-se que com
10 g/! de AMM, os resultados foram praticamente os mesmos obtidos com
100 g/1.

0 uso de AMM, em substituig®o ao extrato de levedura foi len-
tado por outros pesquisadores e os resultados n3o diferenciam muito.
TSUCHIYA e col. (95) mostraram que o aumento da concentragZfo de AMM no
meio de cultura, somente proporcionou um aumento na produgdo de dex-
trana-sacarase, quando acompanhado de um aumento simulténeo de fosfato
de potdssio. Entretanto, todos os resultados se referem a melozs de
cultura com sacarose pura, enquanto que neste caso utilizou-se melago.

Pelos resultados expostos na Tabela 9, adotou-se, nos testes
seguintes, concentrag¢8es de 10 g/1 de AMM como ideal.

c) Teaste de sais
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Foram realizados dois ensaios diferentes, para verificag®o da
necessidade de adi¢¥o dos sais usados no meio padrdo. Considerando que
© melago jd continha uma quantidade significativa de sais, os testes
foram realizados com a finalidade de verificar, se era necessirio al-
guma complementag¥o, ou se o melaco poderia, sozinho, suprir as neces-
sidades.

No primeiro teste (Tabela 10), deixou-se de colocar um dos
sals em cada frasco e acrescentou-se os demais. No sfegundo teste (Ta-
bela 11), 86 foi acrescentado um sal em cada frasco.

O meio base foi formulado baseando-se nos testes antertfores e
era constituido de: melago 50 g/1, AMM 10 g/l e fosfato de potdssio 20

g/t.

Tabela 10: Evoluc¢¥o da atividade de dextrana-sacarase (UDS/ml) durante

a fermentag¥o de Leuconostoc mesenteroides em frascos agi-

tados, com variacZo na composi¢do salina do meio de cultu-
ra.

Tempo (h) 1 2 3 4 5 & 7 8
0 2 1 1 1 2 1 2 0
3 2 5 9 11 5 5 15 3
5 11 i8 20 24 18 19 20 17
& 14 18 17 24 22 20 14 198
7 11 18 4 22 21 18 16 21
8 13 19 - 23 16 17 14 19

Meio de Cultura: Meio base = melaco 50 g/1l; AMM = 10 g/1; fosfato de
potdssio = 20 g/1; R - sais: cloreto de célcio = 0,02
g/1; sulfato ferroso = 0,01 g/1; sulfato de magnésio
= 0,2 g/1; cloreto de sédio = 0,01 g/1; sulfato de
manganés = 0,01 g/1. T = 27¢ C.

1- Sem adi¢¥o de cloreto de cdlcio; 2- Sem adi¢do de sulfato ferroso;

3- Sem adig¢%o de sulfato de magnésio; 4- Sem adicFo de cloreto de sé-

dio; 5- Sem adi¢3o de sulfato de manganés; 6- Meio base (com todos os

sais); 7- Adig¢%o de 0,1 g/l de sulfato de manganés; 8- Sem adig¢%o de R
- sals. :
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Tabela 11: EvolugZo da atividade de dextrana-sacarase (UDS/mil) durante
a fermenta¢3do de Leuconostoc mesenteroides em frascos agi-
tados, com variagdo na composi¢¥o salina do meio de cultu-

ra.

—————————————————————— Atividade Enzimatica (UDS/m1>
Tempo (h) . 1 . 2 . 3 . 4 . s 6 . *Ref .
o T o o o 1 T 2 o 2

2 1 1 1 2 2 - -

4 5 5 5 7 7 6 16

6 17 16 13 16 12 13 15

8 19 18 19 18 12 14 10

*Ref = Referéncia = meilo padr3o

Meio de cultura: Meio base: melacgo = 30g/1l; AMM = 10 g/); fosfato de
potédssio = 20 g/1. T = 27 C,

1- Meio base; 2- Meio base + sais (completo nas concentracSes do meio

padr3o); 3~ Meio base + cloreto de cdlcio 0,01 g/l; 4- Meio base +

sulfato de magnésio 0,2 g/1; 5- Meio 2 com 10 g/l de fosfato de potéas-

sio; 6- Meio base + cloreto de cdlcio 0,01 g/l e sulfato de magnésio

0,2 g/1.

A adig¢3o ou omiss¥o de sais n%o modificou, de forma signifi-
cativa, a produ¢fo de dextrana-sacarase no meio com melago e AMM, Nos
frascos, onde n¥o foi adicionado nerhum sal, a atividade enzimatica
foi praticamente a mesma daqueles, onde foram adicionados todos os
sais, conforme mostram as tabelas 10 e 11. Nesse caso, a precisdo do
teste & dificultada, devido a composi¢%o salina do melaco e da AMM. De
qualquer forma, a intenc3o fol saber se esse meio necessitaria de com-
plementac3o, e por esses resultados, concluiu-se que o melago supria
as necessidades em sais do Leuconostoc mesentercides, para a produgio
de dextrana-sacaragse, nas condig¢8es de fermentacg3o testadas.

Em meios de cultura, preparados com sacarose pura, na maioria
dos trabalhos consultados, os pequisadores utilizaram a complementag¥o

de sais proposta por KOEPSELL e TSUCHIYA (46), & qual! denominaram "R
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Salts”. Apesar do uso rotineiro destes sais (21, 48, 61, 75), n3o se
encontrou na literatura, praticamente nenhum estudo sobre a neceasida-
de destes na produ¢Zo de dextrana-sacarase.

No presente trabalho, a comparag¢¥o fica prejudicada, uma vez
que foi utilizado o melago, e n3o se encontrou nenhuma referéncia na
literatura da produg3o de dextrana-sacarase em meios de cultura, pre-
parados com melago. Por outro lado, sabendo-se que o melaco contém, em
propor¢des variadas, todos oz sais em questdo (1), era de =se esperar
que suprisse essas deficiéncias.

Uma outra observacZo da Tabela 11 estd relacionada 3 concen-
trag3o de fosfato de potdssio. No meio 5 desta tabela, fol usado a me-
tade do fosfato empregado nos outros frascos, observando-se af uma ra-
pida queda do pH e niveis levemente inferiores de atividade enzimatij-
ca. Assim, fol necessdrio testar a variac3o desse pard@metro separada-
nente.

d) Teste de Fosfato de Potdssio

0O meio base para estes testes continha apenas melago 50 g/l e
AMM 10 g/1. Devido aos resultados do teste anterior (item c), n%Fo fo-
ram adicionados outros sais no meio de cultura.

A tabela 12 mostra a evolugfo da atividade de dextrana-saca-
rase (UDS/ml) durante a fermentag¥o em frascos agitados, em metos de
cultura com diferentes concentracBes de fosfato de potdssio.

Observa-se na Tabela 12, que houve um nftido aumento na pro-

duc¥o de enzima, quando a concentracfo de foufal.o aumentou de O até 30
g’/l. No frasco onde n%o fot colocado fosfato, a atividade enzimatica
no meio de cultura fof muito baixa. Neste caso, observou-se uma queda

muito rapida do pH, sendo, talvez, esta umzs das razSes da baiwxa ativi-
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dade. Uma das func¢des principais do fosfato, neste tipo de fermenta-
¢do, € a tamponag¢¥o do meio, permitindo que o pH permaneca por nmais

tempo na faixa Stima de produc¥o de dextrana-sacarase. TSUCHIYA e col.

=

(34) observaram que a produc¢¥o da enzima por Leuconostoc mesenteroi-
des, & bastante afetada pelo pH, sendo mails favordvel o pH em torno de

6,7.

Tabela 12: EvolucZo da atividade de destrana-sacarase (UDS/ml) versus
concentrag¢3o de fosfato de potasssio durante a fermentac3o
de Leuconostoc mesenteroides.

Tempo (h) o} 10 20 30 40 20% 20%%
0 0,5 1,5 2 3 1,5 2 1

4 1,5 12 16 16 ] 7 16

6 2 14 26 33 20 18 23

8 1 13 24 31 26 17 22

9 3 11 23 32 25 18 21
Indculo 3
20% - colocado antes da esterilizac3o T

20%% - adigHo de 0,20 g/l de sulfato de magneésio,
Meio de cultura: melaco = 50 g/1, AMM = 10 g/1, fosfato de potéssio -
varidvel, T = 27¢ C.

Acima de 30 g/! de fosfato, notou-se uma queda na produg3o de
enzima, como mostra a Tabela 12.

Em um dos frascos, o fosfato foi adicionado ao meio de cultu-
ra antes da esterilizag¥o. Foi observado, neste caso, uma leve queda
na produ¢3o da enzima. Isto se deve ao fato de ocorrer precipitacgio,
quando o meio é aquecido juntamente com fosfato, precipitando compos-—
tos orgénicos e, principalmente, fon cédlcio, que tem fungio estabili-
zadora da enzima (41, 61).

Outro teste, mostrado na Tabela 11, foi a adic¥o de sulfato

72



de magnésio em um dos frascos. Isto foi feito, devido & concentracXo
desse =sal,usada no meio padr¥o ser bastante alta (20 vezes maior que
os demals sais, com exe¢Ho do fosfato de potdssio),e com 50g/lde mela-
¢o no meio de cultura a concentrag¥o de sulfato de magnésio ficaria
bem a baixo daquela do meio padr¥o,baseando-se na sua concentracfo mé-
dia no melaco, segundo ALMEIDA (1). Observou-se, entretanto, que a
adi¢Ho de sulfato de magnésio n%o melhorou a produtividade de dextra-
na-sacarase.

e) Teste de Caldo de Cana (Fresco)

A tabela 13 mostra a evoluc3o da atividade nas fermentac¢B8es,
utilizando caldo de cana como substituto do melaco. O <caldo de cana
continha aproximadamente 150g/1 de sacarose e 160g/1 de agudycares to-
tals. Foram feitas dilui¢Bes, de forma a variar a concentraco de sa-
carose no meio entre 20 e 80 g/1.

A utilizag®o de caldo de cana n%o demonstrou nenhuma vanta-
gem, em termos de produ¢3o de dextrana-sacarase, em relacfo ao melaco.
Uma das diferengas bédsicas entre o caldo de cana fresco e o melago & a
concentragdo de agucares redutores, sendo mfnima no caldo de cana onde
praticamente todo o agucar & sacarose. Assim, esperava-se uma maior
produc¢do de enzima, devido ao cardter indutivo da dextrana-sacarase.
Entretanto isso n%o ocorreu. Como mostra a Tabela 13, as atividades
enzimdticas méximas ficaram abaixo dos ensaios com melaco (Tabeia 8).

Assim sendo, n3o foram feitos outros testes com caldo de cana.



Tabela 13: Evolu¢3o da atividade de destrana-sacarase (UDS/ml) duran-
te a fermentag¥o de Leuconostoc mesenteroides em meios for-
mulados com caldo de cana.

Tempo (h). Meio 1 . Meio 2 . Meio 3 . Meio 4 . Meio 5 . Meio 6

0 0 1 0] o) 2 1

4 19 12 10 3 12 13

6 11 20 19 19 18 14

8 15 26 23 14 17 15
Fosfato de Potédsstio = 20 g/1; AMM = 10 g/1; sulfato de magnésio = 0,2
g/l; sais - R - sais (na concentr¢do do meio padr3io)
Melos:

1- caldo de cana puro

2- caldo dilufdo (1-4) adig¢3o de fosfato, sais e AMM

3- caldo dilufdo (1-4) adig¢¥o de fosfato, sulfato de magnésic e AMM
4- caldo dilufdo (1-2) adig¢3o de fosfato, sulfato de magnésio e AMM
5- caldo dilufdo (1-6) adig¢%o de fosfato, sulfato de magnésio e AMM
6- caldo dilufdo (1-6)adi¢¥o de fosfato e AMM.

3. FERHENTACXO EM HINI—FERHENTADORES'— BATELADA

Decidiu-se pela utiliza¢c¥o de mini-fermentadores no lugar de
frascos agitados, principélmente pela possibilidade de se controlar o
pH durante a fermentag¥o. A produ¢¥o de dextrana-sacarase & bastante
afetada peio abaixamento de pH que ocorre durante a fermentac¥o.

TSUCHYIA e col. (94) mostraram que com o pH controlado, a
produtividade aumenta bastante, sendo este recurso usado por grande
parte dos pesquisadores na produg¥o de dextrana-sacarase (48, 49, 58,
61, 68, 75).

0 esquema utilizado nas fermentag¢des com pH controlado esté
mostrado na Figura 8, em Matefiais e Métodos.

Foram realizados ensaios com e sem controle de pH. As Figuras
12 e 13 mostram os resultados das fermentacBes com o meio padr3o, sen-
do uma sem controle de pH (Figura 12) e outra com controle (Figura

13).
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Como podemos observar, a atividade enzimsdtica na fermentag3o
com pH controlado, atingiu quase o dobro daquela sem controle, aicando
40 UDS/ml!. Nestaé condi¢Bes, TSUCHYIA (96) e KOEPSEL (46) conseguiram
atingir com 8 horas de fermentacZo 50 UDS/ml. HEHRE (26) também relata
atividades um pouco acima desses valores, enquanto outros autores (41,
48, 75) trabalhando em condic¢des semelhantes obtiveram atividades me-
nores.

A Figura 14, mostra a evolug¥o do pH, crescimento celular
(DO), atividade enzimitica e substrato (agdycares totats) durante a
fermentag®o em mini-fermentador sem controle de pPH e meio de cultura
formulado com melago e AMM. Comparada com a fermentaco em meio padrdo
(Figura 12) observou-se que com o melaco o pH sofreu uma menor queda e
a produg3o de dextrana-sacarase foif um pouco superior. Neste caso, o
efeito tamponante do melago parece ter favorecido a produgfo. Essas
diferencas também foram observadas nas fermentag¢Bes em frascos agita-
dos.

Nos ensajos, utilizando melago e o pH controlado (Figura 15)
a produg¢3do de dextrana-sacarase também foi maior, porém com um resul-
tado pouco inferior ao obtido com meio padr¥o em condic®es semelhan-
tes, sendo que a concentra¢¥o inicial de acgucares totais (AT) foi um
pouco inferior nos meios com melago, podendo ser este fato uma das
causas da menor produc¢3o de enzima. De uma forma geral o controle de

pH provocou um incremento em torno de 50% na produc¢%o da enzima.
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Evolu¢3o do pH, crescimento celular (DO), concentracido de

.agucares totals (AT) e atividade de dextrana-sacarase (UDS/

ml), durante a fermentacZo de Leuconostoc mesenteroides em
mini-fermentadores com meio padr¥o,sem controle de pH. Tem-

peratura = 27< C.
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Figura 13: Evoluc¢¥o do crescimento celular (DO), concentrac¥o de acu-

cares totais (AT) e atividade de dextrana-sacarase (UDS/
ml), durante a fermenlag¢%o de Leuconostoc mesenteroides em
mini-fermentadores com meio padr%o e pH controlado (pH =

6,7 + 0,3). Temperatura = 272 C.
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Evolug3o do pH, crescimento celular (DO), concentragio de
agucares totais (AT) e atividade de dextrana-sacarase (UDS/
ml) durante a fermentag¢®o de Leuconostoc mesenteroides em

mini-fermentadores com melio base de melaco e AMM, sem con-

trole de pH. Temperatura = 27< C.
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Figura 15: Evolug3o do crescimento celular (DO)Y, concentrag¢do de acgu-
cares totais (AT) e atividade de dextrana—éacarase (UDS/m1)
durante a fermenta¢Zo de Leuconostoc mesenteroides em mini-
fermentadores com meio de melaco e AMM, com pH controlado a

6,7 + 0,3.Temperatura = 27¢ C,
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4. ESTUDOS DE FERMENTACXO EM BATELADA ALIMENTADA

Nas fermentac¢®es em batelada (ftens 2 e 3), a produc%o mé&xima
de enzima fol observada na fase de crescimento, quando no meio de cul-
tura ainda existia certas quantidades de sacarose. Como a produgdo de
dextrana-sacarase pelo Leuconostoc mesenteroides obedece um processo
de indu¢3o com a sacarose (66), & necessario a manutenc%o de uma con-
~centragio mfnima deste acgucar, para que ocorra a produ¢3o da enzima.
Estas observagBes também foram feitas por outros pesquisadores (2, 49,
61, 68), os quais conseguiram multiplicar a produtividade de dextrana-
sacarase em até seis vezes, adicionando sacarose no meio de  cultura
durante a fermentac¥o. Baseando-se nestas observag¢Bes, foram testadas

duas formas de adig%o de substrato durasnte a fermentag3o, com o obje-

tivo de se conseguir maior produtividade.

4.1. ADICAO DE SACAROSE CONJUGADA COM O SISTEMA CONTROLADOR DE pH
a) Meto padr3o

A velocidade de consume de sacarose varia durante a fermenta-
¢do. No infcio & baixa, aumenta nas primeiras horas e depois diminui
no final da fermentagZo. Para manter a concentrac3o de sacarose dentro
de um certo limite, & necessério que a velocidade de adic¢¥o de sacaro-
se seja varidvel de acordo com a variag¢¥o da velocidade de consumo.
Baseado nestas considerag¢@es, montou-se um esquema de alimentacXfo com-
binado ao controle de pH, colocando no frasco usado como reservatdério
de NaOH uma solu¢Zo de NaOH e sacarose, conforme Figufa 8. Dessa forma
ao injetar a base, para acertar o pH, havia uma injec%o simultinea de

sacarose. Como podemos observar na Figura 12, a queda do pH mantém

certa correspondéncia com o crescimento e com o consumo de substrato.
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0 microrganismo, para crescer, consome ag¢ucares e ao mesmo tempo pro-
duz &cidos org8nicos que v3o baixar o pH.

As Figuras 16 e 17 mostram a evolugZo do crescimento celular,
da concentrac¥o de enzima e substrato durante a fermentac¥o com a adi-
¢¥o contfnua de sacarose em meio padr3o. O pH foi controlado em 6,7 +
0,3. No primeiro caso, Figura 16, a fermentacdo foi conduzida sem ae-
‘rag¢¥%o e no segundo, Figura 17, com aeracXo de 0,5 VVNM,

Com a adi¢¥Fo contfnua de substrato o crescimento celular @&
maior, atingindo por volta de 8 g/l de células (massa seca) com 12 ho-
ras. Isto representa um aumento na producHo de células de quase 100%.

Quanto a produ¢zo de dextrana-sacarase, também houve um au-
mento de aproximadamente 100%, gtingindo cerca de 60 UDS e 50 UDS res-
pectivamente com e sem aerag¥fo. A aeragfo promoveu uma produ¢fo de en-
zima um pouco superior. A partir destes ensaios decidiu-se realizar os
demais estudos em condig¢Ses aerdbicas.

Os resultados obtidos por este método, apesar de apresentarem
um incremento na produgfo de dextrana-sacarase, ficaram um tanto quan-
to abaixo dos resultados apresentados pela literatura (LOPES, 180 UDS/
m! (438) e ALSOP, 200 - 300 UDS/ml (2)).

A velocidade média de adi¢¥o de sacarose, nos dois casom, fi-
cou entre 12 a 15 g/1.h. A solug¥o de adi¢o continha 400 g/l de saca-

rose e NaOH 1 N.
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Evolug®o do crescimento celular (DQ), concentrag®o de agu-
cares totais (AT) e atividade de dextrana-sacarase (UDS/ml)
durante a fermentag¢¥o de Leuconostoc mesenteroides em bate-—
lada alimentada. Meio padrdo, pH = 6,7 + 0,3. Temperatura =

27° C. Solug¢¥o de adig¥o = sacarose 400 g/1 e NaOH 1 N, sem

aeracdo.
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Figura 17: Evolu¢Zo do crescimento celular (DO)Y, concentrag¢3o de agu-

cares totais (AT) e atividade de dextrana-sacarase (UDS/m1)
durante a fermentag¢%o de Leuconostoc mesenteroides em bate-—
lada alimentada. Meio padr3o, pH = 6,7 + 0, 3. Temperatura =

272 C. Solug¥o de adicZo = sacarose 400 g/l e NaOH 1 N, com

aeracgsdo.
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b) Meios formulados - melaco e AMM

Os ensaios utilizando como meio de cultura, melago e AMM, fo-
ram realizados de forma semelhante aos experimentos com meio padr3o.
Como j4 havia sido observado nas experié&ncias anteriores o poder tam-
ponante do melago, fol necessdario variar a concentrac¥o da solugio a
ser adicionada, de forma que a sacarose fosse injetada em quantidades
~suficientes. Os resultados est¥o mostrados na tabela 14. Como se ob-
serva, esses ensaios n%o resultaram em nenhum aumento na produg3®o de
dextrana-sacarase. O crescimento celular fof baixo, e dessa forma a
velocidade de adig¢Bo de sacarose n%o passou de 8 g/1.h.

Na tentativa de encontrar alguma explicacg3o para esses resul-
tados foram feitos dois ensaios sem adig%o de fosfato no iniéio (Figu-
ra 18), que assim, diminuindo o poder tamponante do meio incrementaria
a adi¢¥o de sacarose. Em um dos ensaios (K1) a solug3o de adic%o con-
tinha fosfaio @ no outro (K2) NaOH. No caso K1, com fosfato na solu-
¢330, houve uma menor produg¢do de enzima que no outro caso, K2 que
atingiu os nfveis da fermentac%o sem adi¢¥o de sacarose.

Nos dois casos a velocidade média de adic%o de sacarose foi
em torno de 10 g/1.h, um pouco superior ao caso anterior (Tab.14). Co-
- mo neste caso também n3o foi obsérvado uma major produc¥o de dextrana-
sacarase, resolveu-se testar outros par8metros.

A substituig¢¥o parcial da AMM por extrato de levedura (Figura
13) incrementou o crescimento celular e promoveu um leve aumento na
produg%o de enzima, mostrando provavelmente uma deficiéncia nutricio-
nal do meio base. Estes resultados, em meios coﬁ melagco e adic¢3o de
sacarose combinada com o pH, n%¥o foram satisfatdérios, preferindo-se

portanto abandonar este sistema de adi¢Zo de substrato.
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Tabela 14: Evoluc¢Xo da atividade de dextrana~-sacarase (UDS/ml1) durante
as fermentacBes em batelada alimentada em meios com melaco
e AMM e alimentac3o com sacarose, conjugada com o pH.

Tempo (h) ————--Atividade __enzimdtica_ (UDS/mi)____
———memmmmmee— B A2 M3 ________A4A______ "~

0 o) 0 -

1 o) o] 0 1

2 &) 3 3 2

3 5 4 5 4

4 11 9 15 i3

5 i6 17 20 20

6 17 17 28 26

7 15 13 26 35

8 15 18 26 32

9 11 13 26 26
———Ae == A3 28 __ . 34_____

meio de cultura: melagco = 50 g/1, AMM = 10 g/1, K HPO = 20 g/}

T = 27 <C, aerag3o = 0,5 VV¥, pH = 6,7 + 0,3 .

Al - Solucg3o de adic¥o: sacarose 200 g/l e NaDH 1
A2 - Solu¢¥o de adic3o: sacarose 300 g/! e NaQOH 1
A3 - Solu¢3o de adic¢Fo: sacarose 400 g/1 e NaQOH 1
A4 - Solu¢%Fo de adic¢cFo: sacarose 500 g/l e NaOH 1
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Figura 18:
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TEMPO (h)

Evoluc¥o da atividade de dextrana-sacarase (UDS/ml1) durante
2 fermentag¢g3o de Leuconostoc mesenteroides em batelada ali-
mentada. Meio de melago e AMM. Kl1- soluc3o de alimentac3o
=sacarose 400 g/1 + NaOH 1 N. K2- solu¢%o de alimentagZo
=sacarose 400 g/1 + K HPO 50 g/l. pH = 6,7 + 0,3. Tempera-

tura = 27« C, aeracgZo = 0,5 VVM.
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Figura 19: Evblucﬁo do crescimento celular (DO, concentrac3o de acgu-
cares totais (A.T.) e atividade de dextrana-sacarase (UDS/
ml) durante a fermentag3o com adi¢%o de sacarose. Meio base
(melago = 50 g/1, AMM = 10 g/1, fosfato de potdssio = 20
g/1) complementado com 10 g/1 de extfato de levedura. pH =

6,7 + 0,3. Temperatura = 272 C, aerag¢3o = 0,5 VVM.
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4.2. ADICXO DE SUBSTRATO INDEPENDENTE DO pH.

a) Em melo padr3o

A Figura 20 mostra a evolugdo da atividade enzimdtica (UDS/

ml), o crescimento celular e a concentrag3o de substrato durante a

fermentac3o com adic¢¥o contfnua de sacarose na razdo de 18 g/1.h., em
mefo padr3o, com 20 g/l de sacarose no meio de cultura no fnfcio do
processo.

A adi¢¥o foi realizada por um sistema auxiliar mostrado na
Figura 7 ( Materiais e Métodos ) em linhas pontilhadas, através de uma

bomba de fluxo reguldvel e um temporizador. A velocidade de adic%o foi
escolhida com base na velocidade méxima de consumo de substrato do en-
saio, com adig¢3o combinada de sacarose em meio padrZ%o (Figura 17). A
estimativa da velocidade de consumo foi feita através de um balang¢o de
massa entre os pontos de amostragem, conhecendo-se aa quantidade de
acicar adicionada num dado intervalo de tempo , através da pesagem do
frasco depdsito (figura 8) e a concentrac3o de agicares de cada amog-
tra, pela medida direta dos acucares totais.

A Figura 21 mostra a evolug¢%o atividade enzimitica para trés
fermentac¢Bes, variando-se somente a concentrag3o inicial de substrato.
Esta variagdo foi necessdria para verificar o efeito do acumulo ini-
cial, devido a menor velocidade de consumo nas primeiras horas. Os da-
dos da Figura 20 (concentra¢%o inicial de 20 g/l de sacarose) foram
destacados por terem alcancado os maiores niveis de concentrac3o de
dextrana-sacarase no meio fermentado. Os valores méxfmos de atividade
enzimdtica, obtidos nos trés casos, com 10, 20 é 40g/L de sacarose no

infcio da fermentag¥o, foram respectivamente 90, 95 e 60 UDS/ml.

Com adig¥o de sacarose independente do pH, a produc3o de en-
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zima alcangou nfvets de produtividade em torno de 3 - 4 vezes superio-—
res asgs fermentagBes sem adi¢¥o, utilizando meio padr3o. A concentracio
inictal de sacarose de 40 g/1, como fora utilizada nos testes anterio-
res, ndo favoreceu a produg3do de dextrana-sacarase em fermentacdes com
adi¢¥o contfnua de sacarose. Conforme mostra a Figura 21, as concen-

tracBes de 10 e 20 g/l deram melhores resultados.

b) Em meios com melaco e AMM

Nos ensaios com adic%o de sacarose combinada com NaOH em
meios & base de melago e AMM, as velocidades de adi¢%o n¥o ultrapassa-—
ram 10 g/l.h. Assim, resolveu-se testar velocidades matores de adic¥o

Com adig¥o do ald 1R g/1.h de sacarose, independente do pH,
em meios com melagco e AMM, n3o sco conseguiu nenhum aumento na producgio
de dextrana-sacarase (resultados n%o mostrados).

Quando se subst{tuiu a AMM por extrato de 1levedura (Figura
19), foi observado um aumento na produc3do de enzima. A adicZ%o de saca-

rose n3%o se mostrou favordvel tanto quanto a adi¢¥o de melaco na pro-

dugdo de enzima. Assim sendo, decidiu~se conduzir experimentos com
adi¢%o de melaco e testar o enriquecimento do meio com extrato de le-

vedura.

Adicionou-se continuamente melaco, utilizando uma solug3o com
700 g/1 de melago, utilizando o sistema da Figura 7 (matertiais e méto-
dos), ajustado de forma a injetar 28 g/1.h de solu¢%o no meio durante
toda a fermentac%o. Este valor foi estimado em fun¢¥o da velocidade de
consumo de substrato nas fermentac®es sem adig¥o e da concentrac%o da

solu¢¥o de adic¥o. O meio foi complementado com 10 g/} de extrato de

levedura.
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Figura 20: Evoluc%o do crescimento celular (D), concentrag®o de acgu-

cares totais (A.T.)Ve atividade de dextrana-sacarase (UDS/
ml!) durante a fermentag3o de Leuconostoc mesenteroides com
adi¢¥o continua de sacarose (18 g/1.h). Meio padr3o, com 20
g/! no infcio. pH = 6,7 + 0,3. Temperatura = 279 C, aera-

¢d3o0 = 0,5 VVM.
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Evolug%o da atividade de dextrana—-sacarase (UDS/ml) durante
a fermentag¢%o com adig¢%o de sacarose em meio padrdo com va-

riag3o da concentrac3o inicial de sacarose em 10, 20 e 40
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A figura 22 representa os resultados obtidos neste experimen-—
to. Pode-se observar que a produc¥o de dextrana-sacarase atingiu pra-
ticamente os mesmos nfveis das fermentacﬁes em meio padr3o com adig3o
de sacarose, com valores em torno de 80 UDS/ml}.

A figura 23 reune comparativamente os resultados obtidos de
produgdo enzimdtica em trés experiéncias com adic¥o de melago: na pri-
meira experiéncia o meio de cultura continha melacgo 50g/1, AMM 10 g/}
e fosfato de potdssio 20 g/1 (meio base). Em outra foi acrescentado
extrato de levedura 10 g/l e na udltima foi adicionado uma solug3¥o de
cloreto de c8lcio antes do infcio da fermentac3o, devido sua proprie-
dade de agir como establlizante da enzima. Nos tré&s casos a produg3o
de dextrana-sacarase foi superior aquela em que a adig¢3o foi de saca-
rose pura, nas mesmas condi¢Bes de cultivo (Figura 19).

A complementac¥o do meio com extrato de levedura favoreceu a
produ¢do, aumentando em aproximadamente 20% a atividade enzimdtica no
meio de cultura, apds 10 horas de fermentag3o. 0 cdlcio teve um efeito
inibidor, mostrando que a quantidade existente no melaco & suficiente
para a estabilizag%o da enzima e que a adig¢¥%o suplementar excedeu a
concentragdo dtima para estabilizar a dextrana-sacarase. A intbic¢3o
- por execesso foi relatada por alguns autores (57).

Segundo ALSOP (2), a interrupg¢Zo da adic3o de acucar e do
controle de pH no final da fase de crescimento, favorece a produ¢3o de
dextrana-sacarase por Leuconostoc mesenteroides. Visando verificar es-—
te efelto, ‘trabalhou-se em meto com melago, realizando experiéncias,
onde interrompeu-se a adi¢%o de melago e o contole de pH apés 6 horas
de fermentag¢¥o. A Figura 24 mostra os resultados obtidos, tendo a ati-

vidade enzimdtica chegado a 66 UDS/ml apds 11 horas de fermentac3o,
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enquanto que a quantidade de agicares totais & bem baixa, aproximada-
mente 18 g/1. Como comparag3o temos a Figura 25, onde a alimentac3o
foi contfnua até o final da ferﬁentac%o. E interessante notar, que
neste caso, a atividade final foi de 52 UDS/ml, passando por um maximo
de 59 UDS/ml, entretanto, no final de 11 horas ainda restou uma quanti
dade elevada de agucar (60g/1). Assim sendo, no caso onde foi inter—
rompida a adig¥%o (figura 24) observou-se um leve aumento naa produgzo

de enzima e ainda, um menor gasto de substrato.
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Figura 22: Evoluc¢%o do crescimento celular (DO), concentrac%o de acu-
cares totais (A.T.) e atividade de dextrana-sacarase (UDSs/
ml) durante a fermentag%o com adicHo de melago. Meio Dbase

complementado com 10 g/1 de extrato de levedura. pH = 6,7 +

0,3. Temperatura = 27 C, aerag¢3o = 0,5 VVM.
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Figura 23: Evoluc¢3o da ztividade de dextrana-sacarase (UDS/m1) para

trés fermentag@es com adig¢¥o continua de melago. Meio base

(melago = 50 g/1, AMM 10 g/1, fosfato de potdssio = 20

it

'g/1).1 = melo base, 2 melio base + 10 g/l de E.L., 3 =

meio base + 0,5 g/1 de cloreto de cilcio. pH = 6,7 =+ 0,3.

Temperatura = 27° C, aerac3o = 0,5 VVM.
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Figura 24: Evolu¢Zo do crescimento celular (DO), céncentraq%o de agu-
cares totais (A.T.) e atividade de dextrana-sacarase (UDS/
ml) durante a fermentagZo com adic3o de melagco com inter-
rup¢do da adi¢3o apds 6 horas. Meio base, pH = 6,7 + O0,3.

Temperatura = 27° C, aerag3o = 0,5 VVM,
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Figura 25: kvolug3do do crescimento celular (DO), concentracXo de acu-
cares totais (A.T.) e atividade de dextrana-sacarase (UDS/
ml) durante a fermentag%o com adig%o contfnua de melaco.
Meio base, pH = 6,7 + 0,3. Temperatura = 27° C, aerac3o =

0,5 VVM.
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4.3. DISCUSSKO

Nos ensalos com adig¢3o contfnua, os melhores resultados foram
obtidos com meio padr3do e adig¢3o de sacarose. Quando foi wutiltizado
meio de melago, AMM e extrato de levedura, com adig¢3o contfnua de me-
lago, obteve-se resultados similares. Por outro lado, quando o melo
inicialmente continha melago e AMM, com adi¢3o contfnua de sacarose, a
produgdo de enzima fol baixa. Ao complementar-se este meio com extrato
de levedura, a produc¢3o aumentou consideravelmente. Passando-se a ali-
mentar o fermentador coﬁ melaco ao invés de sacarose, também fot ob~-
servado um aumento na produg3o. Isto de certa forma mostrou que o meio
base (melago 50 g/1, AMM 10 g/1, fosfato de potdssio 20 g/1) continha
quantidades insuficientes de algum fator de crescimento, que teve de
ser complementado com a adic3o de melago, ou extrato de levedura, para
atingir niveis compatfveis de produg3o.

Tanto o melago quanto o extrato de levedura s3%o de composig¢3o
complexa.

O extrato de levedura foi usado por viarios autores (49,58,
68, 75) como fonte de vitaminas, aminodcidos e outros fatores nutri-
cionais. Por oquo lado, a literatura n%o tris nenhuma referéncia so-
bre a utiliza¢%o de melago para produc¢3o de dextrana-sacarase. MURPHY
(64) cita apenas uma referéncia da utilizag3o de melago para a brodu—
¢330 de dextrana pelo método convencional. Portanto, fica difficil ava-
l{ar comparativamente os resultados obtidos neste trabalho, uzando o
meio base.

TSUCHIYA e col. (34) relatam que para fermentag®es em frascos

agitados, a AMM substitul adequadamente o extrato de levedura, o que

conincide, de forma geral, com os resultados aqui obtidos. Entretanto,
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a fermentagZo em frascos agitados n%o resultou numa boa produg¢do, mes-
mo usando melos mals ricos, o que prejudica uma possfvel comparag3o.

Para a fermentac3o com‘ad1¢50 de substrato, a AMM n3o se mos-
trou t%o eficiente quanto o extrato de levedura.

Os pesquisadores que trabalharam com produgdo de dextrana-sa-
carase, em fermenta¢Bes batelada con alimentac3o de substrato 2, 49,
61, 68) se utilizaram de meios de cultura simi{lares ao meio padr%o. Os
resultados obtidos por estes pesquisadores foram superiores aos obti-
dos no presente trabalho. Isto pode ser devido a um controle menos
eficiente do pH, uma vez que a enzima € muito sensfvel 3 variac3o des-
te. Também a utiliza¢Z%o de materiais e reagentes, que entram na compo-
si¢30 do meio, de procedé&ncias diferentes podem ter influenctiado o
processo. Um exemplo significativo & o extrato de levedura, que wvaria
sua composic¢do dependendo do fabricante, fato este comprovado em ou-
tros trabalhos deste laboratdério. Por outro lado, um dos objetivos
infctais fora cumprido, mostrando que utilizando-se de melago e AMM, &
possfvel se produzir dextrana-sacarase conm produtividades préximas dos
melos enriquecidos, cujas formulagBes resulta em custos bastante ele-

vados.
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CONCLUSBES

Os resultados obtidos n§s permitiram chegar as seguintes con-
clusGes:

1- A produg3¥o de dextrana-sacarase por Leuconostoc mesente-
roides em frascos agitados, atingiu os maiores niveis para temperatu-
ras entre 25 e 30° C.

2- Quando se utilizou melago como fonte de carbono, os resul-
tados indicaram que a concentrag3o 6tima para producg3o de dextrana-sa-
carase estd entre 50 e 60 g/l, e ainda gque o melago nessas concentra-
¢Bes supre as necessidades dos R - sais.

3~ 0 controle de pH durante a fermentagZo, em torno de 6,7,
promove um aumento na produ¢3o de enzima.

4- As fermentacBes em batelada alimentada, promovem um aumen-
to substancial na produg3o de dextrana-sacarase por Leuconostoc mesen-
teroides. Nesse tipo de fermentac¥o quando o meio base & melago e AMM,
a produco & favorecida pela adi¢%o de melago durante a fermentago.

5~ A interrup¢¥o da alimentag¢3o durante a fermentag3o permite
aumentar a produtividade diminuindo as perdas de agucares no final da

fermentac¢do.

6~ Dentre os métodos testados a melhor maneira de se produzir
dextrana-sacarase, com Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512(F), € por
fermentag¢3do em batelada alimentada com pH controlado. A velocidade de
alimentac¥o deve ser estimada em fun¢Zo da velocidade de consumo de
substrato e regulada de forma a n%o permitir que a concentrag3o de sa-
carose no meio de cultura atinja valores baixos (< 10g/L), durante a

fermentag3o.
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Quanto ao mefo de cultura, o melago substituli bem a sacarose
pura e ainda supre as necessidades em sais; entretanto, a adi¢%o de

extrato de levedura & benéfica e aumenta a produg®o de enzima.

RECOMENDACSES PARA ESTUDOS FUTUROS

Considerando todo .o trabalho realizado, experimental, estudo
bibliogréfico e a discuss¥o com outros pesquisadores a respeito da
producdo de dextrana, durante o curso de mestrado, achamos oportuno
algumas sugestBes para futuros trabalhos a serem realizados nesta ins-—
tituicdo ou em outros centros de pesquisa do pafs:

1- Estudar a produ¢¥o de dextrana-sacarase por fermentag3o
contfnua. Durante o trakalho experimental, observou-se que praticamen-
te toda a enzima & produzida na fase de crescimento, decaindo raptda-
mente no final da fermentacg¥o. Além do fato da produc¥o ser i1nduzida,
parece existir ouﬁra relacdo com o estado fisioldgico do microrganis-
mo. A fermentag¢¥o cuntfnua permite manter determinada concentrac3o de
indutor (sacarose) durante a fermentac®o e ainda manter o microrganis-
mo permanentemente na fase de crescimento . Soma-se a estas vantagens
da Fermenta¢§o contfnua a facilidade de automac3o.

2- Testar o uso de agentes estabilizantes durante a fermenta-

¢8o. A enzima € termoldbil sendo desnaturada ao longo da fermentacg3o.
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A utilizag¢¥o de polfmeros, detergentes neutros, segundo a literatura
(56) & uma forma eficiente de se estabilizar a enzima. Isto facilita-
ria também as medidas de ativ&dade, problema enfrentado em nosso tra-
balho, onde a atividade era medida numa temperatura superior 3 de fer-
mentac3o.

3~ Estudar, em conjunto com oﬁtros departamentos ou faculda-
des competentes, a seleg¢¥o e melhoramento genético do microorganismo
por métodos convencionais ou quaisquer outros métodos disponfveis, vi-
sando a obteng3o de cepas mais produtivas e/ou cepas onde a dextrana-

sacarase seja constitutiva.
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