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NOMENCLATURA

C - concentracgdo do soluto em solugéo na alimentacéo (ML'S)
C, - concentracio do soluto na alimentagio (ML?)

C,, — concentracdo do soluto na fase mével (MIﬁ)

¢ - concentragdo do soluto em solugio (MM™)

¢ — concentragio inicial do soluto em solugdo (MM™)

epp — constante do modelo BET

D,, - difusividade molecular (L*T™)

D, - difusividade efetiva (L'T™)

Ey, - coeficiente de dispersdo axial (L*T™)

ES — eficiéncia de separagio

HETP - altura equivalente a um prato teorico (L)

K - coeficiente de partigio

K - constante de dissociagfo para adsor¢io (modelo de Langmuir) (MM
K - constante da isoterma de Freundlich

ks - coeficiente convectivo de transferéncia de massa (LT™)
L - comprimento do leito (L)

Mn ~ peso molecular numerico



Mw — peso molecular ponderal médio

n - constante do modelo de Langmuir-Freundlich

n¢— indice da isoterma de Freundlich

PM - peso molecular de oligossacarideos e dextranas

PST - percentual de troca de fons Na™

q - concentracio do soluto na fase porosa (MM™')

qm — quantidade méxima adsorvida (modelo de Langmuir) (MM™)
R - rendimento da reagio enzimatica (%)

r — distdncia radial (1)

R, - raio da particula (L)

S - fator de sensibilidade

T - temperatura (°C)

to - tempo de injecdo da amostra (1)

t—tempo (T)

t - tempo de retengfio médio (T)

v - velocidade intersticial (LT™)

vy - velocidade superficial (LT™)

v = volume requerido para camada monomolecular de N, (L*/M)
Vp - volume do pulso 1njetado L

Ve - volume do leito da coluna (L°)



z - distdncia axial (L)

Termos Gregos

gp, - porosidade do leito

gp - porosidade da particula
p - primeiro momento (T)

o - segundo momento (T°)

Indices

* - equilibrio

1,2 - componente
i — componente
L - leito

SZ - sem zedlita
CZ - com zedlita
gli - glicose

fru - frutose
dext — dextrana

n — nimero da fracio
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RESUMO

Dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides pode produzir, a partir da
sacarose, dextrana na auséncia de aceptores, e oligossacarideos na presenga de maltose ou
outros agucares como aceptores, tendo como subproduto a frutose. Entre as diversas cepas
produtoras, Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F ¢ a mais estudada. O valor
comercial destes produtos aumenta com a pureza, tornando interessante a sua recuperagéo e
purificagdo. Para tal, técnicas cromatograficas de separagio sdo aplicadas, em que zedlitas,
aluminosilicatos cristalinos com elementos dos grupos IA e IIA, podem ser utilizadas como

adsorventes.

A zedlita de partida (forma sdédica), Baylith WE-894, foi caracterizada,
determinando sua composicdo, area superficial, tamanho e distribuicBo de poros e
densidade.

Zeolitas modificadas por troca idnica com diferentes cations de compensaggo (Ba®",
Ca’", Sr*" e K™ foram obtidas, determinando-se os dados de equilibrio para adsorgio de
glicose e frutose puras. A influéncia do cation de compensagio na capacidade de adsor¢do e
seletividade na adsorcfio de frutose, bem como a descrigdo do equilibrio da adsorgéo com
modelos de isotermas, foram estudados. Os melhores resultados foram obtidos com a
ze6lita trocada com ions Ba®*, com os dados ajustando-se melhor ao modelo linear. Esta
zeblita apresentou alta capacidade de adsorcio de frutose (K = 0,82), superior ao
mencionado para resinas de troca idnica, e baixa capacidade de adsorglio de glicose (K =
0,12).

O comportamento da adsor¢fo em coluna de leito fixo foi estudado, por analise
frontal e respostas a pulsos cromatograficos, utilizando misturas de glicose e frutose. Foi
possivel confirmar a melhora do processo pela troca i6nica, a0 comparar-se com a zedlita
de partida, tanto em termos de tempo de ruptura na anilise frontal como em eficiéncia de
separagdo nos perfis de eluigdo obtidos pela inje¢Bo de um pulso. O leito de zedlitas foi
caracterizado, determinando sua porosidade ¢ as propriedades da zeélita modificada,

incluindo composicio e distribui¢fio de tamanho de particula.



Foi avaliada a separag@io de misturas sintéticas em coluna de leito fixo (glicose-
frutose e dextrana-frutose), verificando a influéncia dos parimetros temperatura,
concentragiio de componentes, relaciio entre o volume injetado na coluna e o volume da
coluna (Vp/Vc), velocidade superficial e peso molecular da dextrana na eficiéncia de
separagdo dos componentes, utilizando a analise de sensibilidade. A temperatura mostrou
efeito pronunciado na separagdio de glicose-frutose, tendo um aumento desta melhorado a
eficiéncia de separagfo. Ja na separacdo de dextrana-frutose, temperatura e volume injetado
mostraram um efeito pronunciado, sendo o peso molecular da dextrana também um
importante fator a ser considerado no processo. Os melhores resultados na separac3o de
glicose e frutose foram obtidos 2 40 °C, 20 g/L de cada componente, velocidade superficial
de 0,127 cm/min (vazfio de 0,1 mL/min) e Vp/Vc igual a 0,1 com uma eficiéncia de
separagdo de 1,94. Na separagio dextrana-frutose os melhores resultados foram obtidos nas
mesmas condigdes anteriores € um peso molecular de 9300 (menor valor utilizado), com
eficiéncia de separaglo de 2,72. Em ambos os casos de separagiio, as eficiéncias de
separagdo obtidas puderam ser consideradas elevadas, sobretudo no caso da separagiio
dextrana-frutose, com valores muito superiores aos encontrados para resinas de troca

iOnica.

Também foi estudada a separagdio dos produtos de reagdo obtidos pela a¢fo da
enzima dextrana-sacarase sobre sacarose na auséncia e presenga de aceptores, em coluna de
leito fixo, a 40 °C, Vp/Vc igual 0,1 e vazio de 0,1 mL/min , tendo-se obtido resultados
promissores, sendo que o peso molecular dos produtos de sintese e sua concentragio

mostraram-se fatores importantes a serem considerados.

Os pardmetros de equilibrio, cinéticos e de transporte de frutose, glicose ¢ dextrana
9300 em coluna de leito fixo a 40 °C foram determinados, calculando-se o coeficiente de
particdo, difusividade efetiva e disperséio axial. Os valores obtidos para os coeficientes de
partigdo foram 0,71 para frutose, 0,31 para glicose, com seletividade de 2,33; ¢ 0,13 para
dextrana 9300, com seletividade de 5,46. Com relagdo & dispersio axial esta mostrou-se
dependente da velocidade intersticial. Os valores para difusividade efetiva foram 1,02.10°
cm*/min para frutose, 5,59.107 cm*min para glicose e 7,79.10° cm®min para dextrana
9300.



ABSTRACT

Dextransucrase from Leuconostoc mesenteroides synthesizes dextran from sucrose
in the absence of aceptors, and oligosaccharides with maltose or other sugars as aceptors.
Fructose is also produced as a by-product. Among several producer strains Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F is the most studied. The commercial value of these products
increases with the purity. Therefore, it is interesting to recover and purify the products,
using chromatographic techniques of separation. Zeolites, crystalline aluminosilicates with

elements of the groups IA and IIA, can be used as adsorbents.

No modified zeolite (sodium form), Baylith WE-894, was characterized, and its

composition, superficial area, pore size distribution and density were determined.

Modified zeolite by ion exchanging with different introduced cations (Ba®", Ca®*,
Sr*" and K*) was obtained and its equilibrium data for pure fructose and glucose adsorption
in finite bath were evaluated. The influence of introduced cation on the adsorption capacity
and selectivity in the fructose adsorption, as well as the description of the adsorption
equilibrium through adequate isotherm models were studied. The best results were obtained
with the zeolite changed with barium ions, whose data fitted well a linear model. This
zeolite presented high fructose adsorption capacity (K = 0.82), higher than ion exchange
resins according to the literature, and low glucose adsorption capacity (K =0.12).

The adsorption in fixed bed column was studied, using both frontal analysis and
pulse response techniques, with glucose-fructose mixtures. Modified zedlita was shown to
be more efficient compared to the no-modified zeolite (sodium form), in terms of
breakthrough timne and separation efficiency. The porosity of the zeolite bed was measured
and the properties of the modified zeolite, including composition and particle size

distribution, were determined.

The separation of synthetic mixtures (glucose-fructose and dextran-fructose) in
fixed bed column was evaluated. The influence of parameters such as temperature,
components concentration, injected volume to column volume (Vp/Vc) ratio, superficial

velocity and molecular weight in the separation efficiency was studied. The temperature

xvil



has shown to be the most significant parameter in the glucose-fructose separation. An
increase on it leads to the improvement of the separation efficiency. In the separation of
dextran and fructose, the effect of temperature and injected volume has shown to be
significant, whereas the molecular weight of the dextran was considered an important factor
in the process. The best results in the separation of glucose and fructose were obtained at 40
°C, 20 g/l of each component, superficial velocity of 0.127 cm/min (flow rate of 0.1
mL/min) and Vp/Vc of 0.1, with a separation efficiency of 1.94. In the dextran-fructose
separation the best results were obtained in the same previous conditions and with a dextran
molecular weight of 9300, with a separation efficiency of 2.72. In both cases, the separation

efficiencies were better than the ones with ion exchange resins.

Also, the separation of the products of dextransucrase action on sucrose, in the
absence and presence of aceptors (glucose and maltose), was studied, leading to interesting
results. The molecular weight and product concentration are important factors to be

considered.

The equilibrium, kinetic and transport parameters of fructose, glucose and dextran
9300 in fixed bed column at 40 °C were determined. The partition, effective diffusivity and
axial dispersion coefficients were estimated and shown to be satisfactory. The values for
the partition coefficients were 0.71 for frutose, 0.31 for glucose, with selectivity of 2.33,
and 0.13 for dextran 9300, with selectivity of 5.46. The axial dispersion coefficient was
dependent on the intersticial velocity. The values for effective diffusivity were 1.02.10°

cm®/min for fructose, 5.59.1077 cm®/min for glucose € 7.79.10°® ¢cm*/min for dextran 9300.
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Ceapitulo 1: Itroducdo

Capitulo 1

INTRODUCAO

Os primeiros estudos a respeito das dextranas datam do século XIX, pelos
problemas que sua presencga causava em inddstrias agucareiras, como o entupimento de
filtros e bombas ¢ interferéncia na cristaliza¢fo da sacarose. Em 1861 Pasteur demonstrou
que a formagio de peliculas era causada pela acfio de microrganismos (Neely, 1960), sendo
o termo dextrana adotado por Scheibler, em 1874, quando verificou que o problema era
causado por um carboidrato de formula empirica CgH;0Os, com rotagfio ética positiva. Van
Tieghem, em 1878, atribuiu & bactéria responsével pela formagiio da dextrana o nome
Leuconostoc mesenteroides. Mais tarde, pesquisadores mostraram que a dextrana podia ser
produzida por muitos microrganismos, € o termo “dextranas” comegou a ser adotado para
denominar a classe de polissacarideos bacterianos extracelulares compostos quase
exclusivamente de unidades monoméricas de o-D-glicopiranose unidas por ligagdes o-

{1-»6), com uma féormula molecular {CsH;00s), (Alsop, 1983).

Nesses estudos preliminares verificou-se que a dextrana tratava-se de um polimero

bacteriano com caracteristicas versateis, passando a ser o alvo de intensivas pesquisas para



Capitulo 1 Introduciio

a producdo do polimero em escala comercial e sua aplicagdio em diversos segmentos:
petroquimico, alimentos, quimico e farmacéutico. Segundo Alsop (1983) nenhum outro
grupo de polissacarideos t€ém sido tdo intensivamente estudado e tém sido atribuidas tantas

aplicagdes.

Em 1941, Henhe iniciou o estudo da produgfio enzimatica da dextrana, sendo que
Hestrin e Avineri-Shapiro, em 1944, denominaram dextrana-sacarase a enzima envolvida
na sintese de dextrana. A produgdo comercial de dextrana comecou em 1950, sendo que os

processos de produgio e aplicagdes vém sendo aperfeigoados continuamente.

A enzima dextrana-sacarase € hoje produzida por fermentagdo utilizando
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F, como primeira etapa do processo. A enzima
produzida, bruta ou purificada, ¢ utilizada na sintese “in vitro” da dextrana, tendo como

subproduto a frutose.

As inimeras aplicagdes das dextranas est3o relacionadas ao peso molecular. Quando
produzida pela agdo direta da dextrana-sacarase sobre sacarose, as dextranas apresentam
alto peso molecular, podendo ser convertidas a peso moleculares menores por hidrélise.
Alternativamente, o peso molecular pode ser controlado durante a reagdo, com o uso de
aceptores. Dextranas de baixo peso molecular, obtidas por fracionamento, sfo utilizadas na
industria farmacéutica como expansores de plasma e auxiliadores do fluxo sanguineo. Na
indastria quimica, dextranas sdo usadas na produgfio de peneiras moleculares (Sephadex e
DEAE-dextrana). Na industria de alimentos, aplicagdes como agente gelificante, inibidores

de cristalizagdo ¢ espessante sdo importantes.

Nos Gltimos anos, os oligossacarideos t&m atraido a atengdo dos pesquisadores. Ao
lado de usos tradicionais, como fonte de energia e adogante, t€m sido aplicados na industria
de alimentos como estabilizantes, agentes de volume e como compostos adicionados em
alimentos funcionais que estimulam o crescimento de bactérias benéficas da flora intestinal
(Bifidobacterium). Aplica¢Ges em imunologia, saide humana e animal tém sido estudadas.
No presente, companhias japonesas dominam a producfio mundial de oligossacarideos
(cerca de 85000 toneladas em 1995), mas tem-se verificado o interesse crescente de

empresas européias (Criftenden & Playne, 1996).
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Dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides pode produzir oligossacarideos a
partir de sacarose na presen¢a de maltose ou outros aglcares como aceptores, envolvendo
reagdo de transferéncia de grupos glicosil e tendo como subproduto a frutose. Entre as
diversas cepas produtoras, Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F € a mais estudada,
sendo que Pereira (1996) indicou o uso de glicose como aceptor da reagio, enquanto que
Paul et al. (1986) adotaram a maltose com esta finalidade.

Alternativamente, frutose pode ser obtida da hidrolise enzimatica da sacarose por
invertases, resultando no agtcar invertido, mistura equimolecular de glicose ¢ frufose,
Xaropes ricos em glicose ¢ frutose podem entéio ser obtidos pela separagfo cromatografica

destes dois agucares.

O valor econdmico da frutose € aproximadamente trés vezes maior que a sacarose,
sendo que xaropes de frutose t€m rapidamente substituido a sacarose como adogante nos
mercados do Japdo ¢ Estados Unidos, onde ¢ produzida a partir do mitho (“High Fructose
Corn Syrup” — HFCS), com um consumo estimado em 13,6 milhdes de toneladas no ano
2000 (Vuilleumier, 1997).

O valor comercial destes produtos aumenta com a pureza. Portanto, torna-se
interessante a recuperagio dos produtos da agfio de dextrana-sacarase sobre sacarose,
utilizando técnicas cromatograficas, obtendo-os com elevada pureza, tendo-se, a partir de
uma matéria-prima de menor custo (sacarose), produtos de alto valor comercial, com boas

perspectivas econémicas.

Estudos tém demonstrado que zedlitas, aluminosilicatos cristalinos com elementos
dos grupos IA e IIA, adsorvem frutose seletivamente em misturas de glicose e frutose
(Ching et al., 1987; Ho et al., 1987, Ching & Ruthven, 1988; Cheng & Lee, 1992; Schollner
et al., 1993; Buttersack et al., 1993; Martinelli et al., 2000).

No entanto, n3o sio registrados estudos que proponham a recuperagdo de
oligossacarideos, dextranas e frutose pelo uso destes adsorventes. No trabalho de Silva
(1998), ensaios preliminares mostraram a possibilidade de adsorver frutose seletivamente

em uma mistura de dextrana e frutose.
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O Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Universidade Estadual de Campinas tem um respeitavel histérico em estudos
envolvendo a produgéio de dextranas e oligossacarideos com a enzima dextrana-sacarase de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F. Disserta¢cbes de mestrado (Queiroz, 1987,
Rodrigues, 1989, Curralero, 1993; Bazan, 1993; Souza, 1993; Pereira, 1996; Santos, 1996;
Silva, 1998; Cavenaghi, 1999; Mibielli, 2001; Hernalsteens, 2002) e tese de doutorado
(Curralero, 2000) abordaram temas relacionados a este processo. O presente trabalho vem

contribuir nestes estudos, propondo os seguintes objetivos:

Avaliar zedlitas sintéticas, verificando a potencialidade de seu uso na adsorcéo de

frutose, visando a seleglio de uma zeolita adequada para o estudo proposto.

Caracterizar a zeolita selecionada, em termos de compesigfio, porosidade, area

superficial e densidade.

Obter dados de equilibrio para adsorgéo de frutose e glicose puras em banho finito,
utilizando zeolitas modificadas por troca i0nica com diferentes cations de compensagio,
verificando aspectos da influéncia do cation de compensagdo sobre a capacidade de
adsorgéo e seletividade na adsorgio de frutose, bem como descrevendo o equilibrio da

adsorgé@o com modelos de isotermas adequados.

Verificar o comportamento da adsorgiio em coluna de leito fixo, por analise frontal e
desenvolvimento de eluigio (respostas a pulsos cromatograficos), a fim de selecionar o
método mais adequado de trabalho, confirmar a melhora do processo pela troca idnica e

testar a adsorgio de misturas de glicose e frutose.

Caracterizar o leito de zedlitas, determinando sua porosidade, o tamanho de
particulas e composigo da zedlita modificada.

Avaliar a separag@o das misturas sintéticas glicose-frutose ¢ dextrana-frutose em
coluna de leito fixo, verificando a influéncia de pardmetros como temperatura,
concentragio de componentes, volume injetado na coluna, velocidade superficial e peso
molecular na eficiéncia de separagio dos componentes, utilizando a analise de
sensibilidade.
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Avaliar a separacgio dos produtos de reacBo obtidos pela acdo da enzima dextrana-
sacarase sobre sacarose na auséncia e presenca de aceptores (glicose € maltose) em coluna

de leito fixo, utilizando o método de respostas a pulsos cromatograficos.

Determinar pardmetros de equilibrio, cinéticos e de transporte de glicose, frutose e
dextrana em coluna de leito fixo, calculando o coeficiente de partigfio, a difusividade
efetiva e a dispers3o axial para cada carboidrato, usando o método de respostas a pulsos

cromatograficos.
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Capitulo 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo abordadas defini¢Ses e propriedades de glicose, frutose,
oligossacarideos ¢ dextranas, aglcares diretamente relacionados a este trabatho, bem como
as caracteristicas da enzima utilizada, dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-512F, seu mecamismo de a¢do, obtengdo e usos na sintese de dextranas e
oligossacarideos. Em seguida, as zedlitas sdo definidas ¢ caracterizadas como adsorventes,
0s mecanismos € aspectos tedricos da adsor¢#o sfo comentados e os principais trabathos

envolvendo separagfio de agucares sdo apresentados.
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2.1. Moneossacarideos e Oligossacarideos
2.1.1. Aspectos Gerais

Os monossacarideos, quimicamente, s3o definidos como polihidroxialdeidos ou
polihidroxicetonas que possuem cadeia ndo ramificada. A partir da formagio de ligacdes
entre o grupo lactol de um monossacarideo € um grupo lactol ou hidroxila de outro
monossacarideo, denominadas ligagdes glicosidicas, e posterior alongamento da cadeia,
tem-se a formacfo de compostos que, até dez unidades monomeéricas, recebem o nome de

oligossacarideos, podendo a cadeia apresentar ramificagdes (Belitz & Grosch, 1988).

Os monossacarideos ¢ oligossacarideos possuem, com poucas excegdes, sabor doce,

apresentando-se como solidos cristalinos, incolores ¢ soliiveis em 4gua.

Os aglicares diferenciam-se entre si tanto do ponto de vista da qualidade como da
intensidade de sabor. A intensidade do sabor diminui nos oligossacarideos conforme

aumenta o tamanho da cadeia.

A obtengdo de dados sobre a intensidade de sabor dé-se mediante a determinacéo
dos limites de reconhecimento e detecgfio, ou por comparacio com uma substincia de

referéncia (sacarose) em solugdes de mesmo sabor doce.

Os limites de reconhecimento e detecgdo apresentam relagdo direta com a afinidade
da molécula doce pelo receptor de sabor. No entanto, para efeitos praticos, o mais util é o
segundo método, pois a dependéncia entre concentragdo ¢ intensidade gustativa é
normalmente muito diferente para distintos aglcares. A tabela 2.1 mostra o poder

edulcorante de alguns agiicares em relagdo 4 sacarose.

A qualidade e intensidade de sabor dos agtcares dependem nfio s6 de sua estrutura,
mas de outros pardmetros, como temperatura, pH e presenca simultinea de outros

compostos, doces ou ndo.
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Tabela 2.1: Poder edulcorante de acticares e polidlcoois em relacio & sacarose (solugdo
aquosa a 10 %). Fonte: Belitz & Grosch (1988).

Composto Poder Edulcorante Relativo
Sacarose 100
D-frutose 114
D-galactose 63
D-glicose 69
Acucar Invertido 95
Lactose 39
D-maltose 46
D-xilose 67
D-manose 59
D-ramnose 33
Rafinose 22
D-glucitol 51
D-manitol 69
Dulcitol 41
Xilitol 102

2.1.2. Frutose

A frutose, uma cetohexose, é considerada o agicar mais doce encontrado na
natureza, estando presente na forma livre em frutas e mel, e polimerizada no polissacarideo

inulina, encontrada na alcachofra de Jerusalém, chicéria, dalia e dente de ledio.

A figura 2.1 apresenta as principais formas tautoméricas da frutose. No estado
cristalino, somente B-D-frutopiranose esta presente. Contudo, com a dissolugdo em 4gua,
rapida mutarrotagfio ocorre, resultando na formagio dos tautémeros B-D-frutofuranose, o-

D-frutofuranose ¢ a-D-frutopiranose.

Conforme Osberger (1991) o pH, a temperatura e a concentragio em solugfio sdo
fatores importantes que influenciam o sabor doce de solugdes de frutose em agua. Destes,
s6 a temperatura tem efeito pronunciado sobre a transformagéo da forma mais doce, B-D-

frutopiranose, a um estado de equilibrio em que as formas menos doces estio presentes,
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podendo o efeito ser minimizado por baixas temperaturas e condi¢Oes de baixa acidez. O

efeito da temperatura no equilibrio tautomérico da frutose em solugfo € mostrado na tabela

22,

1 CHzOH
OH

L] o 2

OH

4 3
HO
OH

a-D-frutopiranose (o-p-"Cs)

OH
2
y : o CH,OH
19 3 OH
HO

OH

B-D-frutopiranose (B-p-'Cs)

6 CH,OH  1CH,OH

5 Hoa
OH

4 3

OH

a-D-frutofuranose (o-f)

®CH,0H 5 OH

5 HO 2
N VcH,0H
31
OH

B-D-frutofuranose (B-f)

Figura 2.1: Formas tautoméricas da frutose em soluciio. Fonte: Schéllner et al. (1993),
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Tabela 2.2: Equilibrio tautomérico da frutose em diferentes temperaturas.
Fonte: Osberger (1991).

Temperatura a-D-frutofuranose | B-D-frutofuranese | B-D-frutopiranose
20°C 7% 24 % 69 %
40°C 7 % 31% 62 %
60°C 9 % 33 % 58 %
80 °C 11% 38% 51%

A frutose, assim como a glicose, reduz o ponto de congelamento dos alimentos, pela
menor massa molecular quando comparada a de oligossacarideos (Dills, 1993). Apresenta
solubilidade elevada (4 g/g dgua a 25 °C), dificilmente ocorrendo a cristalizagio em
solugbes aquosas (Hanover & White, 1993). A frutose em alimentos resulta em atividade
de 4gua mais baixa, aumentando a estabilidade microbioldgica sem remover a 4gua

necessaria a obtencéo de uma textura desejada.

O uso da frutose na alimentagiio humana, em comparagio a glicose e sacarose,
resulta em efeito glicémico reduzido, podendo ser usada como adogante em dietas de
pacientes com hipoglicemia. Sua ingestfio causa uma menor variagfio nos niveis de glicose,
insulina, glucagen e horménios. Pelo seu sabor mais doce, podendo adogar 70 % mais que
uma mesma quantidade de sacarose, a frutose ¢ empregada com vantagem em alimentos
com teor calorico reduzido, com redugdo de até 33 % (Osberger, 1991). A tabela 2.3
mostra 0s principais produtos comerciais 4 base de frutose. Tais produtos sio obtidos por

tr€s processos distintos:

- Hidrdlise enzimatica do amido de milho pelas enzimas o-amilase e
amiloglicosidase, resultando em dextrose, que ¢ isomerizada a frutose pela enzima glicose-

1somerase, convertendo 45 % da dextrose em frutose (Long, 1996).

10
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- Hidrolise enzimética da sacarose pela enzima invertase e isomerizagiio da glicose

em frutose pela enzima glicose-isomerase.

- Hidrélise enzimdtica da sacarose pela enzima invertase e separagio

cromatografica da glicose e frutose.

Tabela 2.3: Classificacdo dos produtos comerciais a base de frutose.

Fonte: Osberger (1991).

Propriedades | Frutose HFCS 42 % HFCS 55 % HFCS 90 % Frutose
Cristalina Liquida
Estado Fisico | cristalino liquido liquido liquido liquido
Descricio cetohexose dextrose, dextrose, dextrose, frutose
Quimica frutose e frutose e outros | frutose e outros pura,
outros* agua
% Frutose 99,5 29.8 424 693 77,0
% Agua 0.2 29 23 23 23
Poder 130-180 90-95 95-100 100-106 110-120
Edulcorante**

* dissacarideos e oligossacarideos

** referente 4 sacarose (poder edulcorante 100)

A frutose € utilizada em mistura para bolos, gelatinas e pudins dietéticos, balas,

sobremesas geladas, bebidas energéticas e para 0 aumento da funcionalidade do amido.

O consumo mundial de xarope de alta frutose (HFS) teve um crescimento de
700000 toneladas em 1975 para 10,2 milhGes de toneladas em 1995, sendo que para 2000

Vuilleumier (1997) havia estimado um consumo de 13,6 milhdes de toneladas. Cerca de

75,2 % ¢ consumido pela indastria de bebidas, 8,5 % em conservas alimenticias, 7,7 % em

panificagio, 4,3 % em laticinios e os 4,3 % restantes em outras aplicagdes (Long, 1991).
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2.1.3. Glicose

A glicose ¢ uma aldohexose de larga ocorréncia na natureza, sendo encontrada, na
forma livre, nas frutas e mel. Polimerizada, ¢ encontrada no amido e glicogénio e, de forma

abundante, na celulose, mais menos acessivel pelas associagdes com a lignina.

A figura 2.2 apresenta as principais formas tautoméricas da frutose. A 25 °C a

forma  esta presente na proporgo de 62 %. (Scholiner et al., 1993).

B-D-glicopiranose (B-p-'Cy) B-D-glicopiranose ((B-p-"C;)

Figura 2.2: Formas tautoméricas da glicose em solucfio. Fonte: Schéliner et al. (1993).

i2
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A glicose tem menos dogura, menor solubilidade e menor viscosidade que a
sacarose, no entanto ¢ um melhor umectante ¢ confere propriedades preservativas mais
acentuadas, por resultar em baixa atividade de agua, conferindo também propriedades
organolépticas desejaveis (Pepper, 1990). Previne a cristalizagdo em gomas, sorvetes ¢
chocolates. Na indastria farmacéutica atua como veiculo em infimeros medicamentos,

podendo ser usada em associagfio com outros carboidratos, como sacarose e sorbitol.

Industrialmente, a glicose € usualmente produzida a partir do amido por hidrélise
enzimatica. Alternativamente, é produzida a partir da sacarose por hidrélise, formando
glicose e frutose, que sdo separadas. A glicose € comercialmente disponivel na forma
anidra ¢ monohidratada. A forma monohidratada, contendo cerca de 9 % de 4gua, é mais
utilizada em confeitaria, enquanto que a forma anidra ¢ preferida na manufatura de

chocolates.

Os xaropes de glicose utilizados industrialmente podem conter na verdade menos de
1 % de glicose. Estes produtos consistem de mondmeros de glicose, dimeros,
oligossacarideos e polissacarideos, oriundos da hidrdlise do amido, numa propor¢io que

depende do processo de manufatura.

Os produtos de hidrélise sfo classificados de acordo com a dextrose equivalente
(DE), medindo seu poder redutor e exprimindo-o por um equivalente em glicose pura (DE
= 100). As maltodextrinas t€m uma DE de 5 a 20, os xaropes de glicose utilizados para a
cervejaria tém uma DE de 50 a 70 ¢ os xaropes de glicose utilizados em confeitaria seca
tém DE entre 36 ¢ 42, ¢ em confeitaria timida tém DE de 60 (Scriban, 1985).

2.1.4. Oligossacarideos

De acordo com Crittenden & Playne (1996) oligossacarideos sio definidos como
glicosideos contendo entre trés ¢ dez unidades de monossacarideos. Contudo, muitos
dissacarideos possuem propriedades similares e s3o componentes importantes de

oligossacarideos de grau alimentar.

13
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Os oligossacarideos de grau alimentar ndo sfo produtos puros, mas misturas de
oligossacarideos de diferentes graus de polimerizago, polissacarideos, dissacarideos e
agticares monoméricos. Sdo produzidas varias classes de produtos, sendo as de mais
elevado grau aquelas com menores niveis de monossacarideos, dissacarideos e

polissacarideos contaminantes.

Os oligossacarideos comerciais de grau alimentar so manufaturados por processos
enzimaticos: reagdes de transglicosilagio usando sacarose ou lactose, ou hidrélise de
polissacarideos, como amido, inulina ou xilanas. Substrato ndo reagido e monossacarideos
tambem estdo presentes, podendo ser removidos por procedimentos cromatograficos ou de
membranas, para formar produtos de maior grau, contendo oligossacarideos mais puros.
Exce¢les sdo os oligossacarideos da soja, obtidos por extragdo, e lactulose, obtida por

catalise alcalina.

Os oligossacarideos sdo soluveis em agua e levemente doces (0,3 — 0,6 vezes a
sacarose). Seu menor poder adogante € util na produgfio de alimentos, quando um agente de

volume com poder adogante reduzido ¢ desejdvel para ressaltar outros sabores.

Comparado com monossacarideos e dissacarideos, seu maior peso molecular
confere aumento de viscosidade, implementando corpo e textura. Também podem ser
usados para alterar a temperatura de congelamento de alimentos e controlar o
escurecimento devido a reagbes de Maillard no processamento de alimentos. Os
oligossacarideos conferem alta capacidade de retencdo de 4gua, prevenindo o ressecamento
excessivo, € uma baixa atividade de 4gua, o que € conveniente para o controle da

contaminagdo bacteriana.

Ao contrario do amido e agtcares simples, os oligossacarideos de grau alimentar
disponiveis nfio sdo utilizados pela microflora bucal para formar acidos e poliglicanas,
apresentando uso como substitutos de agucares. Desta forma, conferem baixa
cariogenicidade, sendo usados em confeitos, gomas de mascar, iogurtes e bebidas. Muitos
ndo sdo digeridos pelo homem, tornando-os tteis em alimentos dietéticos doces e para o

consumo de individuos com diabetes. No caso de alimentos muito doces, podem ser usados

14
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em conjunto com adogantes artificiais, como aspartame, fenilalanina e sucralose,
atenuando o sabor residual destes adogantes. Outras aplicagbes incluem cosméticos e

produtos para higiene bucal (Playne & Crittenden, 1996).

Desde 1980 seu uso como componente de alimentos funcionais foi reconhecido,
fornecendo um substrato particularmente Gtil para o crescimento de bifidobacterias no trato
intestinal, pois sfo resistentes as enzimas digestivas. Os efeitos benéficos das
bifidobactérias incluem: protegio contra infecgBes gastrointestinais, redugio do pH
intestinal pela assimilagdo de aglcares, supressdo de bactérias patogénicas e putrefativas,
produgdo de vitaminas, ativagdo da funcfio intestinal, auxilio & digestdo ¢ estimulagio do

sistema imunoldgico (Mizota, 1996).

Atualmente, companhias japonesas dominam a producio mundial de
oligossacarideos {(cerca de 85000 toneladas em 1995), mas tem-se verificado o interesse
crescente de empresas européias (Crittenden & Playne, 1996). Apenas no Japio o mercado
de alimentos funcionais movimentou 4,5 bilhdes de délares em 1993 (O° Sullivan, 1996).

A tabela 2.4 mostra os oligossacarideos produzidos comercialmente.

Tabela 2.4: Oligessacarideos de gran alimentar produzidos comercialmente.
Fonte: Playne & Crittenden (1996).

Classe de Oligossacarideos | Producio em 1995 (t)
Galactooligossacarideos 15000
Lactulose 20000
Lactosacarose 1600
Frutooligossacarideos 12000
Palatinose Oligossacarideos 5000
Glicosil Sacarose 4000
Maltooligossacarideos 10000
Isomaltooligossacarideos 11000
Ciclodextrinas 4000
Gentiooligossacarideos 400
Oligossacarideos da Soja 2000
Xilooligossacarideos 300

15
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2.2. Dextranas

De acordo com Alsop (1983) dextrana € o nome coletivo dado a uma grande classe
de polissacarideos extracelulares bacterianos compostos quase completamente por
unidades monomeéricas de o-D-glicopiranose unidas principalmente por ligagdes o-(1—6).

A figura 2.3 ilustra a estrutura molecular da dextrana.

— 2 o
T gH H /CH3
OH ™ H / H !
H OH 0\
/"/’ CHI

/ 13 Branching
oggH > o—"" 1" |-— ~0._ H
o—"1%_
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Figura 2.3: Estrutura molecular da dextrana. Fonte: Bazin (1993).

Dextranas com estruturas variando desde pouco ramificadas até altamente
ramificadas podem ser obtidas por diferentes microrganismos ou por sintese enzimatica.
S&o principalmente produzidas por bactérias do género Leuconostoc, espécies
mesenteroides e dextranicum, grupo Streptococcoeace e familia Lactobacillaceae, sendo
que o Leuconostoc mesenteroides da linhagem NRRL B-512F foi intensamente estudado.
Esta linhagem produz dextranas contendo 95 % de ligagdes a-(1-6) ¢ 5 % de ligagdes o
(1—3). No entanto, convém ressaltar que a dextrana nio ¢ um produto direto da
fermentagdo bacteriana na presenga de sacarose, mas sim resultante da agio enzimatica da

dextrana-sacarase produzida pelo microrganismo sobre a sacarose existente no meio.
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Conforme Bazan (1993) a produgio de dextrana pode ser feita por processo
convencional ou por sintese enzimatica. No processo convencional o polissacarideo ¢
produzido durante o cultivo da bactéria, ocorrendo, simultaneamente, crescimento celular,
produgdo da enzima dextrana-sacarase e sintese da dextrana. Pelo processo enzimatico
tem-se duas etapas: produgéio da enzima via cultivo do Leuconostoc mesenteroides NRRL
B-512F ¢ sintese “in vitro” da dextrana. Apresenta como vantagens a simplicidade do
processo de purificagio, as melhores condicBes de controle € o maior rendimento na

sintese, sendo o processo atualmente utilizado.

A dextrana, quando sintetizada somente a partir da sacarose, denomina-se dextrana
nativa ¢ apresenta um peso molecular médio entre 30 ¢ 90 milhdes de Daltons e alta
viscosidade. Na presenga de outros aglicares, denominados aceptores, como maltose,
isomaltose e outros, obtém-se dextranas de baixo peso molecular. Suas caracteristicas e
conseqiientes aplicagdes sdo afetadas fundamentalmente pela distribuicio de peso

molecular, estrutura ¢ solubilidade em é&gua.

Dextranas de baixo peso molecular tém sido utilizadas pela industria farmacéutica,
como expansor de plasma sangiiineo (peso molecular médio de 70000) ¢ para aumentar a
fluidez do sangue (peso molecular médio de 40000). Nesta faixa de peso molecular (75000
+/- 25000 Daltons) denomina-se dexirana clinica. Nestas aplicagdes apresentam as
vantagens de serem absorvidas pelo organismo humano, n3o apresentando toxidez ou agéo

antigénica. Além disso, sio estdveis a esterilizag8o e estocagem (Alsop, 1983).

Dextrana-sulfato (peso molecular médio de 7300) tem atividade anticoagulante e
ferro-dextrana apresenta grande uso no tratamento de anemias em seres humanos e
animais. Dextrana-hemoglobina € utilizada como substituto do sangue, atuando como

expansor do plasma e agindo na transferéncia do oxigénio.

Na 1indiistria de alimentos s@io usadas como agente gelificante em gomas de mascar,
como inibidor de cristalizagdo em sorvetes, homogeneizador e espessante em doces e

xaropes.
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As dextranas também sdo utilizadas como peneiras moleculares, com intimeras
aplicagdes em cromatografia de exclusdo molecular, sendo os produtos mais conhecidos
Sephadex ¢ DEAE-Dextrana, encontrando também aplicag@es na industria de fotografia e

na produgio de cosméticos.

2.3. Producio de Oligossacarideos e Dextranas
2.3.1. Aspectos Gerais

Recentes progressos em enzimologia tém demonstrado ¢ uso potencial de hidrolases
na catalise de reagdes reversas para a sintese de glucooligossacarideos e
galactooligossacarideos. Contudo, os rendimentos da reagdo e a baixa especificidade da

maioria das hidrolases t&m limitado a aplicagio desta tecnologia.

Outra técnica enzimética para produgfio de oligossacarideos consiste no uso de
reagles de transferéncia catalisadas por transferases. Processos industriais enzimaticos sio

usados para sintetizar ciclodextrinas e frutooligossacarideos.

Uma técnica bastante promissora consiste no uso de transglicosilases para sintese de
oligossacarideos. De acordo com Remeaud-Simeon et al. (1994) transglicosilases catalisam
a transferéncia de unidades de glicose da sacarose para moléculas de aceptores,
principalmente aglcares, resultando na sintese de oligossacarideos. Na auséncia de

aceptores, tais enzimas produzem polissacarideos, como as dextranas.

2.3.2. Transglicosilases

Conforme Whitaker (1972) a reagdo global de biossintese de di, oligo e
polissacarideos € dada por:

Glicosil-0-X + HO-aceptor = glicosil-O-aceptor + HOX

No mecanismo proposto, o grupo X pode ser fosfato (por exemplo, aldose-1-
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fosfato), um nucleosideo pirofosfato (por exemplo, UDP-glicosideos) ou um sacarideo,
com 1, 2 ou mais unidades monoméricas, tendo-se, respectivamente, enzimas fosforilases,

nucleosideo difosfato transglicosilases e transglicosilases.

Segundo Castillo et al. (1993) as transglicosilases sdo um dos mais estudados
grupos de enzimas, havendo um crescente interesse na sua aplicagdo para sintese de novos
agucares ¢ oligossacarideos. Entre essas enzimas, dextrana-sacarase (a-1,6-glucan:D-
frutose 2-glucosiltransferase, EC 2.4.1.5), produzida por espécies de Leuconostoc, € capaz
de sintetizar eficientemente oligossacarideos a partir de sacarose (doador) e aceptores de
baixo peso molecular, como maltose e isomaltose. Neste caso, o produto pode servir como
aceptor para as etapas seguintes, levando ao alongamento da cadeia por uma séric de
reagdes de transferéncia de grupos glicosil. O produto da reagdo tendo como aceptor
frutose pode ser leucrose. A leucrose nfio ¢ um aceptor da dextrana-sacarase € a reago ¢

paralisada.

Na aus€ncia de aceptores, o produto principal da reagio ¢ dextrana, um polimero
composto por ligagdes a-(1—6) na cadeia linear e ramificagdes a-(1—2), a-(1-3) e a-
(1-»>4), sendo a estrutura quimica dos oligossacarideos ¢ dextrana altamente dependente da

cepa produtora de transglicosilase (Remeaud-Simeon et al., 1994).

2.3.3. Enzima Dextrana-Sacarase
2.3.3.1. Caracteristicas da Enzima Dextrana-Sacarase

Segundo Monchois et al. (1997) a enzima dextrana-sacarase de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F ¢ uma transglicosilase com alto peso molecular, em torno de
160.000 Daltons. E composta por um sitio catalitico N-terminal, responsavel pela clivagem
da sacarose (do aminoacido 268 ao 1134), e um sitio de ligagfo na regifio C-terminal (cerca
de 300 a 400 aminodcidos), que ndo participa da reagdo mas tem efeito modulador sobre
sua atividade. Os aminodcidos Asp - 511 e Asp - 551 sdo essenciais a0 processo catalitico e

His - 661 tem a fung@o de formar liga¢gdes por pontes de hidrogénio.
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A enzima nfio requer a presenga de cofatores ou intermediarios fosforilados. A
energia requerida para condensagio de duas unidades glicosil provém da hidrolise da
sacarose, 0 que constitui uma diferenca essencial no mecanismo comum da sintese de

polissacarideos (Monsan & Lopez, 1981).

Segundo Robyt et al. (1974) o mecanismo de agio da dextrana-sacarase requer: que
a glicose da sacarose seja transferida para a extremidade redutora da dextrana; que glicose
e dextrana estejam covalentemente ligadas & enzima; e que a glicose ligada a enzima sirva

como um doador de glicose para a polimerizacdo da dextrana.

A figura 2.4 esquematiza o mecanismo proposto por Robyt et al. (1974), mostrando
a presenga de dois grupos cataliticos X, e X;. Ambos os grupos atacam a sacarose para
formar complexos glicosil. O grupo C¢-OH de uma destas unidades de glicose faz um
ataque nucleofilico sobre o carbono 1 da outra unidade de glicose, formando uma ligagio
glicosidica a-(1->6). Este libera um dos grupos nucleofilicos, o qual ataca outra sacarose,
formando um novo complexo glicosil-enzima. O grupo C¢-OH desta nova unidade glicosil
ataca o carbono 1 da unidade isomaltosil formada na etapa anterior, originando o complexo
isomaltotriosil-enzima. O processo continua com os dois grupos cataliticos formando,
alternadamente, complexos covalentes com glicose € dextrana. A cadeia de dextrana cresce
quando unidades de glicose sdo transferidas da sacarose ao centro ativo e sfio inseridas

entre a enzima e a extremidade redutora da dextrana.

Na presenga de sacarose, o alongamento da cadeia terminara quando a dextrana for
liberada da enzima, ¢ isso ocorrerd quando aceptores naturais, frutose ou glicose, por
exemplo, atingem uma concentragfo suficiente para interagir no sitio de tal forma que um
dos grupos hidroxila faz um ataque nucleofilico sobre o carbono 1 da dextrana. Quando a
sacarose for toda consumida, duas formas existirio: complexos glicosil-dextranosil-enzima

¢ dextranosil-enzima.

A formacdo das ligagbes a-(1-»3), conforme proposto por Robyt & Taniguchi
(1976), se da quando um grupo hidroxila do carbono 3 da dextrana livre em solugio faz um

ataque nucleofilico sobre o carbono 1 na extremidade redutora do complexo.
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HO-CH:

Figura 2.4: Mecanismo de acfio da dextrana-sacarase. X, , X; (grupos nucleofilices no
sitio ativo); (O) glicose; () frutose; (O-0) (sacarose); (0-0) (unidades de glicose
ligadas por ligacdo a-(1—6)). Fonte Robyt et al. (1974).

A acio aceptora da dextrana-sacarase consiste na transferéncia de grupos D-glicosil
da sacarose para ouiros carboidratos € ocorre durante a sintese da dextrana (Robyt &
Eklund, 1983). Esses carboidratos sfo chamados aceptores. Os aceptores agem como
nucleofilicos nos quais um grupo hidroxila (Ce-OH para D-glicosil e maltose; Cs-OH para
D-frutose) ataca o carbono 1 dos grupos glicosil e dextranosil no complexo com a enzima.
Dextranas sfio obtidas pelo deslocamento do grupo dextranosil, e oligossacarideos pelo
deslocamento do grupo D-glicosil. Quando a concentragio do produto proveniente da
reagfio com o aceptor torna-se suficientemente alta, o aceptor desloca continuamente o

grupo D-glicosil a partir da enzima, diminuindo ou impedindo a formac@io de dextrana.

A dextrans-sacarase catalisa a sintese de dextrana a partir da sacarose, numa ampla

faixa de temperatura, desde 0 °C até préximo de 40 °C (Ebert & Schenk, 1968, citados por
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Bazan, 1993). No entanto, a temperatura pode influenciar o rendimento e o peso molecular

dos oligossacarideos, conforme demostrado por Pergira (1998).

(uanto ao pHl, o valor &timo situa-se em 5,2 apresentando estabilidade na faixa de
50 a 6,0. A temperatura étima é de 30 °C {Kabolly & Reilly, 1980, citados por Bazan,
1993).

2.3.3.2. ?rﬂdugée da Enzima Dextrana-Sacarase

Conforme Bazan (1993) a producfio da enzima dextrana-sacarase por Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F ¢ induzida pela presenca de sacarose, que é também a fonte
de carbono. Aglcares, como glicose, frutose, manose € outros, promovem o crescimento

vegetativo da bactéria, sem produgfio da enzima.

Kim & Robyt (1994) mencionam mutantes de Leuconostoc mesenieroides que sio
constitutivos para inumeras transglicosilases. Estes mutantes produzem as enzimas na

presenga de agucares simples, como glicose ou frutose, nfo produzindo dextrana.

Queiroz & Maugeri Filho (1989) comentam que, além da sacarose como fonte de
carbono ¢ indutor da produgfio da enzima, € necessdria a presenca de nitrogénio aminico,

geraimente suprido pelo extrato de levedura.

Alsop (1983) informa que a dextrana-sacarase pode ser produzida entre 23 ¢ 27 °C,
Cuanto a aeragdo, um volume limitado de ar injetado aumenta a produglo, e sem aeragio a
atividade diminui. Com a injeg8o de oxigénio puro ou diéxido de carbono o crescimento da

bactéria ¢ inibido.

Queiroz & Maugeri Filho (1989), estudando a producfic da dextrana-sacarase de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, mostraram que a batelada alimentada (com
solugfio combinada de sacarose ¢ hidroxido de sodio) apresenta melhor desempenho que o
processo em batelada simples, com ganho em produtividade (13 a 30 %, em relaclio 2

batelada simples). As altas concentragdes residuais, que prejudicam o rendimento global,
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foram evitadas com o corte da alimentagio e do controle de pH no final da fase
exponencial de crescimento do microrganismo. O pH final, préximo ao pH 6timo de
estabilidade da enzima (pH 5,2), evitou a desnaturagio desta nas horas finais da

fermentagao.

Bazan (1993), estudando a produgfo enzimatica de dextrana clinica, verificou que a
enzima dextrana-sacarase, produzida por fermentagdo em batelada de Lewuconostoc
mesenteroides NRRI B512-F, atingin valores maximos de atividade enzimatica com uma
alimentagdo de sacarose de 160 g/L e hidroxido de sodio IN, & temperatura de 27 °C,
agitagio de 160 rpm ¢ aeragfo de 0,5 L/min, para um volume de trabalho de 1,5 litros.
Estas condigdes favoreceram a ultrafiltragdo e precipitagdo com polietilenoglicol 1500

(50%) para purificacfo da enzima.

2.3.4, Sintese Enzimatica de Oligossacarideos e Dextranas

A produgdo de dextrana ¢ feita tradicionalmente durante o crescimento de
Leuconostoc mesenteroides em meio de cultura contendo sacarose e enriquecido com
outros nutrientes. No entanto, atualmente, a produgdo € feita por via enzimatica. A enzima
dextrana-sacarase, purificada ou na forma de extrato enzimético bruto, age “in vitro”,
sintetizando a dextrana a partir de uma solugio de sacarose. Este processo tem uma série de
vantagens, pois possibilita o controle e otimizagBo mais rigorosa, podendo o peso
molecular ser controlado, nfo havendo necessidade de hidrélise posterior, além do maior

rendimento (Queiroz & Maugeri Filho, 1989).

Castillo et al. (1993) comentam que a estrutura das dextranas produzidas por
espécies de Leuconostoc depende da linhagem produtora da transglicosilase, com
potenciais aplica¢Oes na indistria de alimentos ¢ farmacéutica. Doze cepas de Leucornostoc
mesenteroides foram caracterizadas pelos autores, em termos de atividade enzimatica,
localizagdo da atividade (solivel ou associada a produtos insoliveis da cultura),
solubilidade dos polissacarideos sintetizados ¢ tipo de oligossacarideos produzidos quando

acticares aceptores foram usados na reagfio. Todas as linhagens foram cultivadas na
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temperatura de 27-29 oc, pH inicial de 6,9 ¢ em meio contendo 2 % de sacarose, 2 % de
extrato de levedura, 2% de K,;HPO,, 0,02% de sulfato de magnésio, 0,005% de cloreto de
calcio ¢ sulfato ferroso, cloreto de sédio e sulfato de manganés a 0,001%. Os experimentos
foram conduzidos em frascos agitados e em fermentadores. Em fermentador, o pH foi
regulado em 6,7 com solugo alcalina de sacarose (400 g/L. em hidréxido de sédio 2 N). A
agitagdo foi de 550-600 rpm e a aeracdo de 1 vvm. Quando necessario, maltose foi

adicionada ao meio em uma relagio S/M de 2.

O cultivo em batelada alimentada resultou em maior produgio da enzima. Com as
cepas NRRL B-523 e IB-101 foram obtidos produtos insoliiveis, além de oligossacarideos
usuais. Os cromatogramas dos produtos solGveis mostraram que foram produzidos os
produtos usuais do Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F (panose, tetrassacarideos e
pentassacarideos). Somente as cepas IB-101, B-1299 e B-1355 produziram enzimas
capazes de sintetizar oligossacarideos diferentes em quantidades significantes. A figura 2.5

mostra esquematicamente estes produtos.

Monsan & Lopez (1981) produziram dextrana-sacarase de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F. O pH foi regulado a 6,7 com hidréxido de sédio 10 N. Uma
solucdo de glicose foi adicionada continuamente (20 g/L.h) por 4 horas, obtendo-se 8,8
U/mL. O pH foi ajustado a S, centrifugado e estocado a 4 °C. A enzima foi purificada por
cromatografia de permeaco em gel (Ultrogel AcA34) com 96,4 % de recuperacio, usando
tampdo citrato pH 5,0 como eluente. A enzima foi imobilizada em suporte amino-spherosil
ativado com glutaraldeido. Observou-se decréscimo na taxa de reagdo com a formacéo de
dextrana, devido ao aumento das limitagSes de transferéncia de massa. Ao mesmo tempo, a
massa molecular da dextrana aumentou. Dextrana clinica (massa molecular de 75000) foi
sintetizada quando os oligossacarideos produzidos na presenga de maltose foram usados
como aceptores numa segunda reacio de sintese a 4 °C, com rendimento de 40 %. Na
presenga de aceptores o peso molecular foi consideravelmente reduzido, sendo esse efeito

maior para a enzima imobilizada.
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Figura 2.5: Esquema dos oligossacarideos produzidos em funcfio da cepa de
Leuconostoc mesenteroides. (a) B-512F; (b) B-1355; (c) B-1299. Fonte: Castillo et al,
(1993).

Robyt & Walseth (1978), usando maltose como aceptor da reagfio catalisada por
dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, observaram como produto
inicial panose (6-0-a-D-glucopiranosilmaltose), que atua como aceptor para formar um
tetrassacarideo (6-0-a-D-isomaltosilmaltose) e assim sucessivamente. Cada oligossacarideo
€ o produto da transferéncia de uma unidade glicosil para um oligossacarideo de grau de

polimerizagfo inferior, terminando com um residuo maltosil na extremidade redutora.

Paul et al. (1986), utilizando a metodologia de Planejamento Experimental,

estudaram a sintese de oligossacarideos com dextrana-sacarase de Leuconostoc
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mesenteroides NRRL B-512F, usando maltose e oligossacarideos como aceptores para
sintese de dextranas de peso molecular controlado. Na presenca de maltose (200 g/L), K,
aumentou de 12 para 163 mM ¢ V., de 5,8 para 19,1 U/mL. Com 120 g/L de sacarose e 29
g/L de maltose o rendimento em oligossacarideos observado foi de 93 %, além de 3,9 % de
dextranas de alto peso molecular € 3,2 % de leucrose. A leucrose nfio é um aceptor da
reagdo e sua sintese reduz o rendimento em oligossacarideos. Observaram também que o
peso molecular era uma funcio linear da relagfio sacarose/aceptor, € que a polidispersidade
do produto aumentava com a relagio sacarose/aceptor ¢ com ¢ peso molecular do aceptor.
Alta concentraciio de sacarose levou a um maior rendimento em leucrose, dependendo
tambem da relaglo sacarose/aceptor, pois a leucrose ¢ um aceptor pouco eficiente.
Portanto, para usar a mistura de oligossacarideos como aceptor para sintese de dextrana de
peso molecular controlado, a frutose deve ser removida, pois o rendimento cairia

drasticamente pela formacéio de leucrose.

Oriol et al. (1987) investigaram o uso de oligossacarideos (grau de polimerizagdo de
3 a 6) como aceptores na reagiio de dextrana-sacarase com sacarose, observando um forte
efeito do aceptor, com significante aumento da constante de Michaelis e da velocidade
méxima de reagfo. Com 0,8 % p/p do aceptor, o peso molecular médio foi de 503 para
maltose, 744 para panose, 937 para grau de polimerizagiio (d.p) 4 e 1167 para d.p 5.
Aumentando a concentragio para 2 % p/p, os valores passaram, respectivamente, para 668,
990, 1152 e 1557.

Su & Robyt (1993) estudaram o efeito da relagiio maltose/sacarose (M/S) e de
diferentes concentragdes de maltose ¢ sacarose na sintese de oligossacarideos usando
dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F. Usando relagdes de 0 a
100:1, para uma concentragéo total de carboidratos de 100 mM, observou-se que o aumento
da relagio M/S levava ao decréscimo de dextrana e aumento de oligossacarideos, enquanto
que o numero de produtos distintos diminuia. Com uma relago de 5:1, formou-se 4,4 % de
dextrana ¢ 956 % de produtos aceptores: panose; um trissacarideo (P3); um
tetrassacarideo, ~67-0-a-isomaltosilmaltose (P4); e um pentassacarideo, 6%-0-a-

isomaltotriosilmaltose (P5). Para uma relag@io de 100:1 ndo houve formacdo de dextrana e
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somente dois produtos aceptores foram obtidos, 98,7% de P3 e 1,3% de P4. Os maximos
rendimentos individuais de produtos mudaram com a relagdo M/S: P3 foi maximo para a

relagdo 20:1; P4 para 2:1; e P5 ¢ P6 para 1:3.

O principal efeito da concentragio de substrato (1,25 até 300 mM), para uma
relagio M/S de 1:1, foi o decréscimo na dextrana formada. Quanto a concentragiio da
enzima, observou-se que a dextrana diminuiu e os oligossacarideos aumentaram com o
incremento da concentragio de enzima, para concentragdes de sacarose na faixa de 12,5 a
200 mM. Para concentragdes elevadas de enzima observou-se um aumento na formac#o de

leucrose. Esta, no entanto, foi ausente para uma relagdo M/S maior que 2:1.

Boker et al. (1994) estudaram a cinética de formagfio da leucrose pela agio da
dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512F sobre sacarose na presenca
de frutose como aceptor. Observaram que o consumo de sacarose diminuia com alta
concentraco inicial de frutose, mas foram obtidos altos rendimentos em leucrose (até 90
%), sendo a reagfo com aceptor a etapa lenta, determinante do processo. A reagfio foi
favorecida por baixas temperaturas (69 % de rendimento a 25 °C e 75 % a 5 °C), havendo

reducdo da produgio de palatinose e trealulose, subprodutos da reagio.

Pereira et al. (1998) comentam que a glicose pode ser usada como aceptor, nfo tio
eficiente, mas com a vantagem do menor custo em relagfio 4 maltose. Nesta investigagiio,
utilizaram a metodologia de Planejamento Experimental ¢ Analise de Superficie de
Resposta para avaliar o efeito da temperatura, concentra¢io de sacarose e relacio
glicose/sacarose na sintese de oligossacarideos pela dextrana-sacarase de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F. Observaram que com maior concentracio de sacarose e
relagio glicose/sacarose ocorre aumento do rendimento, cerca de 45 % para a faixa
estudada, podendo ser aumentado pelo aumento da concentragio de sacarose e relagfio
glicose/sacarose. O peso molecular foi obtido na faixa de 2700 ¢ 3800 Daltons com a
temperatura entre 10 °C e 30 °C. Para baixas temperaturas a concentragdo de sacarose
influenciou muito o peso molecular, mas para baixas concentracBes de sacarose a
temperatura ndo afetou o peso molecular. O peso molecular pode ser controlado pela

concentracio de sacarose ¢ relacdo glicose/sacarose, mantidos em niveis altos, e, para altos
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Ttendimentos, a temperatura pode controlar o peso molecular.

Monchois et al. (1998) analisaram a seqiiéncia C-terminal da dextrana-sacarase de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-S12F e o efeito de dele¢des em suas propriedades
bioquimicas. A enzima produziu, tendo maltose como aceptor, 13,1 % de panose, 33,3 %
de oligossacarideos de grau de polimerizagio (d.p) 4, 37,1 % de dp 5 € 16,5 % de d.p 6.
Com delegbes na por¢do C-terminal ocorreu formacgio de oligossacarideos com
distribui¢es de peso molecular distintas, aumentando a propor¢do dos oligossacarideos de
maior peso molecular. Tendo frutose como aceptor, o rendimen