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1. INTRODUCAO

A biotecnologia, atualmente, € uma das areas de estudo com maior
propensdo ao crescimento, isso uma vez que, recentes pesquisas sobre bioprodutos
realcam a importancia econémica e comercial destes, o que fomenta estudos nesse

ramo.

As enzimas merecem destaque nesse grupo de produtos, ja& que atuam como
catalisadores com elevada especificidade e permitem a transformacao quimica de
compostos organicos simples em substancias com estruturas complexas e

importantes aplicagbes tecnologicas.

Uma enzima de elevada aplicabilidade € a dextranasacarase, a qual se
vincula & formagéo de um polimero de origem microbiana. Ou seja, ela promove, sob
determinadas condi¢cdes de temperatura e pH, a conversdo do substrato em um
biopolimero designado dextrana (RODRIGUES, 2003).

O termo dextrana foi introduzido pela primeira vez em 1874, quando Scheiber
descobriu que o espessamento apresentado pelos caldos de cana-de-agucar e de
beterraba era ocasionado devido a presenca de um carboidrato de férmula empirica
CeH1005, com rotagéo ética positiva, ao qual determinou o nome dextrana (ALSOP,
1983).

Ja em 1861, Pauster demonstrara que a formacgédo de peliculas em caldos
ricos em sacarose era desencadeada por uma acado microbiana sem, no entanto, ter
identificado o agente causador. (ALSOP, 1983).



Segundo KITCHEN (1988), as dextranas s&o polissacarideos constituidos de
moléculas de glicose unidas por ligagbes a—(1,6) na cadeia principal e ligagbes a-
(1,4), a-(1,3), a-(1,2) nas ramificagbes (GIL, COLARTE et all, 2007). No entanto, o
grau de ramificacdo e a massa molecular, caracteristicas responsaveis pela 6tima
aplicabilidade da dextrana, sdo dependentes do microorganismo usado para a
obtencdo da enzima responsavel pela produc¢do do biopolimero, a detranasacarase
(Jeanes, Haynes et all, 1954).

Essa enzima é sintetizada por uma variedade de bactérias pertencentes a
familia Lactobacillaceae, e em particular pelos géneros Lactobacillus, Leuconostoc e
Streptococcus. Ela também pode ser sintetizada pelo género Acetobacter. Assim
sendo, os principais microorganismos produtores da dextrana pertencem ao género
Leuconostoc, sendo as espécies Leuconostoc mesenteriodes e Leuconostoc
dextranicum. Em 1948, a dextrana produzida pela linhagem Leuconostoc
mesenteriodes NRRL B-512F foi o primeiro biopolimero a ser produzido em escala
industrial e obteve diversos usos na medicina, nas tecnologias de separacdes e na
biotecnologia (MONCHOIS, WILLEMOT et. al, 1999).



2. OBJETIVOS

O objetivo deste Trabalho de Conclusao de Curso sera o de elaborar uma
monografia final, apresentando uma revisdo sobre a produc¢do do polimero dextrana,
com principal enfoque na expansao da utilizacao deste produto em diversos setores

industriais, de modo a ressaltar sua crescente importancia econémica.



3. MATERIAIS E METODOS

Efetuar um levantamento bibliografico nas bases de dados disponibilizados
no Portal Periddicos (CAPES). Resumir as informacgdes obtidas sobre a sintese do
biopolimero dextrana, destacando o0s microorganismos produtores e novas
aplicacdes deste polissacarideo. Elaboragdo de um texto final sob a forma de um
resumo bibliografico a cerca do conteudo analisado, apresentando o estado atual

dos conhecimentos nesta area.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Biorefinarias

As biomassas nao-renovaveis correspondem a materiais energéticos naturais
que também se exibem como importantes insumos para a produgdo de uma grande
diversidade de produtos quimicos. Tais produtos derivados podem variar desde
gasolina e o6leo diesel (Pinto, 2005), a insumos quimicos e intermediarios de
produtos da quimica fina. Em termos energéticos, o carvao, o petrdleo e o gas
natural sdo responsaveis por aproximadamente 75% da energia total consumida no
planeta (Galembeck, 2008). Porém, como esses sdo recursos naturais fosseis
finitos, estabelece-se uma grande urgéncia de se desenvolver tecnologias para o

aproveitamento das biomassas renovaveis.

E nesse contexto que o século XX| se caracteriza pelo crescente
interesse na utilizagcdo de matérias-primas de fontes renovaveis para geracdo de

energia e para obtencao de diversos produtos de interesse tecnoldgicos.

No entanto, a converséo industrial sustentavel de biomassa em produtos com
alto valor agregado é um processo que, atualmente, ainda exige uma reestruturagao
parcial ou mesmo completa de toda a economia, que precisara se sustentar sobre

novas metodologias de pesquisa e desenvolvimento.

Uma dessas novidades corresponde a instalacdo de biorefinarias, as quais

podem ser definidas como complexos industriais geradores de combustiveis
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renovaveis, energia elétrica e materiais basebio, a partir da converséo integrada da

biomassa e outros equipamentos.

Recentes previsbes demonstram que, por meados de 2025, mais de 30% das
matérias-primas para a industria quimica serdo produzidas a partir de fontes
renovaveis (European..., 2009). Contudo, para se confirmarem tais projegbes séo
indispensaveis o desenvolvimento de novas tecnologias para se viabilizar a

utilizagao das plataformas de biorefinarias.

Por isso os estudos vinculados a esse tema focalizam, atualmente, o fomento
de novas industrias para a conversdo da biomassa em uma variedade de produtos
de maior valor agregado, inclusive aqueles que eventualmente possam substituir
produtos de origem petroquimica. Duas das mais promissoras plataformas
emergentes em biorefinaria sdo as plataformas de acgucar e a plataforma

termoquimica. (National ..., 2009)

Isso sendo que as termoquimicas convertem biomassa em syngas, como
precursor do biodiesel, enquanto que as biorefinarias de agucar fazem a conversao
da biomassa em diferentes agucares através da fermentagcdo ou outro processo
biolégico.

Um exemplo de subproduto, na plataforma de agucar, que apresenta elevado

valor agregado € um polissacarideo de origem microbiana, denominado dextrana.

Sendo assim, as biorefinarias representam, uma nova fronteira, seja no
aspecto econdmico ou mesmo no tecnoldgico, visto que sdo organizadas de modo a

promover um equilibrio entre o desenvolvimento econdmico e ecolégico.

4.2. Biopolimeros

Os biopolimeros s&o polissacarideos de origem microbiana, também
conhecidos como gomas ou exopolissacarideos, que sao obtidos por processos
fermentativos. Atualmente ha um consideravel interesse por esses polissacarideos

pois eles possuem capacidade de formar solugbes viscosas e géis em meio aquoso,
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mesmo quando aplicados em baixas concentragdes. (MOREIRA et al. 2003). Por
isso sdo amplamente utilizados em diversos setores industriais como espessantes,
gelificantes, agentes de suspensao, colbdides protetores, entre outras aplicacdes.
Tais propriedades sdo determinadas por sua composi¢do quimica, agrupamentos e
ligagbes moleculares, sua massa molar média e sua distribui¢cdo. (PACE, 1991 apud
MESOMO, 2007).

Os polissacarideos microbianos sao macromoléculas formadas por
monossacarideos e derivados acidos, sendo que podem ser sintetizados por
bactérias, fungos e leveduras (SUTHERLAND, 1982 apud MESOMO, 2007).

Muitos microorganismos produzem grandes quantidades de polissacarideos
sob as mais variadas condigbes, isso uma vez que esses polissacarideos
desempenham papéis especificos como compostos de armazenamento (glicogénio),
compostos estruturais (quitina) e mediadores das interacdes do microorganismo com

o0 meio ambiente (polissacarideos extracelulares) (PACE, 1980).

Esses sintetizados por bactérias dividem-se em trés grupos: intracelulares,

integrantes da parede celular e extracelulares, segundo sua localizagao morfologica.

A pesquisa visando aplicacdo industrial, de modo geral, esta concentrada nos
polissacarideos extracelulares, pois estes apresentam um processo de extragcédo e
purificacdo mais simples que os demais, além de possibilitarem uma produtividade

mais elevada.

As bactérias Gram-negativas também sdo consideradas como as de melhor
aptiddo para o processo, obviamente que para biopolimeros de uso alimentar, a

bactéria nao deve ser patogénica (SILVA et al., 2001).

A biossintese de exopolissacarideos esta diretamente relacionada a
capacidade de sobrevivéncia do microorganismo em condi¢cdes adversas de meio
ambiente (WILKINSON, 1958 apud MOREIRA, 2002). Eles possuem a fungéo de
proteger a célula bacteriana contra dessecacgéo e ataque de fagos, bem como de
antibioticos, compostos toéxicos e protozoarios. Outra possivel funcdo do

exopolissacarideo inclui sequestrar cations essenciais e envolvimento na aderéncia
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em superficies solidas e formagdo de biofimes (DE VUYST et al., 1999;
LOOIJESTEIJN et al., 2001 apud SOUZA, 2004).

Os biopolimeros emergiram rapidamente como uma nova e importante fonte
industrial de material polimérico e comec¢aram gradualmente a competir, sob o ponto
de vista econdmico, com gomas naturais de algas marinhas e plantas (LOPES et al.,
1991; LOPES et al., 1995).

As gomas provenientes de plantas terrestres podem ser estruturais, exudatos
ou oriundas das sementes, como a celoluse e 0 amido; a goma arabica; a goma luar
e locusta, respectivamente. Quanto as oriundas de plantas aquaticas ha o agar e a
carragena (MESOMO, 2007).

O monoesterato glicerol e a carboximetilcelulose sdo também emulsificantes
amplamente utilizados na industria de alimentos com capacidade muito efetivos nas
suas fungdes, mas que, atualmente perdem seu campo devido a maior
conscientizacdo dos consumidores em reduzir o uso de aditivos artificiais ou
quimicamente sintetizados em alimentos. A producdo de emulsificantes através de
cultivo microbiano soluciona esse problema, uma vez que os polimeros sintetizados
sdo de natureza biodegradavel, além de serem eficientes a uma ampla margem de
temperatura, pH e forga ibnica, e ainda possui capacidade de sintese em condi¢bes

desfavoraveis, como baixas temperaturas e pressdo (SHEPHERD et al., 1995).

Em relagdo aos polissacarideos de origem vegetal e animal, os biopolimeros
apresentam também diversas vantagens tais quais: reprodutibilidade e estabilidade

das propriedades fisico-quimicas e custo e suprimento estaveis. (PACE, 1980).

Por obséquio a sintese de gomas microbianas, independe das condicbes
climaticas, de problemas ambientais, assim como da poluicdo marinha, ou de perdas
na colheita. Além disso, outras grandes vantagens desse tipo de goma ¢é a alta taxa
de crescimento dos microorganismos produtores, que acarreta numa maior liberagéo
de exopolissacarideo, a possibilidade de utilizagcdo de matérias-primas regionais e a

necessidade de espaco relativamente pequeno.

Nas ultimas décadas observaram-se progressos significativos em relagédo a

identificacdo, caracterizagcdo e utilizagdo de polissacarideos sintetizados por
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microorganismos (PADILHA, 1997). Inumeros biopolimeros tém sido produzidos e
utilizados comercialmente, entre eles: dextrana (Leuconostoc, Lactobacillus e
Streptococcus), xantana (Xanthomonas), curdulana (Alcaligenes faecalis var.
mixogenes € Agrobacterium radiobacter), alginato bacteriano (Azotobacter,
principalmente Azotobacter vinelandii, e Pseudomonas), zanflo (Erwinia tahitica),
gelana (Sphingomonas paucimobilis, anteriormente classificada como Pseudomonas
elodea), welana (Alcaligenes), escleroglucana (Sclerotium), pululana (Aureobasidium
pullulans) , celulose bacteriana (Acetobacter xilinum) ( MOREIRA et al, 2003).

No processo de producdo de polissacarideos deve-se considerar desde o
microrganismo em estudo até a determinagéo dos parametros de fermentacao, onde
se destaca o meio de producdo e sua influéncia na sintese, no rendimento e na
composicdo dos exopolissacarideos (FARIA, 2002 apud SOUZA, 2004). Os
parametros que mais influenciam o processo de biossintese de exopolissacarideos
s&o a bactéria, a composi¢cdo do meio de cultivo, o pH e a temperatura de incubacgao
(NAMPOOTHIRI et al., 2003 apud MESOMO, 2007). Nestes tém sido pesquisadas
as limitacbes das fontes de nitrogénio, fosfato ou enxofre em presenca de excesso
de carboidrato e foi observado que podem conduzir a um aumento na sintese de
polissacarideo, embora a quantidade seja também afetada pelo teor de oxigénio, pH

e temperatura.

Cada cepa bacteriana difere em sua resposta ao efeito das mudangas
ambientais e a fonte de carbono utilizada. Além disso, as condi¢des ideais para o
crescimento bacteriano e a produgédo de polissacarideo em culturas descontinuas
também s&o afetadas pela proporcédo entre o volume de ar e o de meio, a presenca
ou auséncia de agitagcdo, o tamanho do inoculo, a quantidade e a composi¢cédo de
micronutrientes (FARIA, 2002 apud SOUZA, 2004). Portanto, a utilizagdo do meio de
fermentagéo mais adequado para a produgdo de exopolissacarideos ira refletir nas
propriedades funcionais de cada polissacarideo obtido (MARGARITIS et al., 1985
apud SOUZA, 2004).

Durante a fermentagcdo, a fonte de carbono é convertida pela célula
microbiana em biopolimero sob certos parametros fixos, sendo que, geralmente,
concentragdes limitantes de alguns nutrientes e excesso de carboidrato favorecem a

producao de polissacarideos (SUTHERLAND, 1979 apud MESOMO, 2007).
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Segundo PACE (1985) apud SOUZA (2004) pode se dizer que houve um alto
rendimento quando ocorre a conversao de 70-80% da fonte de carbono utilizada em

biopolimero.

Os biopolimeros microbianos podem ser produzidos pelo processo
convencional cultivando o microrganismo em meio liquido com substrato, em
condicbes ideais de temperatura e rotagcao, ou em meio liquido pela via enzimatica,
ou seja, utilizando-se enzimas purificadas, sem a agédo da bactéria. As enzimas séo
primeiramente produzidas e purificadas e depois utilizadas para sintese do polimero

em meio contendo substrato.

O processo via enzimatica é utilizado na produgédo de dextrana. Esse
processo apresenta vantagens como a diminui¢cdo dos riscos de contaminagédo, a
reducédo dos custos industriais do processo e ainda a possibilidade de obtencao de
produtos com melhores caracteristicas, como melhor comportamento reolégico
(MOREIRA et al. 2003).

A utilizacdo, em processos fermentativos, de substratos alternativos de baixo
custo, tais como residuos agro-industriais, permite a redugdo dos custos de
producédo, minimizando problemas ambientais, pois auxilia na destinagcdo desses
residuos. Glicose e sacarose sao usadas como fontes de carbono preferenciais para
a producéo de biopolimeros, porém, algumas fontes alternativas tém sido sugeridas,
tais como melaco, residuo da industria de soja, soro de leite entre outros
(NITSCHKE et al., 2001). O melago € um subproduto do processo de producgéo de
agucar, tanto o agucar de beterraba quanto agucar de cana, sendo definido como um
xarope que escoa do estagio final da cristalizacdo do agucar. E uma das fontes de
carbono mais econdmica na industria microbiana, sendo usado como substrato em
fermentacdes (BAE et al., 2004).

Porém, os meios industriais utilizados para a producgéo de polissacarideos s&o
bastante complexos e alguns de seus componentes podem ser responsaveis pela
inibicdo da produgdo destes, ou ainda, dificultar sua posterior recuperagdo e
purificacdo (TREICHEL, 2004 apud BERWANGER, 2007). Altas concentragbes de
metais pesados no meio causam problemas criticos durante a fermentacao, tais

como inibicdo do crescimento microbiano, influenciam o pH do substrato e estédo
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envolvidos na inativagdo das enzimas associadas com a biossintese do produto
(ROUKAS, 1998 apud BERWANGER, 2007). Entretanto, segundo Treichel (2004)
apud BERWANGER (2007), contaminantes com metais pesados e inibidores
especificos sdo removidos parcialmente com pré-tratamentos, sendo que estes pré-
tratamentos clarificam o meio sem provocar prejuizos na fermentagcao, além de

garantirem a maior facilidade na extragéo e purificagdo de bioprodutos.

4.3 Dextrana
4.3.1 Definigao e Propriedades

O termo dextrana  coletivamente descreve uma classe de
homopolissacarideos bacterianos extracelulares (ASPINALL, 1983), de elevada
massa molecular (10" a 10® Da), formados por unidades D-glucopiranosil ( ROBTY,
1995).

Mais especificamente, esse exopolissacarideo é constituido de unidades
de

a-D-glucopiranosil polimerizadas, sendo um polimero de moléculas de glicose
unidas por ligagdes a-(1-6) na cadeia principal e liga¢cdes a-(1-4), a-(1-3) e a-(1-2)
nas ramificagdes (GIL, COLARTE et al. 2007).

As figuras 1 e 2 ilustram exemplos de cadeia de dextrana, sendo a primeira

uma cadeia de dextrana linear e a segunda uma ramificada na posicao a-(1,3).

CH, CH,

CH,
A {V{ L, {.ﬂ S J;\/I

[ =G-linked glecan {dextran}
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FIGURA 1 — CADEIA DE DEXTRANA LINEAR

(AQUINO, 2006)
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FIGURA 2 — CADEIA DE DEXTRANA COM RAMIFICAGAO NA POSIGAO
a-(1,3)

(AQUINO, 2006)

Ja que é um exopolissacarideo sua sintese ocorre extracelularmente, sendo o
substrato transformado em polimero sem penetrar no interior da célula do
microorganismo. Essa sintese é realizada por uma enzima denominada
dextranasacarase, ou a-(1,6)-D-glucana-D-frutose-2-D-glucosiltransferase
(E.C.2.4.1.5) (FLORIDO, 2001).

Abaixo esta representada a reagdo de sintese da dextrana, catalisada pela

enzima dextranasacarase.

dextrana—sacarase ,
n — sacarose »(glicose), +n— frutose
i i

dextrana

Muitos microrganismos sintetizam dextrana a partir da sacarose, e por isso 0s

tipos de ligacbes presentes nesse polimero diferem entre si, dependendo do
18



microrganismo produtor. Além dos tipos de ligagdo, a massa molecular é outra
propriedade que pode variar de acordo com o microorganismo produtor. No entanto,
a massa molecular também é dependente de outros fatores de condigbes de
sintese, tais como temperatura, pH, concentragcao de sacarose e presenga de outros
agucares (ROBYT, 1974).

Segundo Sabatie et al., (1986) apud Vieira (2003) a variacdo da temperatura

de sintese da dextrana difere a sua estrutura e o seu comportamento reolégico.

Entretanto, a dextrana produzida pelo método convencional pode atingir de
9.10% a 50.108 Daltons (ROBYT, 1974).

Varias bactérias pertencentes a familia Lactobacillaceae, em particular dos
géneros Lactobacillus, Leuconostoc e Streptococcus sdo responsaveis pela sintese
extracelular da dextrana, sendo que Leuconostoc mesenteroides é comercialmente

utilizado para a produgéo desse exopolissacarideo.

Esse ultimo microorganismo & uma bactéria gram positiva, cocos (Figura 3),
considerada micro aerdfila, sendo que alguns autores consideram que O oxigénio
possivelmente afeta o crescimento da cepa (BARKER et al., 1993 apud Cortezi, 2004).

FIGURA 3 - Leuconostoc mesenteroides
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A producao industrial é, usualmente, feita a partir de uma unica linhagem, de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512(F), que origina dextrana com 95% de
ligacdes a-(1,6) e 5% de a- (1,3) (RODRIGUES, 2003).

Uma vez que poucas propriedades podem ser aplicadas a todas as
dextranas, devido a variedade de microorganismos produtores, tem-se que, sob uma
visdo geral das caracteristicas desse biopolimero, elas podem ser definidas como
brancas insipidas quando soélidas e suficientemente purificadas, com elevada
viscosidade, sendo essa tao variavel de forma a alcancgar valores altos iguais as de
substancias amilaceas de plantas, quanto valores inferiores semelhantes aos de
amilopectinas. Além disso, a analise desse polimero sob radiacao infravermelho
realmente exibe bandas caracteristicas de unidades de a-D-glicopiranose, unidas
por ligagcbes a-(1,6), e além disso elas demonstram um padrdo distinto de

comportamento sorologico (JEANES, 1966).

Elas sdo normalmente soluveis em agua e insoluveis em alcool (KITCHEN,
1988), no entanto, o grau de ramificacdo afeta a solubilidade em agua e outras
propriedades reolbgicas, portanto as dextranas que contém maior propor¢cdo de
ligagbes a-(1,6) sdo mais soluveis em agua e apresentam elevada estabilidade sob
condi¢bes acidas e alcalinas (JEANES, 1966).

Elas também s&o altamente dextro-rotatérias , sendo que em solucdes
aquosas apresentam rotacdes oOticas especificas de +200° ou mais e usualmente
estabelecem uma solucao clara, a qual é bastante estavel a esterilizacdo por calor,
congelamento e descongelamento (JEANES, 1974). Outro tipo de coloragéo
possivel para solugdes de algumas dextranas é referente a tonalidade amarela
esverdeada, sob luz comum (JEANES, 1966).

Ainda referente as solugbes de dextrana, Sabatie et al., (1986) apud Vieira
(2003), afirmou que o comportamento da viscosidade dessas € bastante
caracteristico devido a grande flexibilidade da estrutura desta classe, sendo que
uma solucdo de dextrana com concentragdo de até 5% apresenta comportamento

newtoniano.
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Outra fundamental propriedade da dextrana é referente a sua capacidade de
complexar ions metalicos. Essa por sua vez, esta aparentemente relacionada com
os grupos 3- hidroxil das ramificagdes a-(1,3). Em solugdes alcalinas, a dextrana
forma complexos com composigcdo definida, com muitos ions metalicos, tais como

antiménio, calcio, cobalto, cobre, ferro e uranio (JEANES, 1966).

4.3.2 Estrutura

As ligagdes existentes entre as unidades -D-glicopiranosil que constituem a
dextrana sao, predominantemente, do tipo a-(1,6). A grande diversidade de
moléculas observada dentro da classe dextrana depende da existéncia de ligacdes
distintas das ligagbes 0o-(1,6), o que, portanto, conduz a ramificacdo da cadeia
principal do polimero. Como ja citado anteriormente, as ramificacbes ocorrem
principalmente nas ligagbes a-(1,3), a-(1,4) e a-(1,2). O tipo, a quantidade, o
comprimento e a disposi¢cao das ramificagdes sdo responsaveis por definir diferentes
estruturas de dextrana, assim como influenciar na solubilidade destas em agua e em
outras propriedades (KARTHIKEYAN, 1999).

Segundo Sloan et al., (1954) apud Aquino (2006), pode se utilizar o
procedimento degradativo, o qual trabalha com uma técnica de perioxidacdo, para
determinar o tipo e proporgéo das diferentes ligagdes dos residuos D-glicopiranosil
em dextranas. Esses parametros podem ser medidos pelo consumo de um oxidante
e produgdo de acidos quando as dextranas estdo sujeitas a uma oxidagcao com

periodato.

No entanto, informagdes mais precisas da estrutura da dextrana podem ser
obtidas pela analise dos fragmentos caracteristicos derivados da dextrana oxidada
pelo periodato. Estes fragmentos podem ser isolados pela degradagdo de Smith,
sendo que esta é realizada pela seguinte seqiiéncia de métodos: oxidagdo com
periodato, reducao e hidrélise com acido diluido. A aplicacédo desse método para as
dextranas implica que D-gliceraldeido, D-glicose e eritritol tornam-se,

respectivamente, os fragmentos caracteristicos das ligagdes a-(1,2), a-(1,3) e a-
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(1,4), enquanto que o glicerol e o glicoaldeido pode ser usado para identificar os

terminais nao reduzidos e as liga¢des a -(1,6) (AQUINO, 2006).

Sidebotham (1974), examinou a estrutura de algumas dextranas de
Leuconostoc e Streptococcus pela perioxidacdo, e obteve resultados que indicam a
incidéncia de residuos de D-glicopiranosil nao oxidado em todas as dextranas. Isso,
pela analise de acetdlises indica que estes residuos sdo as ligacdes a -(1,3). Isso
condiz com o estudo de Rodrigues (2003), ja que segundo esse autor o
microorganismo Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F produz dextrana com 95

% de ligagbes a —(1,6) e 5 % de ligagdes 1,3- a -D-glucanopirosidicas.

Jeanes et al (1954) trabalhou com 96 diferentes linhagens de bactérias
produtoras de gomas,e pela técnica de perioxidagdo separou esses
microorganismos de acordo com as porcentagens dos tipos de ligagdes contidas na

cadeia polimérica.

Além isso eles mediram a rotagdo especifica, a viscosidade e absorgdo no
infravermelho, e observaram a solubilidade e a aparéncia fisica apds a precipitacéo

com alcool.

4.4 Dextrana-sacarase

4.4.1 Definigao e propriedades

A dextrana-sacarase (1,6- a-D-glucan-6- a -glucanosil transferase, EC.2.4.1.5)
€ uma glicosiltranferase extracelular responsavel pela conversdo da sacarose em

dextrana (AQUINO, 2006), conforme a seguinte equacéo:

n (Ci2H22041) > (CeHi90s)s  + n (CsHy206)

Sacarose Deextrana Frutose

A acgdo da dextrana-sacarase se da pela transferéncia do grupo glicosil do

doador, a sacarose, para o aceptor, que no caso é a cadeia de dextrana em
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formacgéo. Essa enzima € indutiva, sendo que a sacarose é o unico substrato capaz
de induzir a produgdo da enzima dextrana-sacarase (NEELY, 1962). A utilizagdo de
outros agucares no meio de cultura, como por exemplo a glicose, frutose, manose e
lactose, ira promover o crescimento vegetativo normal das células, porém sem a
producdo da enzima. (LOPES, 1979 apud FLORIDO, 2001). No entanto, essas
afirmagbes s&o validas somente para a producdo da enzima a partir de
microorganismos com expressao da enzima indutiva, como por exemplo
Leuconostoc mesenteroides B512 F. Isso pois em estudos recentes ja se conseguiu
utilizar outras fontes de carbono, diferentes da sacarose. Rodrigues (2003) trabalhou
com um microorganismo mutante, o Leuconostoc mesenteroides B512FMC e
conseguiu obter a enzima a partir de um meio contendo somente glicose, sendo que
isso foi possivel porque essa é uma espécie com expressao da enzima constitutiva.
Além disso, seus resultados relatam que obtiveram uma produtividade de enzima
bastante superior a obtida normalmente com o L. mesenteroides NRRL B512F,
sendo a produtividade superior a 100 vezes a obtida com a espécie nativa
(KITAOKA, ROBTY, 1998).

A dextrana-sacarase se caracteriza por ser uma das poucas enzimas que nao
requer a presenca de cofatores ou intermediarios fosforilados de alta energia, isso
uma vez que, para a sintese da dextrana, a energia requerida na condensacao das
duas unidades glicosil é fornecida pela prépria hidrélise da sacarose (ALSOP, 1983
e KARTHIKEYAN, 1999).

Kobayashi e Matsuda (1977) apudd Aquino (2006) obtiveram a massa
molecular da dextrana-sacarase purificada com 17% de carboidratos e encontraram
o valor de obtido de 65.000 daltons. Miller et al. (1986), em trabalhos posteriores
avaliaram a massa molecular em 180.000 daltons, em uma enzima purificada

contendo menos de 1% de carboidratos.

4.4.2 Variaveis que interferem na produc¢ao enzimatica
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Diversos fatores podem implicar em alteragbes na produgdo da enzima,
sendo alguns deles a temperatura, pH, concentragcdo de sacarose, atividade e

estabilidade da enzima.

Assim, segundo Alsop 1983, para se estabelecer as condicbes 6timas para
produgdo da dextrana-sacarase é necessario conhecer a dependéncia do pH e da
temperatura de producgdo, atividade e estabilidade da enzima. O pH 6timo para
producdo da enzima esta na faixa de 6,7 — 7,0, ja o pH 6timo para atividade
enzimatica € 5,0 — 5,2, sendo que a enzima € mais estavel neste mesmo pH e
relativamente instavel em pH 6,7. No entanto, esses valores sdo referencias de pH
6timo se a temperatura for mantida a 23°C, pois em temperaturas mais elevadas
esses valores de pH podem ocasionar uma inativacdo extremamente rapida da

enzima, o que implicara na obtencao de baixos rendimentos.

Ja Kobayashi e Matsuda 1980, appud Rodrigues 2003, publicaram um estudo
segundo o qual obtiveram o pH 6,00 como 6timo para a atividade enzimatica, isso
porque trabalharam com temperatura a 30° C. Eles concluiram que a oscilagdo da

temperatura e do pH provocam variagées néao lineares para a atividade enzimatica.

Durante o processo de sintese da enzima a correcdo de pH é realizada por
meio da solugdo de NaOH, afim de ndo haver quedas na produgéo (RODRIGUES,
2003).

A agitacao e a aeracao também podem alterar a atividade enzimatica, sendo
que, segundo Alsop (1983), a agitacao deve ser suficiente para evitar o processo de
sedimentacao das células, enquanto que a aeragao deve ser feita sob muita cautela.
Isso ja que a bactéria Leuconostoc mesenteroides € aerbbica facultativa, e pode
portanto se desenvolver bem em ambientes sem oxigénio. No entanto, se néo
houver aeracdo a produgdo enzimatica é muito baixa, € ao mesmo tempo, uma
injecao de oxigénio puro ou de didéxido de carbono inibe o crescimento. Logo, devem
ser realizadas injegcbes com pequenas quantidades de ar com o propédsito de

estimular a sintese de dextrana.

Diversas pesquisas foram realizadas a fim de obter melhores resultados para

a estabilidade enzimatica e foi verificado que a presenca de dextrana, calcio (Ca*?),
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polietileno-glicol, metilcelulose e detergentes neutros aumentam significativamente a
estabilidade da dextrana-sacarase (MILLER e ROBYT, 1986; KABOLI et al, 1980).

Kobayashi e Matsuda (1977) mostraram que a enzima perde atividade na
presenca de EDTA. No entanto, sua atividade pode ser restaurada pela adicao de
ions calcio (Ca*?), sugerindo que a dextrana-sacarase é um metalo-enzima (ROBYT,
WALSEH, 1979). Ja Lawford et al (1979) observaram desnaturacéo irreversivel
quando a enzima é incubada por tempo prolongado na presenca de EDTA e

auséncia de Ca*?.

No entanto, um estudo do efeito dos ions calcio na acdo da enzima sugeriu
que esse nao é um ativador essencial e que, dependendo de sua concentragéo,

pode agir como inibidor ou ativador dos sitios cataliticos (MILER e ROBYT, 1986).

O fosfato também pode interferir na produtividade enzimatica, isso uma vez
que ele € um componente essencial para as atividades metabdlicas e para o
crescimento celular. Assim, Rodrigues et al.(2003) apud Aquino (2006) propuseram
0 aumento da concentracdo fosfato de 0,1M para 0,3M no meio de fermentacao da
linhagem Leuconostoc mesenteroides B512F. A concentragao proposta foi capaz de
manter o pH em valores em torno do valor de maxima estabilidade da enzima, bem
como foi capaz de estimular o crescimento celular, o que acarretou uma maior

produtividade enzimatica.

Pirollo e Contiero (2001) apud Cortezi (2004) estudaram a relagéo
carbono/nitrogénio na produgdo da enzima dextranasacarase produzida por
Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F). Eles trabalharam com temperatura de
26°C, agitacdo 132 rpm, aeracédo 0,5 vwm e pH 6.7. e puderam observar que a
relacdo carbono/nitrogénio igual a 50/20 foi a que promoveu maior produgédo de

biomassa e melhor atividade enzimatica, em 7 horas de fermentacéo.

Lopretti et al. (1999) apud Cortezi (2004) também estudaram o efeito da taxa
nitrogénio/ carbono, além de acgucares complementares na produgéo de
dextranasacarase por Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512. Puderam constatar
que a taxa de producdo da enzima decrescia juntamente com a diminuicdo da

concentragéo nitrogénio/carbono. Logo, eles notaram que a adicdo de pulsos de
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nitrogénio, quando a relacao nitrogénio/carbono decrescia, permitiu uma produgéo

constante da enzima, além de reduzir o periodo de fermentacéo.

4.4.3 Definigao da atividade enzimatica

Diversas unidades ja foram propostas para a medi¢éo da atividade enzimatica

da dextrana-sacarase.

Uma unidade de dextrana-sacarase (UDS) é definida como sendo a
quantidade de enzima que converte 1mg de sacarose em dextrana em 1 hora, com a
liberacdo de 0,52mg de frutose, a 30°C em tampao pH 5,2 (HEHRE, 1955 apud
VIEIRA, 2003).

Robty e Walseth (1979) utilizaram a medida internacional (Ul), sendo que uma
Ul é a quantidade de enzima que incorpora 1 ymol de D-glicose no polissacarideo
em 1 minuto a pH 5,0 e 25°C. Logo, 1 Ul = 20,27 UDS. Para uso industrial a unidade
UDS é a mais convincente (ALSOP, 1983).

4.4.4 Mecanismo de agao catalitica da dextrana-sacarase

Segundo Cortezi, 2004, a atividade catalitica da dextrana-sacarase é uma
combinacdo de reagdes que envolvem os sitios ativos da enzima, o substrato e o
aceptor. Sendo assim, duas atividades distintas podem ser consideradas na sintese
de dextrana a partir da sacarose: a atividade hidrolitica e a glicosiltransferase. A
primeira €& responsavel pela quebra da ligagdo entre a frutose e a glicose da
sacarose, formando o grupo D — glicosil e a segunda, pela transferéncia do grupo

glicosil para a cadeia do polimero em formacéao.

4.4.4.1 Formagao da cadeia principal
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Rodrigues (2003) cita que a enzima dextrana-sacarase apresenta dois grupos
ativos, um doador e outro receptor, sendo que duas moléculas de sacarose se ligam
uma a cada um dos grupos citados. O grupo glicosil da sacarose, uma vez ligado ao
sitio doador, sera transferido para o grupo receptor, liberando uma molécula de
frutose. Dessa forma, ocorrem transferéncias sucessivas de grupos D-glico-piranosil
da sacarose para o final da cadeia ligada ao sitio receptor. Esta transferéncia origina

as ligagdes a-1,6), que déo origem a cadeia principal do polimero.

Segundo Alsop (1983) apud Rodrigues (2003) ha teorias quanto a utilizagéao
de iniciadores, que suportam o complexo enzima-sacarose como tal, embora haja

evidéncias de que 0os mesmos nao sejam necessarios.

Quanto a direcao de crescimento da cadeia varios estudos foram realizados a
fim de se encontrar o modo de sintese. No entanto, somente o estudo de Robyt et al.
(1974) conseguiu elucidar o sentido de formag¢ao da dextrana. Ele trabalhou com
técnicas de marcadores radioativos (C') e técnicas cromatograficas de analise e
verificou que a dextrana se mantinha ligada a enzima, provavelmente por ligagcbes
covalentes e que a dextrana era sintetizada pela extremidade redutora da cadeia. A
partir desses fatos eles propuseram que a dextrana-sacarase possuia dois sitios
ativos X1 e X2, os quais estaram exibidos na Figura 4 abaixo. Num primeiro
momento os sitios ativos fazem um ataque nucleofilico as moléculas de sacarose,
de modo a formar dois grupos glicosil que permanecem ligados ao carbono 1 por
meio de ligagdes covalentes. Na proxima etapa, a hidroxila do carbono 6 (Cg - OH),
de uma das unidades glicosidicas, faz um ataque nucleofilico ao glicosil ligado ao
outro sitio catalitico, formando uma ligagdo a-(1,6) e liberando um sitio que ataca
outra molécula de sacarose, formando um novo grupo glicosil. Posteriormente, a
hidroxila do carbono 6 do novo grupo glicosil formado faz um ataque ao carbono 1
do isomaltosil formado no processo anterior. Na presenca de sacarose o mecanismo
pode se repetir continuamente com dois grupos cataliticos dos sitios X1 e X2,
formando alternadamente complexos covalentes com a glicose e a cadeia de
dextrana em formacdo. A finalizagdo da cadeia ocorre pelo deslocamento da
dextrana, através da agédo de aceptores como glicose ou frutose, quando estes
atingem uma concentracao suficiente para atuar no sitio ativo, de tal forma que uma

das hidroxilas faz um ataque nucleofilico ao carbono 1 da dextrana (AQUINO, 2006),
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havendo a dissociagdo ou inativagdo do complexo enzima-dextranosil
(RODRIGUES, 2003).

Segundo AQUINO (2006) esse mesmo mecanismo de inser¢cao ainda pode
ser utilizado para explicar a formacédo de oligossacarideos e dextrana de baixa
massa molecular. Isso quando a sintese se da na presenga de aceptores como
maltose e isomaltose, que mesmo em concentragcdes baixas sdo capazes de

deslocar a molécula de dextrana em crescimento.
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FIGURA 4 - MECANISMOS DE ACAO CATALITICA DA ENZIMA DEXTRANA SACARASE

X, e X1 grupos nucleofilico no sitio ativo, (O Glicose, q Frutose, Oﬂ Sacarose e

(O~ Unidades de glicose ligadas por ligagbes
glicosidicas

4.4.4.2 Formacgao das ramificagoes

As ramificagbes da cadeia de dextrana s&o constituidas de ligagdes a-(1,3),
as quais forma por muitos estudadas a fim de se compreender o mecanismo de
biossintese. Diversos mecanismos foram propostos ao longo das ultimas décadas

para elucidar esse processo.
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Alsop (1983) apud Rodrigues (2003) relata o estudo de Bovey (1959) e Bailey
(1957), que atribuem as ramificagbes encontradas na dextrana a uma enzima
secundaria denominada alternansacarase, a qual € termicamente mais estavel que
dextrana-sacarase, entretanto sé é obtida na presenca de ions magnésio. Até pouco
tempo atras, ndo era possivel separar a dextrana ramificada da nao ramificada.
Segundo Jeanes (1966) apud Rodrigues (2003) em estudo realizado com
Leuconostoc mesenteroides B1355, mostrou ser possivel a obtencdo de dextranas
separaveis com caracteristicas fisicas diferentes denominadas 'L ‘e 'S’, sendo a
dextrana "L" um produto tipico com 95 % das liga¢des a-(1,6) e a dextrana °S" um
produto com ligagdes alternadas a-(1,6) e a —(1,3). O mecanismo proposto para a
formacgéo de ramificagcdes é analogo ao mecanismo de reacdo do aceptor, proposto
por Robyt e Walseth (1978). Neste caso, a dextrana livre em solugcdo se liga a
cadeia em crescimento através do ataque nucleofilico de seu C3 ao C71 na
extremidade redutora da cadeia, liberando a dextrana do complexo. Este mecanismo
foi confirmado por experimentos laboratoriais, entretanto ndo foram realizados testes

em escala industrial.

Por sua vez, Aquino (2006) cita os estudos de Robyt e Taniguchi, que em
1976, apresentaram um trabalho comprovando um mecanismo anteriormente
proposto por Ebert e Brosche. O trabalho desses ultimos sugeria que a molécula de
dextrana livre age como aceptor para liberar a dextrana de um complexo dextrana -

dextrana-sacarase formando as ramificagées.

Assim, Robyt e Taniguchi trabalharam com espécies que estavam envolvidas
na sintese da dextrana e as marcaram radioativamente. Este estudo, por sua vez,
descartou a possibilidade da existéncia de uma enzima especifica para formacgéo
das ramificagbes. No entanto, o modelo proposto para 0 mecanismo de biossintese
das ramificagbes foi praticamente o mesmo. Resumidamente, eles também
propuseram que um grupo hidroxil do C3 de uma cadeia livre de dextrana faz um
ataque nucleofilico no C1 de umaunidade glicosil ou dextranosil do complexo enzima
— radical para formar uma ligacdo a-(1,3) liberando outra glicose ou dextrana da

enzima. Tal mecanismo esta representado na figura 5 abaixo.

29



DEXTRAMA ACEFTORA

.:m
GR!mGI:IDt‘ﬁIL
-J 7 mé QC ’
W X

['.IH GRUPO DEXTRANOSIL

®D1§>QO

x

DEXTRANA ACEFTORA

FIGURA 5 - MECANISMO PROPOSTO PARA A FORMAGAO DAS RAMIFICAGOES NA
DEXTRANA

4.5 Produgédo de Dextrana e Dextrana-sacarase

As dextranas s&o produzidas pela fermentacdo bacteriana em meio rico em
sacarose, desse modo o primeiro produto da fermentagédo na presenca de sacarose
como substrato ndo é a dextrana, mas sim a enzima extracelular dextrana-sacarase
(AQUINO, 2006).

Tradicionalmente a produgédo da dextrana é realizada diretamente na cultura
celular. Esse processo é designado convencional e caracteriza-se por apresentar
métodos simples, onde trés etapas ocorrem simultaneamente: crescimento celular,

producdo da enzima e producao de dextrana (ALSOP, 1983).

Uma outra maneira de se produzir essa goma é pelo processo enzimatico,
que é dividido em duas etapas: a producdo da enzima e a producdo da dextrana in
vitro com o caldo enzimético bruto ou purificado apdés a separagdo das células
(MIBIELLI, 2001, apud AQUINO, 2006). Esse outro modo de producéo foi uma

proposta de melhoramento do processo convencional, tendo sido elaborado com o
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propésito de priorizar a sintese desse polimero em larga escala. Assim, seu produto
visaria atender as crescentes demandas industriais. Segundo Aquino (2006), nesse

ultimo cada etapa poder ser otimizada separadamente, pois

as condi¢bes de processo sdo distintas, o que representa uma vantagem para

esse método.

Assim, segundo Rodrigues (2003) a producdo enzimatica de polissacarideos
€ de grande interesse comercial, ndo somente devido a obtencdo de um produto
final mais puro e homogéneo, mas também devido a um melhor controle do
processo para obtencédo do produto desejado, além de n&o depender de condigbes
climaticas e outros fatores ambientais que interferem na sintese natural destes
produtos. Apesar das diversas vantagens da sintese enzimatica sobre a
fermentacdo, o alto custo da enzima faz com que producgéo industrial de dextrana
seja tradicionalmente realizada via processo fermentativo. A producéo in vitro pode
se tornar uma alternativa economicamente viavel se houver a recuperacdo da
enzima durante o procedimento. Assim, nesses processos o tipo de dextrana obtida

dependera do microorganismo empregado, dentre outros fatores.

Aquino (2006) completa relatando que as propriedades da enzima e da
dextrana produzida séo especificas da linhagem de bactéria que a produz e n&o pela

espécie ou género ao qual o microrganismo pertence.

Na maioria dos paises desenvolvidos, a dextrana é produzida prioritariamente
para servir de matéria-prima de produtos clinicos, sendo que a maior parte dos
produtores utiliza a linhagem Leuconostoc mesenteriodes NRRL B-521 ou B-512F e
emprega o processo convencional em batelada na presencga de sacarose. Isso ainda
que uma alimentagdo continua de sacarose, que corresponderia ao processo de
batelada alimentada, favorega o aumento da produgdo da enzima (DE BELDER,
1993).

A dextrana de interesse comercial pode ser nativa (alta massa molar) ou
clinica (baixa massa molar). Desse modo, a dextrana nativa corresponde a oriunda
da fermentacdo bacteriana e possui massa molar na faixa de 5.10” a 5.10° Da .
Geralmente a dextrana nativa é separada das células e precipitada com alcool,
sendo que pode ser submetida a hidrolise acida para obter a massa molecular
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desejada, para o possivel uso em aplicagbes especificas. (KARTHIKEYAN, 1999).
Ou seja, ja dextrana clinica é geralmente obtida a partir da hidrélise acida da
dextrana nativa com uso de HCI, H’SO* ou dextranases, dentre outras técnicas tais
como ultra-som (CURRALERO,1993).Industrialmente o método mais utilizado para o
fracionamento da massa da dextrana nativa € a hidrélise acida, visto que essa
apresenta maior facilidade de controle e n&o requer o uso de equipamentos
sofisticados (Cortezi, 2004). No entanto, independentemente da técnica de hidrélise

empregada, a obtencao desse tipo de dextrana € um processo de elevado custo.

Apo6s o processo de redugao do grau de polimerizagdo, segundo Wolf et al.
(1956) apud Cortezi (2004), € necessario a precipitacdo seletiva das fracbes de
interesse com adicdo de diferentes concentragbes de solventes organicos. Essa

etapa pode ser desenvolvida pela exploragdo das diferentes massas molares.

Bazan (1993) estudou o efeito de diferentes variaveis sobre o rendimento de
sintese da dextrana e pode verificar que a concentragdo de sacarose € a variavel
que mais influencia o processo, sendo que, sua concentracdo pode, inclusive,

interferir na proporg¢éo de dextrana de baixo ou alto peso molar formada.

A Tabela 1 representada abaixo relaciona a concentragdo de sacarose do

substrato e a proporc¢ao e tipo de dextrana formada.

Tabela 1 - Rendimentos das fracdes de carboidratos obtidos na sintese enzimatica de

dextrana variando-se a concentracdo de sacarose (g/100 g de sacarose)-(Alsop,1983).

Sacarose Monossacarideos | Dissacarideos | Dexfrana | Dextrana Dextrana
(% W/V) Total alto PM (%) | baixo PM

(%)

2 52.2 1.9 45.9 459 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 9.4 353 253 10,0

20 56.9 11,2 31.9 17.9 14,0
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A anadlise dessa tabela permite a conclusdo de que quanto maior a
concentracdo de sacarose, maior a quantidade de dextrana de baixa massa molar
obtida. Isso sendo que o maior rendimento obtido para dextrana de baixo peso
molecular equivale a concentragdo de 20 % de sacarose. Ja se o interesse de
obtencdo desse biopolimero for independente de sua massa molar, indica-se a

utilizagdo de baixa concentragdo de sacarose. (ALSOP, 1983).

A tabela remete a mesma conclusdo de Bazan (1993), ja que este, em seus
experimentos, também observou que altas concentragbes de sacarose favorecem a

producéo da dextrana clinica.

Além da sacarose, é necessario a complementacdo do substrato com alguns
nutrientes, isso sendo que eles também sdo insumos essenciais para o
desenvolvimento do microorganismo. Por consequéncia sdo usualmente
adicionados ao meio o nitrogénio, que se apresenta na forma de xarope de milho ou
extrato de levedura, o fosfato, e alguns ions metalicos como magnésio, sodio e
manganés (RODRIGUES, 2003).

4.6 Aplicagoes

Atualmente, segundo Gil 2007, sdo publicados mais de mil artigos

relacionados a novas possibilidades de uso da dextrana a cada ano.

Essa dado confirma a importancia e expanséo das aplicagdes da dextrana, de
modo a valorizar esse biopolimero no cenario internacional e vincular-lo ainda mais

ao setor industrial.

No entanto, as aplicacbes da dextrana sdo baseadas em certas
caracteristicas que diferenciam estes biopolimeros de outros polissacarideos
comerciais. Isso uma vez que as caracteristicas dessa goma s&o fundamentalmente
afetadas pela massa molar da molécula, sendo assim cada ramo industrial prioriza

um determinado tipo de perfil do polimero, de acordo com suas necessidades
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intrinsecas. Para a industria farmacéutica, por exemplo, & requisito basico a
utilizagdo da dextrana clinica, que corresponde a dextrana de baixa massa molar.

Voltado para fins comerciais, sdo sintetizados trés diferentes grupos de
dextrana, em relacdo a massa molar. Logo, ha a dextrana de elevada massa molar,
a de média massa molar e a de pequena massa molar.

A dextrana de alta massa molar (superior a 25 milhdes de daltons) pode ser
utilizada na extracdo de petrdleo com elevada viscosidade, constituindo parte da
lama de perfuragdo e sendo também empregada na recuperagdo secundaria de
petroleo. Além disso ela pode ser usada como filme de protegdo de sementes, em

processos de galvanizagdo de metais e em suturas cirurgicas (ALSOP, 1983).

Ja a dextrana de massa molar média (100.000 a 25.000.000 daltons)
apresenta finalidades em diversas industrias. Na alimenticia, por exemplo, € utilizada
como inibidor da cristalizacdo, agente geleificante, espessante e estabilizante de
alimentos. Essa propriedades séo utilizadas, respectivamente, para a producao de
sorvetes, geléias e chicletes, doces e xaropes (CORTEZI, 2004 apud QUEIROZ,
1987).

Esse mesmo tipo de dextrana também encontra inUmeras aplica¢cdes na
industria quimica, sendo empregada como matéria-prima na obtenc&do de peneiras
moleculares, as quais séo utilizadas no empacotamento de colunas cromatograficas
de permeacdo em gel, denominadas comercialmente de DEAE-SEPHADEX
(AQUINO, 2006).

Essa substancia Shepadex foi descoberta em 1959 pelos pesquisadores
suecos Bjorn Ingelman, Pet Flodin e Jerker Porath e consiste de moléculas de
dextrana que podem ser ligadas em cruz para criar uma rede tridimensional.Tal
descoberta permitiu posteriores refinamentos na tecnologia de separagdo por
eletroforese. Outra aplicacdo para essa substancia foi criada em 1973, no
denominado “Debrisan”, cujas propriedades higiénicas e absorventes permitem o
tratamento de feridas (CORTEZI, 2004).

Além disso, essa dextrana também participa na producdo de soda e de
aluminio, sendo que atua como agente de sedimentacdo do metal.

No entanto, as mais importantes aplicagcbes da dextrana se encontram na
industria farmacéutica, sendo que esse setor utiliza, prioritariamente, a dextrana de

baixa massa molar, ou clinica (massa molar na faixa de 40.000 a 70.000 Da). Ela
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serve de matéria prima para medicamentos, expansor de plasma sanguineo,
substituto do plasma sanguineo, solugbes oftalmicas e solugdes para preservagao
de 6rgdos humanos em procedimentos cirurgicos, como por exemplo, em cirurgias
cardiacas. Seu uso clinico por mais de 50 anos comprova sua seguranca e
qualidade.

Comercialmente, encontram-se disponiveis no mercado dois tipos de
dextrana clinica: a Dextrana 40 e a Dextrana 70, que correspondem as dextranas
farmacéuticas. Essas, por sua vez, possuem suas massas molares rigorosamente
controladas pelos 6rgaos de vigilancia sanitaria (RODRIGUES, 2003).

Estas dextranas podem ser utilizadas para fins clinicos, pois séo
completamente metabolizadas no organismo e n&do apresentam efeitos téxicos e
alérgicos. De um modo geral, suas principais caracteristicas sdo a elevada
resisténcia ao calor, inclusive a esterilizacdo, e a armazenagem, independéncia do
sangue do receptor para utilizagdo, baixo indice de efeitos colaterais e transmissao
de doencas, além da propriedade quimica de se complexar a ions metalicos,
proteinas e até mesmo a hemoglobina.

A Dextrana 70 possui massa molecular média de 75.000 + 25.000 Daltons, e
€ comercializada em solugdo salina a 6% p/v. Além disso ela apresenta
propriedades osmaticas e coloidais semelhantes as da proteina do plasma, sendo
por isso utilizada nos tratamentos de choques por queimaduras ou hemorragias,
atuando como um excelente substituto do plasma e garantindo uma manutencéo do
volume sanguineo e da pressdo arterial. (DE BELDER, 1993; ALSOP, 1983).
Segundo Cortezi (2004), uma infusdo de dextrana com massa molar de 70.000Da ira
reduzir o hematdcrito e deprimir o fibrinogénio, além de aumentar a viscosidade e
promover uma expansao volumétrica do plasma sanguineo.

A Dextrana 40 (solugdes de 10%), segundo Curralero (1993), possui um
poder limitado de expans&o do volume sanguineo, mas promove uma melhora no
fluxo, auxiliando a circulagdo nos vasos capilares. Ela pode ser administrada em
individuos de qualquer tipo sanguineo, minimizando riscos de choques associados a
hemoderivados, assim como a possibilidade de contaminagdo por agentes
patogénicos.

Devido a sua capacidade de se complexar a ions metalicos, propriedade essa

relacionada com as ligacbes a-(1,3), a dextrana foi utilizada na formacéo de
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compostos de extrema importancia medicinal. Dentre eles pode-se citar o dextrano-
sulfato, que é um anticoagulante semelhante a heparina, e o ferro-dextrana , que é
uma substancia utilizada no tratamento de anemia em diversos animais, inclusive no
homem (ALSOP, 1983). Segundo Cortezi, 2004, varios carboidratos ja haviam sido
testados para a produgéo de solugdes de ferro estaveis, que pudessem ser injetadas
em seres humanos. No entanto, somente o complexo formado de dextrana com ions
Fe++ foi 0 que demonstrou estabilidade suficiente para ser utilizado.

Outra aplicagdo medicinal de grande relevancia é a utilizagdo desse
biopolimero no tratamento contra AIDS, no qual ele constitui parte do coquetel anti-
viral (Busso e Resnick, 1990).

Atualmente vérias pesquisas na area farmacéutica vém sendo desenvolvidas,
sendo que, dentre elas destaca-se o uso de dextrana em nanoestruturas (SANTOS
et al, 2006; TANG et al.,2006) e em hidrogéis utilizado como veiculo para farmacos
(MAIA, et al., 2005).

Os hidrogéis de dextrana apresentam aplicagbes tanto nas industrias
farmacéuticas, quanto nas de cosméticos, sendo que receberam um grande
destaque devido a expansao da variedade de suas utilizagdes na biotecnologia e na

biomedicina.

Devido a auséncia de toxicidade e a sua elevada degrabilidade enzimatica em
subprodutos requeridos, esses hidrogéis sdo frequentemente considerados como
um sistema matriz potencial para o controle da liberagdo de bioagentes ativos.
Segundo Cassano 2008, esses produtos sido obtidos por ligacbes cruzadas a
dextrana com outros 1,6 — hexanodiisocianato ou glutaraldeido. Outra possibilidade
seria pela reacdo da dextrana com glicidil acrilato seguida pela polimerizacao de
dextrana acrilato (EDMAN, 1980 apud CASSANO, 2008) ou também pela acrilagdo
de dextranas pela reacdo com anidrido metacrilato, com brometo de bromoacetil e
acrilato de sédio, respectivamente (KIM, 2000 apud CASSANO, 2008).

Diversos estudos relatam os hidrogéis como carreadores de drogas, isso
devido a sua étima biocompatibilidade e sua capacidade de transportar drogas
especificas. Atualmente eles se exibem como uma alternativa viavel perante aos

carreadores ja existentes.
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De acordo com Binstoc, (2004) e Moriyama (1999) apud Cassano et al.
(2008), pesquisas recentes analisam uma gama de diferentes hidrogéis de dextrana
como sistemas de transporte transdermal. Segundo esses autores tais hidrogéis
permitem a penetracido das drogas pela barreira de lipidios intracelular bicamada do
estrato cérneo. Isso garante que tais produtos alcancem um efeito farmacologico

mais efetivo.

Baseado nessa capacidade Cassano et al., 2008 , testaram o hidrogel como
um carreador da vitamina E, que é um antioxidante que reduz eritemas, edema e a
hipersensibilidade da pele relacionada a exposi¢cao a radiagéo ultravioleta B (UVB).
Traber (2007) apud Cassano et al. (2008), comenta que tal vitamina inibe a
peroxidagao lipidica pela prevencdo de ndo formacédo de radicais livres e pela
reducdo de malondialdeido, sendo essa vitamina ja tradicionalmente incorporada em

cosmeéticos.

Comprovou-se pelo estudo de Cassano et al. (2008), que a adi¢gdo de grupos
ferulicos na matriz do polimero ajudam a prevenir o efeito da degradagao oxidativa,

0 que preservaria a droga por um intervalo de tempo maior.

Logo, sua confirmou o potencial de uso desses hidrogéis de dextrana
antioxidantes nas industrias farmacéuticas e de cosméticos, sendo eles um sistema

adequado para o controle da liberagédo da vitamina E na pele humana.

Um exemplo da utilizagdo da dextrana para formagédo de nanoestruturas € o
trabalho de Choi, et al. (2007).

A possibilidade da utilizagdo desse biopolimero em tais sistemas é devido a
esse ser inerte em sistemas biologicos e, portanto, e ndo afetar a viabilidade da
célula. Sendo assim, as dextranas sdo passiveis de serem muito usadas como
sistemas carreadores de drogas, incluindo anti-diabetes, antibidticos, anti-cancer,
peptideos e enzimas. (CHOI, et al., 2007) Sdo amplamente utilizadas também para a
segmentagdo de drogas passivas ou formagdo de nanoparticulas (Ichnose et al.,
2000 apud Choi, et al. 2007).
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O trabalho de Choi et al. (2007) investigou o efeito da anfotericina B
incorporada a micelas poliméricas de poly (D, L — lactide — co — glycolide) ,
denominadas de PLGA, enxertadas em dextranas. Isso uma vez que o copolimero
de dextrana utilizado, denominado DexLG, é capaz de formar nanoparticulas
carreadoras de drogas (JEONG, et all., 2006 apud CHOI, 2007).

Tal sistema de trasporte de drogas baseado em micelas poliméricas tem sido
amplamente pesquisado devido ao seu potencial no direcionamento preciso dos

locais de a¢éo do farmaco (CHOI, et al. 2007).

A regido composta pela dextrana no copolimero dexLG forma uma porcao
hidrofilica na parte exterior, enquanto a PLGA forma um nucleo interno, devido as
suas propriedades hidrofébicas(CHOI, et al., 2007). Assim, a anfotericina B fica

encapsulada no nucleo da micela do copolimero.

Seus resultados comprovaram o efeito das nanoparticulas, sendo que,
segundo Choi, et al. (2007), a anfoterecina B encapsulada a micelas poliméricas de

dexLG pode ser considerada como um potencial agente carreador de antibi6tico.

Outro exemplo é aplicagéo da dextrana em extratos herbais a fim de reduzir o

efeito higroscopico pela diluigao.

Isso uma vez que extratos herbais secos sdo complexos, amorfos, e com
viscosidade de materiais constando, em sua maioria, de carboidratos. Devido a sua
afinidade pelo vapor d dgua circundante esses extratos tendem a ser higroscépicos,
o que criou um desafio para a formulagéo e manufatura de drogas herbais e para as
industrias nutracéuticas, além de mencionar a qualidade do produto final, que
também é afetada (TONG et al., 2008)

Segundo esse autor, a reducdo da higroscopicidade, nesses extratos, pela
dextrana, se deve ao efeito de diluicdo, o qual é explicado pela habilidade das
dextranas de restringir a mobilidade molecular de agucares simples, que

correspondem a maior parte dos constituintes desses produtos.

Ito et all., 2007 pesquisaram a duracao da anestesia de lidocaina com 10% de
dextrana e a comparou com a de lidocaina e epinefrina ap6s injegéo intra-6ssea em
coelhos. Isso porque as solucdes de anestesia local, para tratamentos dentarios,
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contém substancias vasoconstrictoras, como a epinefrina ou felipressina, para
prolongar o efeito da anestesia. Devido a essas substancias, mais especificamente a
epinefrina, a concentragdo do plasma se eleva rapidamente e pode ocasionar uma

taquicardia e aumento da pressao sanguinea em pacientes hipertensos.

Realmente é reportado que a taquicardia é uma complicagdo comum apoés ser
ministrada a injecao intra-6ssea com epinefrina, sendo que deve ser evitado o uso
em pessoas com doencas circulatérias, como hipertenséo ou isquemia (ITO, et al.,
2007).

Ja a injecdo que contém dextrana, em substituicido a epinefrina, implicou na
redugdo da concentracdo do plasma. Assim a combinagdo da lidocaina com a
dextrana seria uma alternativa viavel, pois implicaria numa menor probabilidade de
agraves na saude do paciente, além de aumentar o tempo de duracéo da anestesia,

comparado ao tempo da inje¢cdo de somente lidocaina (ITO et al., 2007).

O pesquisador concluiu que a dextrana reduz a absorg¢ao intravascular da
lidocaina, e também da epinefrina, caso ministradas juntas, durante a infiltracdo da

anestesia, o que provavelmente decorre da alta viscosidade da dextrana

Assim, segundo Ito et al. (2007), a utilizagdo de 10% de dextrana nessas

anestesias é comparavel a 1:160000 de epinefrina.

Outro exemplo da aplicabilidade da dextrana pode ser verificado na pesquisa
de Rumball et al. (2007).

Ele estudou um método simples, confiavel, barato e nao radioativo para se
estimar os paradmetros do volume de sangue em ovelha gravida, sendo que para

isso utilizou uma comerciavel dextrana ligada a grupos fluorescentes, de 250 kDa.

As técnicas usuais desse tipo de exame realmente sdo de elevado custo e
complexidade, o que limita suas aplicagdes, enquanto que a descrita pelo autor

apresenta um custo médio de materiais de U$20,00 por estudo.

Essa técnica, segundo Rumball (2007), permite estudar as funcbes da

placenta e a fisiologia fetal, e podera ser utilizada para diversas outras pesquisas.
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Devido as suas particularidades, em muitos casos, a dextrana ndo pode ser
substituida por polissacarideos semelhantes, garantindo assim sua aplicabilidade
industrial.(RODRIGUES, 2003).

4.7 Patentes mundiais

A imensa quantidade de patentes encontradas de produtos relacionados ou
derivados da dextrana quantifica a sua importdncia no cenario industrial

internacional e ilustra sua vasta aplicabilidade.

Os principais produtores e também comerciantes desse biopolimero sio:

Pharmacosmos, Sigma- Aldrich, Pharmachem Corporation, Amersham Biosciences.

Somente a Sigma-Aldrich possui em seu catalogo 175 itens relacionados a
dextrana. Destes 25 sdo dextranas obtidas a partir de Leuconostoc mesenteroides e
9 de Leuconostoc spp. Outros produtos que se destacam no catalogo sdo o
Dextralip® 50, que € um agente precipitante do colesterol HDL, e a denominada Blue
Dextran, que é utilizada como gel de filtragdo para separagdo por peso molecular.
(SIGMA,...2009).

Ja a Pharmacosmos comercializa quatro tipos de dextranas, sendo elas
diferenciadas pela massa molar. Elas sdo designadas de Dextran 1, Dextran 40,
Dextran 60, Dextran 70 (PHARMACOSMOS, ... 2009).]

Segundo Mostra de Tecnologia (2009) , em 2003 o Brasil importou 170
toneladas de dextrana, enquanto que em 2004 importou 180 toneladas, sendo que

para esse Ultimo ano o preco foi de US$2600/ton.

As figuras 6 e 7 abaixo representam dextranas comercializadas pela

Pharmacomos.
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FIGURA 6 - DEXTRANA COMERCIALIZADA PELA PHARMACOSMOS
(PHARMACOSMOS, 2009)
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FIGURA 7 - TIPOS DE DIFERENTES DEXTRANAS COMERCIALIZADAS PELA
PHARMACOSMOS (PHARMACOSMOS, 2009)
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A Tabela 2 abaixo representa alguns exemplos de produtos relacionados a
dextrana e que ja foram patenteados, sendo todos eles nos Estados Unidos da

Ameérica.

TABELA 2- PRODUTOS PATENTEADOS QUE APRESENTAM RELACAO
COM A DEXTRANA (DEMCHIK, 2009).

Pais da Numero da
Produto patenteado
patente patente
EUA

Proteses vasculares impregnadas com

6.991.648
dextrana reticulada

Processo de producdo de um composto de

EUA 6,991,648
ferro dextrana
Dextrana como superficie de revestimento —
EUA 6.974.707
nanoparticulas
Conjugado de um tecido nao-especifico e
fosfatase alcalina  dextrana, processo para sua EUA 6.905.689
producao e utilizacdo deste
Radiografia de tumores com dextrana como
EUA 6.694.171
transportadora de compostos de platina
Derivados de dextrana, preparacdo e
EUA 6.646.120
aplicacdes medicinais
Processo de produgdo de dextrana com
. 6.632.939
reduzido teor de boro EUA
Co-mistura de sulfato de dextrana para o
EUA 6.562.355
tratamento de vermelhidao da pele, edema
Uso de dextrana e outros polissacarideos para
EUA 6.339.075
melhorar a limpeza do muco
Compostos de ferro dextrana para uso em
composicdo terapéutica para a profilaxia ou EUA 6.291.440
tratamento da anemia ferropriva
Recombinante com atividade enzimatica
EUA 6.156.553
dextrana-sacarase
Injetaveis bio-ativos de vidro em uma
EUA 5.840.290

suspenséao de dextrana
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Rapido método de triagem para selecionar
cepas de microorganismos que produzem uma alta

proporcéo de dextrana

Processo de fabricagdo de ferro dextrano
- EUA 5.756.715

cristalina

Esteres de dextrana, sua preparacdo e sua

utilizagcdo para o revestimento ou incorporacdo de

drogas

Dextranasacarase , método para sua producéo
EUA 5.637.491
e DNA que codifica a enzima

Leuconostoc Dextranicum NRRL-B-18242

Método de fabricagdo de suco de fruta em pd
EUA 5.118.517
usando dextrana

Utilizagdo de sulfato de dextrana para o
tratamento do carcinoma da préstata humana

Processo para a separagédo e purificagdo de

EUA 4.490.470
dextranasacarase

Solugdo de dextrana para a hidratacao da
cornea

Método de separagéo de dextrana EUA 4.104.078

Composig¢des farmacéuticas de cicatrizagdo de

feridas compreendendo um derivado de dextrana
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5. CONCLUSAO

A partir de tal conjunto de informagbes acerca do biopolimero dextrana fica

evidenciada sua crescente valorizagdo nos mercados internacionais.

Conclui-se também que, embora ainda desconhecido para a grande maioria
da populagéo, tal polimero se encontra profundamente presente em nosso cotidiano
da humanidade, uma vez que é incorporado em produtos alimenticios como

sorvetes, geléias, chicletes e diversos outros.

Além disso, seu uso em farmacos ja completa mais de 50 anos, sendo
comprovada sua total seguranca. Logo, sdo inumeros os medicamentos e
cosméticos desenvolvidos com a dextrana. Destes, pode-se citar como grandes
exemplos pode-se citar a Dextrana-Ferro, a Dextrana 70, a Dextrana 40 e Dextrana-

Sulfato, que é utilizada, por exemplo, no coquetel antiviral da AIDS.

Ha também uma gama de pesquisas sobre sua producéo e aplicagao, sendo
que pode-se confirmar que tal produto esteja em fase de expansado, uma vez que

apresenta uma diversidade de possibilidades de uso futuras.

Uma vez conhecido os modos de sintese desse biopolimero, bem como as
variaveis que interferem no rendimento da reac&o e os principais microorganismos
produtores, é cabivel a realizagdo da producao da dextrana em territério nacional.
Essa, por sua vez, com o propésito de comercializagao e visando a incorporagdo ao

mercado global desse produto.
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No entanto, essas conclusdes estimulam o questionamento sobre o porqué de
um pais tdo desenvolvido no setor sucroalcoleiro, que é o caso do Brasil, nédo
apresentar programas para o reaproveitamento desse subproduto da industria da

cana-de-agucar.

Uma vez abordado o perfil desse biopolimero, e realgado sua infinita
aplicabilidade espera-se ter demonstrado o valor agregado dessa substancia, e que
seja fomentado o interesse da produg¢do nacional, além do estimulo a pesquisas e

publicacbes para novas possibilidades de uso da dextrana.
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6. RESUMO

Atualmente ha consideravel interesse em polissacarideos obtidos pela acao
de microrganismos. Estes polissacarideos, conhecidos como biopolimeros, séo
obtidos por processos fermentativos. Possuem capacidade de formar solugbes
viscosas e géis em meio aquoso, mesmo quando aplicados em baixas
concentragbes (MOREIRA, et al., 2003).

A dextrana se caracteriza por ser um dos biopolimeros mais comercializados
em escala industrial, representando uma fatia significativa desse mercado de

polissacarideos microbianos.

A reacdo de sintese desse biopolimero é catalisada pela enzima dextrana-

sacarase, a qual converte a sacarose em frutose e dextrana.

Essa enzima, por sua vez, é produzida extracelularmente por diversas
espécies do género Leuconostoc, Lactobacillus e Streptococcus. (MONCHOIS,
WILLEMOT et. al, 1999).
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Os Dbiopolimeros microbianos podem ser produzidos pelo processo
convencional cultivando o microrganismo em meio liquido com substrato, em
condigbes ideais de temperatura, rotagcdo e pH. Outro tipo de produgdo em meio
liquido é por via enzimatica, ou seja, utilizando enzimas purificadas . As enzimas sao
primeiramente produzidas e purificadas e depois utilizadas para sintese do polimero
em meio contendo substrato. O processo via enzimética é o utilizado na producgéo de
dextrana, uma vez que este apresenta um rendimento 6timo e um potencial
econdmico enorme.(MOREIRA, et al. 2003).

Dentre os maiores ramos industriais nos quais ha aplicacbes para esse
polissacarideo destacam-se as industrias quimicas, industrias petroliferas,

farmacéuticas e de alimentos.
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