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RESUMO

Levana produzida por Zymomonas mobilis, linhagem ZAG 12, em meio de
sacarose foi hidrolisada em forno de microondas, o qual foi usado como fonte
aquecedora, em lugar do banho-maria tradicional. Na hidrdlise foi utilizada uma
solucdo de levana a 20g/L, com acido cloridrico 0,1M. As diferentes faixas de
pesos moleculares foram separadas por precipitacdo fracionada. As solucdes de
levana foram hidrolisadas em tempos que variaram de 0,5 a 5,0 minutos. Apos
hidrélise acida da levana em forno de microondas com poténcia de 650W, foram
obtidas fracdes de levana de baixo peso molecular, oligossacarideos e frutose. Os
oligos e monossacarideos, foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A fase movel foi agua deionizada e as colunas REZEX-RSO
OLIGOSACCHARIDE (12um x 10mm x 200mm) e BECKMAN U-SPHEROGEL
CARBOHYDRATE (10um x 6,5mm x 300mm), respectivamente. Os resultados
mostraram ocorréncia de variacdo na resposta antitumoral em funcdo dos
diferentes pesos moleculares. Constatou-se que as fracdes mais ativas foram F —
80 e F - 70, que apresentaram a maior inibicdo tumoral contra o sarcoma 180
(89%), e carcinoma de Erhlich (79%). A fracdo F — 90 ndo apresentou inibicdo
tumoral significativa para o sarcoma 180 (39,5%). No entanto a F — 60 apresentou
77% de inibicdo contra o sarcoma 180. A separacdo dos frutooligossacarideos,
com diferentes graus de polimerizacdo, e dos mondmeros de frutose foi obtida
através de cromatografia por CLAE. Trés minutos de hidrélise mostrou ser a
melhor condicdo, dentre as testadas, para obtencédo de oligossacarideos a partir

de levana.
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ABSTRACT

The levan used was produced by Zymomonas mobilis, strain ZAG 12, in sucrose
way was acid hydrolysis in microwaves oven, which was used as a hot source, ins'’t
of the traditional bath-maria. In the hydrolysis was used a levan solution 20g/L with
0,1M cloridric acid. The different molecular weights bands had been separate by
the precipitation method. The levan solution was hydrolyses in times of: 0,5 - 5,0
minutes. After the levan acid hydrolysis in microwaves oven with power the by
650W, it had been gotten low molecular weight levan, oligosaccharide and
fructose. The oligos and monosaccharide was analyzed by liquid chromatography
of high efficiency (HPLC). The mobile phase was deonication water, column
REZEX-RSO OLIGOSACCHARIDE (12umx10mmx200mm) and the column
BECKMAN USPHEROGEL CARBOHYDRATE (10umx6,5mmx300mm),
respectively. the results had shown variation occurrence in the antitumor reply
because the different molecular weights. evidence that the fractions most active
had been F — 80 and F — 70, presented greater tumoral innibition against sarcoma
180 (89%) and Erhlich carcinoma (79%). Fraction F — 90 did not present significant
tumoral innibition for sarcoma 180 (39,5%). However the F — 60 presented
inhibition against sarcoma 180 of 77% the fructooligosaccharide separation for
different polymerization degrees and fructose monomer identity was possible
through the HPLC. Three minutes of hydrolysis it showed to be the best condition,

amongst the tested ones, for oligosaccharide attainment from levan.
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1.0 INTRODUCAO

A levana € um polissacarideo linear constituido de residuos (2-6)-pB-D-
frutosuranosil, contendo poucos pontos de ramificagdes (2-1)-p-D-frutosuranosil,
(Kennedy et al., 1989; Doelle et al., 1985). Entretanto, outros autores citam a
presenca de varias ramificacdes na molécula, (Marshal & Weigel, 1980). O peso
molecular médio encontrado para levanas depende da sua origem. Levanas de
origem vegetal, geralmente, tem baixo peso molecular médio, com um Unico ponto
de ramificacdo, enquanto levanas microbianas apresentam alto peso molecular
médio, podendo conter cadeias ramificadas (Han, 1990).

As propriedades fisico-quimicas das levanas microbianas dependem das
condi¢cbes do meio em que o microrganismo cresce. O polimero demonstrou ser
levorotatério, amorfo ou microcristalino, solivel em agua e insoluvel em etanol
absoluto (Han, 1990). Andlise em cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) tem
demonstrado que o peso molecular do polimero é da ordem de 10° daltons
(Kennedy et al., 1989).

As biossinteses da dextrana e da levana sédo totalmente diferentes de
outras vias metabdlicas de polissacarideos. Elas nao envolvem sistemas
multienzimaticos, agUcares ativados ou carreadores de lipideos-intermediarios. A
producdo é inteiramente extracelular e compreende a polimerizacdo enzima-
catalisada de um oligossacarideo, que por sua vez prové diretamente a energia
necessaria para sintese do polissacarideo (Pace, 1987; Kennedy et al., 1989).

A Zymomonas mobilis, bactéria Gram-negativa, utiliza em seu processo

fermentativo a sacarose como fonte de carbono. Produz dois tipos de levana, uma
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de alto peso molecular precipitavel pelo etanol e outra de baixo peso molecular
denominada de levana néo precipitavel, conhecida como levana solavel em meio
aquoso (Viikari, 1984a e b). A Z. mobilis € uma bactéria anaerdbica aerotolerante,
porém utiliza uma via metabdlica de via Entner-Doudoroff para degradagédo de
hexoses, seguida pela descarboxilacdo do piruvato, caracteristica de bactérias
(Gibbs & DE Moss, 1951).

Na polimerizagdo da frutose para formacdo da levana existem, em Z.
mobilis, trés tipos de reacdo de transfrutosilacdo, nas quais agua, sacarose ou
levana sdo os aceptores, levando a frutose ou oligossacarideos ao aumento da
polimerizagcéo para levana. A transferéncia de unidades frutosil para C-1 ou C-6
leva a formacéo de oligossacarideos (Viikari, 1986).

O tipo de frutosilagdo depende da concentracdo de sacarose e de glicose
no meio (Viikari, 1986). E dito, também, que os tipos do processo (batelada ou
continuo) conduzem & diferentes propor¢cdes de produtos frutosilados. Nos
processos em batelada € produzida pouca levana devido a rapida acumulacdo da
glicose que inibe a levanassacase, e leva a formacéo de oligossacarideos (Viikari,
1986).

A levanassacarase € uma enzima chave na sintese de levana assim como
de oligossacarideos de frutose. Pesquisadores relatam que frutooligossacarideos
provavelmente sejam levanas de cadeia curta, meros intermediarios da producgéo
de levana (Kohanyi & Dedonder, 1951; Dedonder & Noblesse, 1953; French &
Wild, 1955). Devido a isto, uma tentativa de isolamento e de identificacdo de
oligossacarideos formados durante o processo de producado de levana foi proposta

por (Feingold et al.,1955) empregando Aerobacter levanicum.
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A preocupagdo com a producdo de polissacarideos, a exemplo de outros
produtos, ndo pode ser limitada apenas ao controle das condi¢cdes de
fermentac&o. N&o adianta otimizar a producéo, sem que se tenham meios eficazes
gue garantam a recuperacao do produto ao final do processo (Lima, 2001). O
fracionamento ainda € o método mais utilizado e se aplica a separacdo de
espécies poliméricas quimicamente homogéneas. Este processo consiste no
ajuste da solucdo para que as duas fases liquidas (solu¢cdo aquosa, contendo o
polimero solavel, e o solvente organico que é agente precipitante) estejam em
equilibrio, remocéo de uma das fases e ajuste nas condi¢cbes das solucdes leva a
obtencdo de uma segunda fase separada, e assim sucessivamente (Calazans,
1997).

As levanas produzidas por vias fermentativa apresentam curvas de
distribuicdo de fragbes com formatos gaussianos, e com elevado indice de
polidisperséo (Calazans, 1997; Calazans et al., 2000).

Os polissacarideos sdo produzidos em faixas de pesos moleculares
diferentes que se sobrepdem (Calazans, et al., 1997). De acordo com a linhagem
bacteriana produtora e com temperatura de producdo do biopolimero, o
polissacarideo apresentara diferentes curvas de distribuicdo de pesos moleculares
e, obviamente, pesos moleculares meédios diversos. Em decorréncia da
distribuicdo de pesos moleculares, além dos polissacarideos sdo formados
oligossacarideos no processo de biossintese (Calazans, 1997). Como a levana
possui atividade antitumoral, € de se esperar que diferentes tamanhos
moleculares sejam absorvidos ou eliminados pelo organismo, de maneiras

diversas (Calazans, 1997).
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Em trabalhos anteriores, De Paula (2001), dando continuidade aos
experimentos realizados por Calazans et. al. (2000), iniciou testes com faixas de
pesos moleculares leves contra tumores em camundongos, sarcoma 180 e
carcinoma de Erhlich. Utilizou-se o forno de microondas como fonte catalisadora
para obtencdo de tais fracdes. Em seguida, foi realizada uma separacdo por
precipitacdo e decantacdo das faixas de pesos moleculares. A hidrolise acida em
forno de microondas tornou possivel a obtencdo de frutooligossacarideos e
mondmeros de frutose a partir da levana nativa.

Uma rota para a producdo dos frutooligossacarideos seria por via
fermentativa, porém a maior dificuldade ainda consiste na extragdo destes
oligossacarideos resultantes do processo fermentativo (Lobato, 2003). Uma outra
opcdo quimicamente viavel poderia ser através do processo de hidrolise acida
controlada. Para que este processo seja viavel, € necessario um controle eficiente
das etapas de hidrolise.

A levana é uma fonte potencial para obtencdo de frutooligossacarideos e
frutose por hidrolise &cida. No presente trabalho utilizou a frutana produzida por
via fermentativa a 25°C utilizando a linhagem de Z. mobilis conhecida como ZAG
12. Esta é a linhagem de melhor rendimento na producdo de
frutooligossacarideos, como matéria prima para hidrélise &acida, as que estédo
disponiveis na cole¢@o no Departamento de Antibioticos.

Os frutooligossacarideos sdo descritos como moléculas que apresentam
ligagBes do tipo B(2—1) trazendo um residuo de D-glicose no fim da cadeia e sé@o

estaveis na faixa de pH normal dos alimentos (4,0 — 7,0). Uma vez liofilizado e sob
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refrigeracéo, os frutooligossacarideos serdo conservados por até um ano, sendo
que apos este periodo o existe o risco de hidratacado do produto (Yun, 1996).

Um grupo especifico de oligossacarideos tem atraido interesse comercial,
os frutooligossacarideos. A industria alimenticia € a principal interessada nos
oligossacarideos por ser um alimento funcional. Os frutooligossacarideo sao
usados, em alguns paises, como substitutos da sacarose por ndo serem digeridos
pelos sucos do trato gastrointestinal, porém degradaveis devido a bactérias
presentes no colon. Este fato os torna ideais para utilizacdo por diabéticos. Os
frutooligossacarideos séo fibras solUveis de baixo peso molecular fermentado por
bifidobactérias ou lactobacilos. Sugere-se que o consumo de frutooligossacarideos
seja diretamente proporcional ao aumento da populacdo das bifidobactérias,
impedindo a proliferacdo de bactérias patogénica, suprimindo a agdo de bactérias
putrefativas e prevenindo a diarréia ou a obstipacdo (Hidaka, 1986). Em
conseqiéncia, os niveis metabdlicos toxicos sao reduzidos, melhorando os niveis
de lipideos e glicose séricos, controlando a pressdo arterial e, finalmente,
produzindo nutrientes e aumentando a biodisponibilidade de sais minerais. O
aumento da biodisponibilidade dos sais minerais é decorrente da producdo de
acidos graxos de cadeia curta por bactérias intestinais, podendo ser usado como
complemento alimentar (Hidaka, 1986). Uma outra propriedade importante destes
oligossacarideos, foi a utilizacdo de conjugados oligossacarideo-proteina, no

diagnostico e vacinas contra tuberculose (Pawlowski, 2002).
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo da levana

Os polissacarideos séo carboidratos de alto peso molecular e podem ser
vistos como monossacarideos unidos por ligagdes glicosidicas, que se formam
com eliminagdo de agua. S&o os compostos carbonados mais abundantes da
biosfera, ocorrendo em quase todos o0s seres vivos, onde exercem diferentes
funcbes (Whistler & Corbett, 1957; Bobbio & Bobbio, 1989; Brock & Madigan,
1991; Lehninger, 1993; Glazer & Nikaido, 1995; Stryer, 1996). Difere-se pela
natureza de suas unidades monossacaridicas repetitivas, pelo comprimento de
suas cadeias e pelo grau de ramificacdo. Os polissacarideos que tem funcéo
estrutural sdo classificados em Homo e Heteropolissacarideos, localizados nas
paredes e envoltorios celulares, nos espacos intercelulares e no tecido conjuntivo,
onde dao forma, elasticidade ou rigidez aos tecidos vegetais e animais, bem
como, suporte aos organismos unicelulares. Funcionam como polissacarideos de
reserva metabdlica de plantas e de animais; e como polissacarideos de protecéo,
devido a sua capacidade de reter grandes quantidades de agua, fazendo com que
0S processos enzimaticos ndo sejam interrompidos, mesmo em condi¢cfes de
desidratacdo (Bobbio & Bobbio, 1989; Stherland, 1990; Brock & Madigan, 1991,
Lehninger, 1993; Stryer, 1996).

A retomada das pesquisas com polissacarideos com aplicacdes comerciais
se deve ao fato de serem obtidos de fontes de baixo custos, constituindo uma

familia de polimeros com grande diversidade de propriedades e grande
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versatilidade. A engenharia genética € a mais nova técnica para modificacdes de
plantas e microorganismos, gerando modificacbes enzimaticas e reagcbes com 0
proposito de aumentar a produtividade e seguranca da utilizacdo do polimero.
Deve-se levar em consideracdo o fato de que os polimeros industriais séo,
especialmente, produtos de alto valor comercial. A viabilidade econdmica e a
auséncia de toxidade fazem com que os polimeros sejam largamente utilizados
em diversos campos das industrias (BeMiler, 1988).

A indastria usa grandes quantidades de polissacarideos de origens vegetais
e microbianas e novas fontes ainda estdo por ser descobertas. Muitos
microrganismos produzem polissacarideos e alguns deles os produzem
extracelularmente, em quantidades tais, que se torna econdémico o cultivo de
microrganismos e a recuperacdo do polimero produzido a exemplo da dextrana e
xantana (Magaritis & Pace, 1985; Han, 1990).

As biossinteses da dextrana e da levana sdo completamente diferentes de
outras vias biossintéticas de polissacarideos. Elas ndo envolvem sistemas
multienzimaticos, agucares ativados ou carreadores lipideos-intermediados. A
producdo é inteiramente extracelular e compreende a polimerizacdo enzima-
catalisada de um oligossacarideo, que prové diretamente a energia e o carbono
necessarios (Pace, 1987; Kennedy et al., 1989 apud Calazans, 1997).

A levana é um exopolissacarideo formado por unidades de frutose que séo
polimerizadas pela acdo da levanassacarase, possui propriedades espessante,
emulsificante e estabilizante (Han, 1990; Van Geel-Schatten et al., 1999). Estas
propriedades fazem da levana um produto promissor para aplicacdo na industria

de alimentos. Além disso, possui propriedade imunomoduladora e atividade
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antitumoral comprovada contra sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich (Calazans,
1997; Calazans et al., 2000), o que podera representar, futuramente, um valioso
recurso no combate ao cancer, sem a toxidade apresentada pelos quimioterapicos
antineoplasicos até entdo em uso.

Apesar de alguns trabalhos afirmarem que um percentual de
aproximadamente 2% € desviado para a producdo de levana em Zymomonas
mobilis em cultivo descontinuo (Viikari, 1988), observa-se uma grande
variabilidade no rendimento, de linhagem para linhagem (Dawes et al., 1996;
Viikari, 1984%; Calazans et al., 1989; Reiss & Hartmeier, 1990).

Analisando-se dados da literatura sobre a producdo de levana, percebem-
se algumas contradicbes em relacdo aos fatores que proporcionam uma melhor
producdo. Muito ainda tem que ser esclarecido, tanto em relacdo aos processos
de producdo, quanto aos de recuperacdo do produto puro, para que seja viavel a

producdo em escala industrial. (Lima, 2001).

2.2 Fracionamento da levana nativa

O fracionamento € um processo para separacdo de espécies poliméricas
guimicamente homogéneas, em uma mistura de polimeros com diferentes pesos
moleculares chamados “fracdes”. As diversas fragbes diferem em peso molecular
médio e possuem uma distribuicdo dos pesos moleculares mais estreita do que o
material de origem. Idealmente, cada fracdo deveria ser monodispersa em peso
molecular, mas, na pratica, tal coisa ndo acontece e as varias fracbes que sao

coletadas sempre se sobrepdem em alguma extensao (Rudin, 1982).
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O fracionamento pode ser classificado de duas formas: analitico ou
preparativo. Pequenas quantidades do polimero sdo requeridas para um
fracionamento analitico, assim como para determinagédo de distribuicdo de peso
molecular, sem que se esquec¢a, entretanto, que a quantidade de polimero
necessaria na determinacdo variara, de acordo com o método a ser utilizado. No
fracionamento preparativo sdo obtidas grandes quantidades do polimero disperso
em faixas estreitas de peso molecular. Os fracionamentos preparativos sao
desenvolvidos por um processo em batelada, cujas técnicas mais conhecidas sao
a cromatografia preparativa de permeacdo em gel e a precipitacdo por solventes
organicos (McCarffery, 1970).

Existem véarios métodos de fracionamento de polimeros em uso atualmente,
como a precipitacdo fracionada, fracionamento em coluna gel, ultracentrifugacéo,
ultrafiltracdo, destilacdo molecular e outros (McCaffery, 1970). A precipitacdo
fracionada consiste na precipitacdo isotérmica de uma pequena quantidade de
polimero de alto peso molecular presente na solucdo que € iniciada pela adicédo de
uma determinada quantidade de uma terceira substéncia ndo solvente ao
polimero.

O fracionamento por precipitacdo com solvente, constitui-se de um sistema
bifasico liquido-liquido usando um antisolvente, como o etanol (Hines et al., 1954;
Wolff et al., 1954; Watanabe et al., 1973; Slodki & Cadmus, 1979, Gabas &
Laguérie, 1992; Lee et al., 1992). O equilibrio de fases, neste sistema ternario,
depende da massa molecular do polimero. Em ambas as fases, ha uma coeséo
entre as fases liquidas das moléculas de polimero que estdo distribuidas

diferentemente na solu¢cdo. Quanto menor a massa molecular maior a solubilidade
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no sistema e a maioria delas permanecera na fase superior. De forma equivalente,
moléculas com massas moleculares maiores tém forte tendéncia a passar para
fase inferior. E possivel conduzir-se um otimo fracionamento de polimeros
polidispersos, a principio, com qualquer distribuicdo de massa molecular (Neuchl
& Mersnann, 1995).

A precipitacdo € um meétodo facil e direto de purificacdo de solutos
biolégicos. A maioria das precipitacdes forma um produto ndo cristalino. Tais
precipitados amorfos frequentemente apresentam cristalizacdo lenta. Eles podem
agregar varias espécies ou quantidades significantes de sais adsorvidos ou
solventes (Calazans, 1997).

A recuperacdo de um determinado produto, as vezes, torna-se mais dificil
que sua propria produgcdo. O numero de variaveis que compdem o processo de
extracdo dificulta a investigacdo para obtencdo de uma forma rentavel, produtiva e
economicamente viavel. Isto se ramifica, especialmente, com polissacarideos
microbianos (Galindo, 1985). Apesar das dificuldades, ha registros uma grande
guantidade de patentes nessa area. Os avancos referem-se as modificacbes
quimicas do polimero nos chamados processos pos-fermentativos (Galindo,
1985).

As macromoléculas crescem, usualmente, de forma aleatéria. Aléem disso,
guando se fala em peso molecular de uma macromolécula, refere-se a uma média
de pesos de um numero de cadeias que tém a uma distribuicdo maior que uma
colecdo de macromoléculas com mesmo peso molecular (monodispersa). Assim,
para se ter polimeros monodispersos, estes deveriam ser formados a partir de um

iniciante preé-formado que se propaga por um mecanismo simples, ndo susceptivel
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a transferéncia de cadeias, sem nenhum mecanismo de terminacdo e crescidos
simultaneamente McCaffey (1970).

O fracionamento consiste no ajuste das condi¢cdes da solugdo para que as
duas fases liquidas estejam em equilibrio, para a remocao de uma das fases. Um
novo ajuste da solucédo leva a obtencdo de uma segunda fase separada e assim
sucessivamente (Calazans, 1997). As solubilidades diferenciais das
macromoléculas de diferentes tamanhos determinam a distribuicdo dos diferentes
pesos moleculares no fracionamento. Considerando-se uma espécie polimérica
com um certo grau de polimerizacdo em solucéo, a sua separacdo em duas fases
€ possivel pela adicdo de um ndo solvente, gerando uma diminui¢do da afinidade
do solvente pelo polimero, fazendo com que as moléculas com massas
moleculares menores tenham solubilidade maior ao sistema ternario e a maioria
delas permanecera na fase superior. Porém, moléculas com massas moleculares
maiores tém uma forte tendéncia a passar para a fase inferior, através da
diminui¢éo da temperatura ou da adicdo de um nao solvente (Rudin, 1982; Neuchl
& Mersmann, 1995).

Na determinacdo do peso molecular de algumas fracbes pelo método
viscosimétrico, por exemplo, necessita-se da etapa de refracionamento, ou seja,
fracionamento de uma fracao ja obtida para aumentar o grau de pureza da espécie
polimérica, em virtude do método se aplicar a espécies monodispersas (De Paula,
2001).

Um fracionamento realizado de forma crescente, caracteriza-se pela adi¢cao
progressiva da quantidade do solvente na solug¢édo. De acordo com o percentual do

solvente na solucdo, a tendéncia é a precipitacdo das fracbes de maior massa
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molecular, com as de menor massa molecular permanecendo no sobrenadante.
Quanto maior for o percentual do solvente na solucdo, menor serd a massa
molecular do polimero precipitavel. Inicialmente precipitam as fragcbes mais
pesadas, classificadas como F-10 (fracdo obtida quando o percentual de etanol é
de 10%). Posteriormente o ndo solvente sofre um reajuste no seu percentual e,
consequentemente, precipitando uma fracdo mais leve, F-20 e assim
sucessivamente (De Paula, 2001).

Em trabalho realizado por De Paula (2001), faixas de pesos moleculares
mais leves, foram obtidas a partir da hidrdlise acida de solucdes de levana nativa,
em forno de microondas. Por esta técnica, foram obtidas e testadas as fracbes (F-
60 e F-70) contra sarcoma 180 e o carcinoma de Erhlich. As diferentes fracdes de
levana possuem atividades antitumorais variadas para tumores diversos. Portanto,
a inibicdo de uma linhagem tumoral deve ocorrer pela acdo de determinada faixa
de peso molecular de levana. A fracdo F-60 (mais pesada), apresentou uma
inibicdo de 74% contra o sarcoma 180 e a F-70 (mais leve), apresentou inibicdo de
79% contra o carcinoma de Erhlich.

Uma vez que os polimeros sdo formados de forma randdémica, resultando
em uma mistura de pesos moleculares. Torna-se, portanto, dependo do destino
final do polimero, imprescindivel a realizagdo de fracionamento, para que se

consiga separar fracdes de pesos moleculares (Lima, 2001).
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2.3 Polissacarideos antitumorais

A evolucdo da oncologia experimental tem permitido a identificacdo de
novos compostos Uteis no tratamento do cancer. Devido a uma variedade de
tecidos de tumores experimentais disponiveis, e devido ao seu facil manuseio,
estes sistemas tém sido usados em animais, para a avaliacdo de atividade
antitumoral de diversas substancias (Lima, 2001).

Inimeros trabalhos relatam a acdo antitumoral de polissacarideos como a
lentinana, curdulana, grifolana, esquezofilana, escleroglucana (Chihara, et al.,
1969; Chihara et al., 1970; Okuda et al., 1972; Sutherland, 1990; Chihara, 1992;
Kulicke et al., 1997; Stherland, 1998; Borchers et al., 1999) e a levana (Leibovici et
al., 1986; Calazans et al, 1997). Destes polissacarideos com acao
imunomoduladora e antitumoral, a lentinana e a esquizofilana alcancaram
importancia clinica no tratamento do cancer (Taguchi et al., 1988 apud Franz et
al., 1985).

Apesar do niamero de publicacbes sobre o tema, os mecanismos pelos
quais estes polimeros agem ainda ndo estdo bem esclarecidos. E relatada na
literatura, que estes mecanismos estariam relacionados com uma agao toxica
direta sobre as células tumorais, com uma acado indireta, medida pelo sistema
imune, ou pela combinacdo de ambos (Leibovici & Stark, 1984; Kulicke et al.,
1997).

Lima (2001) analisou a atividade antitumoral de alguns polissacarideos,

observando uma variacdo na inibicAo do crescimento tumoral entre os
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polissacarideos testados (levana, dextrana, pululana e inulina). A levana
apresentou o maior grau de inibicdo tumoral 84%, seguida pela dextrana 78%. A
inulina e a pululana tiveram uma inibicdo de 52% e 51%, respectivamente.

Devido as divergéncias ndo s6 com relacdo aos mecanismos de atuacao
destes polissacarideos, mas as diversidades das estruturas quimicas, ligacfes e
pesos moleculares dos mesmos, que estariam envolvidos no processo de inibicdo
tumoral, observa-se a necessidade de estudos mais detalhados sobre este
assunto.

Segundo De Paula (2001), as amostras de levana foram submetidas a
progressivos tempos de hidrolise entre 0,5 e 13 minutos. A dosagem de agucares
redutores tem demonstrado que 5 minutos de aquecimento no forno de
microondas, com uma poténcia de 650W, foram suficientes para hidrolisar
completamente a levana. Em banho-maria, eram necessarios 30 minutos,
mantidos nas mesmas condi¢des confirmando a rapidez e agilidade proporcionada
pela acdo de microondas no processo de quebra para obtencdo de pesos
moleculares menores (De Paula, 2000).

As hidrélises em forno de microondas proporcionaram quantidades
suficientes de levanas, com faixas de pesos moleculares variados, viabilizando
assim, os testes antitumorais em camundongos. Levanas obtidas de diferentes
microorganismos possuem atividades antitumorais variadas contra tumores
diversos. Portanto, a inibicdo de uma linhagem tumoral deve ocorrer pela agéo de

determinada faixa de peso molecular (Calazans et. al., 2000).
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2.4 Uso de microondas na aceleragcdo de reacOes quimicas

Microondas sdo ondas de radiacdo eletromagnética exatamente igual as
ondas de radio, mas com um comprimento de onda mais curto e com energia mais
intensa. As microondas séo geradas por uma espécie de tubo de vacuo, chamado
magnétron, que as descarrega para dentro do forno, uma caixa metalica selada
em que as microondas ficam em movimento continuamente de um lado para outro
enquanto o magnétron estiver operando.

A hidrolise acida pelo modo tradicional, usando banho-maria para
aguecimento, envolve diferentes concentracdes de acido sulflrico ou cloridrico,
com tempo de reacdo de 2 a 3 horas (Li Betty, 1998). Substituindo-se a fonte
aquecedora por um aparelho de microondas, incontestavelmente, reduz-se o
tempo de hidrélise, chegando-se a realizar 0 mesmo processo em apenas 6
minutos (De Paula 2001).

A ocorréncia de hidrolise em uma solugéo polimérica pode ser evidenciada
pela queda da viscosidade na solugcdo, em temperatura controlada, usando um
viscosimetro. A viscosidade de solu¢cdes macromoleculares sofre influéncia de
diversos fatores, tais como: temperatura, peso molecular e sua distribuicéo,
conformacéo e tamanho da molécula, volume ocupado em solugéo, concentracao
do polimero, flexibilidade da cadeia e velocidade de cisalhamento empregada para
obtencdo da medida do tempo. Através de medidas da viscosidade intrinseca de
solucdes poliméricas, extremamente diluidas, é possivel calcular com preciséo, o

peso molecular médio viscosimétrico de polimeros (De Paula, 2001).
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De acordo com Li Betty (1998), o uso de microondas apresenta a vantagem
de ndo provocar alteragbes nos agucares apoés a hidrélise. Segundo os testes do
autor, os acucares apresentavam-se quimicamente semelhantes aos hidrolisados
em banho-maria. Dai concluir-se que a energia da microonda na reagdo, poderia
ser usada, pois aumenta o rendimento e diminui o tempo de hidrolise (Li Betty,
1998).

A substituicdo do banho-maria pelo forno de microondas foi feita visando-se
reduzir os tempos de hidrélise. O forno de microondas emite ondas de alta
freqUéncia, gerando um campo magnético. As moléculas polares ficam alinhadas
girando em um angulo de 180° sucessivas vezes, transformando energia
mecanica em calor (De Paula, 2201). O calor gerado possibilita a hidrélise acida
da levana formando fracdes de pesos moleculares mais leves que a levana nativa.
Com a obtencao destas novas fracdes, é possivel a ampliagdo na investigagcédo do
uso das levanas em testes farmacologicos.

Em todo o mundo, existe uma necessidade natural de tornar tudo mais
rapido e pratico. O forno de microondas aumentou a praticidade da vida moderna.
De acordo com Li Betty (1998), a realizacdo de uma reacdo que duraria de 2 a 3
horas nos modos convencionais passa a ter os mesmos resultados em apenas 6
minutos com o uso de .microondas.

Estudos sobre os mecanismos de funcionamento do forno de microondas e
sua aplicacdo na biotecnologia sdo cada vez mais abrangente. O forno de
microondas tornou-se uma importante fonte aquecedora em diferentes reacdes, de
uma simples hidrolise até reacbes de metilacdo, esterificacdo, acetilacéo,

conjugacao.
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Um estudo comparativo entre o forno de microondas e o banho-maria com
fonte aguecedora na hidrdlise acida do polissacarideo levana e do dissacarideo
sacarose foi realizado por De Paula (2001). O objetivo foi avaliar a possibilidade
do forno de microondas em substituicAo ao banho-maria tradicional. O uso do
forno de microondas na hidrélise do dissacarideo reduziu o tempo de reacéo,
anteriormente de 15 minutos em banho-maria, para 1,5 minutos. Os acgucares
redutores totais (ART) resultantes foram dosados pelo método do DNSA. A
concentracdo de sacarose utilizada na preparacdo da solugdo foi equivalente com
a concentracao (ART) encontrada na amostra que foi submetida a hidrélise por 1,5
minuto.

Nos testes de hidrélise do polissacarideo, foram utilizadas levanas
produzida pelas linhagens CP 4 a 30°C e ZAG-12 a 35°C, que apresentaram
pesos moleculares médios: Mw 7.900 e Mw 1.570.000. Usando banho-maria a
100°C eram necessarios 30 minutos para hidrolisar completamente a levana em
mondmeros de frutose. A hidrdlise no forno de microondas, com poténcia de 650W
permite que, em apenas 5 minutos, obtenha-se resultado semelhante ao método
de hidrolise em banho-maria tradicional.

Além da levana, também foram realizados testes com o amido que
apresenta ligacfes, entre as moléculas, bem mais rigidas que a frutana. Este foi
escolhido devido sua abundancia na natureza e por possuir grande importancia
industrial. A solucdo de amido, nas mesmas condi¢cdes a que foram submetidos o
di e o polissacarideo, ratificar a possibilidade de utilizacdo do forno de microondas
como substituinte do banho-maria para hidrélise acida de diversos polimeros.

Comprovou-se também, que € possivel a reducado total da molécula de amido a
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glicose, em forno de microondas, num tempo de 10 minutos. Em banho-maria ndo
se chegou aos mesmos valores de concentracdo de glicose livre, mesmo
utilizando-se 30 e 60 minutos de hidrolise (De Paula, 2001).

Joergensen (1995) utilizou o forno de microondas como método rapido para
hidrélise de proteinas. As amostras foram aquecidas a 150°C com tempo entre 10
— 30 minutos, enquanto que em metodos convencionais usa-se 110°C durante 24
horas. Os métodos tradicionais e com microondas foram testados com amostras
puras de proteinas, carboidratos, gorduras e acidos nucléicos. O método usando
microondas mostrou resultados semelhantes e até mesmo melhores, em algumas
situacdes, método convencional. Os efeitos da quebra e a estabilidade dos
agentes foram testados, foi visto que a degradacéo do &cido tioglicolico estabiliza
a metionina e em parte o triptofano. A degradacdo do fenol estabiliza a tirosina,
fenilalanina e a histidina (Joergensen, 1995).

O aquecimento em forno de microondas € usado principalmente para
acelerar as reacf6es quimicas e para hidrolisar de diversos polimeros. A hidrélise
da albumina, por exemplo, apresenta rendimentos semelhantes aos métodos
convencionais, na formacdo de aminoacidos livres (Guardia, 1993). Além da
preocupacdo em comparar os métodos de hidrolise, o autor realizou um processo
investigativo sobre os efeitos dos seguintes parametros de hidrolise em forno de
microondas: poténcia do forno, tempo de hidrélise, volume da solugdo sob
hidrélise e finalmente na concentragdo do &cido utilizado. O estudo em
cromatografia mostrou que o aquecimento em forno de microondas ndo causou

alteracGes quimicas nos aminoacidos resultantes da hidrolise (Guardia, 1993).
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O estudo das hidrolises do é&cido fitico foi determinado indiretamente
atravées da dosagem de fosfatos resultantes das hidrolises. O método
desenvolvido é eficaz para avaliagdo de formulagBes farmacéuticas, pois nao
necessita da utilizacdo de produtos para obtencao de uma suspenséo homogénea
aguosa, evitando ainda, as pequenas quebras ocorridas nas amostras analisadas
pelo método convencional (Salvador, 1998).

Salvador (1998), em seus experimentos, avaliou as concentragbes de
diferentes fases de hidrélises com diversos acidos inorganicos. O autor constatou
uma melhora na diluicdo total e na homogeneidade dos fosfatos para
determinacéo indireta das hidrélises do acido fitico, apds aquecimento em forno de
microondas.

O forno de microondas tem sido utilizado, também, na quimica organica,
para acelerar o processo de hidrélise dos benzodiazepinicos na formacéao de seus
correspondentes benzofendis sob uma poténcia de 650W durante 10 minutos,
com rendimento semelhante ao método tradicional e sem comprometimento
guimico da molécula resultante. Os benzofendis sdo muito reativos e podem ser
facilmente convertidos para compostos diazodiazepinicos que podem ser
determinados na faixa do visivel. Eles também interagem com sulfactantes nao
ibnicos, desta maneira misturas binarias de benzodiazepinicos podem ser
analisadas simultaneamente apds hidrolise dos benzofendis (Salvador, 1989).

Shih-Hsiung Wu (1999) investigou as poténcias do forno de microondas em
diferentes tempos de hidrélise do acido colominico em forno de microondas,
exaltando como vantagens na utilizacdo do forno de microondas: obtencéo de

produtos com baixo grau de polimerizagdo, menor observacdo de produtos
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secundarios e maior rendimento na hidrolise em relagcdo ao método convencional
de proteinas e peptideos.

Devido ao forno de microondas ser uma caixa onde as microondas sao
lancadas com desordem, h& necessidade de se determinar a poténcia em regides
diferentes regides do forno, padronizando-se, assim, apenas um determinado local
para uso. Utilizando-se uma certa quantidade de agua e verificando a temperatura
nos trés niveis de poténcia do forno € possivel determinar a poténcia no centro do
forno com base na variagdo da energia térmica em funcao do tempo (De Paula,
2001). Os resultados obtidos por De Paula (2001) foram semelhantes aos de La
Guadia, (1993) na determinacéo da poténcia no interior do forno.

Malviya (2003) utilizou o forno de microondas para metilacdo de
polissacarideos vegetal, apdés purificagdo e isolamento da goma Guar de
Cyamopsis tetragonolobus (Guar).

A metilagdo do polissacarideo usando o forno de microondas, em 100% de
sua poténcia total, durante 4 minutos foi suficiente para introduzir os radicais metil
nos polissacarideos (Malviya, 2003).

O forno de microondas também é utilizado como fonte aquecedora para
facilitar a hidrolise completa da goma guar em metil monossacarideos, com
apenas 1,66 minuto e poténcia de 70% da capacidade do forno de microondas,
demonstrando a presenca de 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-manose, 2,3-di-O-metil-D-
manose e 2,3,6-tri-O-metil-D-manose nas respectivas proporcoes 1,00:1,01:1,02
molar (Thibault, 1999). Thibault (1999), usando forno de microondas com uma
poténcia de 750W, sob diferentes tempos e condi¢cdes, desenvolveu a

esterificagdo em cristais de celulose para fabricacdo de plasticos biodegradaveis.
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Estes plasticos podem ser utilizados em embalagens de produtos alimenticios, sob
condicdes livres de solventes durante a catalise. Apos a esterificacdo da celulose
o plastico obtido teve as seguintes caracteristicas: transparente, claro, flexivel, de
pequena espessura.

O forno de microondas tem participagdo com absoluto sucesso em reacoes
de hidrdlise. Estas reacdes sdo de grande interesse do ponto de vista pratico para
tecnologia da industria quimica. As reacdes de N-acetilagdo também sdo possiveis
de acontecer sob a irradiacdo de microondas. Yuri (1999) testou solugbes de
aminas tal como: p-anisidine e benzilamina com acido acético a 80% e sujeitas a
irradiacdo por alguns minutos em um forno de microondas. Os produtos N-acetil
foram obtidos com elevados rendimentos e com um bom grau de purificacdo. Esta
reacao foi estendida usando o acido propidnico e o acido butirico em substituicdo
ao acido aceético e também as aminas foram substituidas e obteve-se 0 mesmo
sucesso.

As pterinas foram isolados pela primeira vez em pigmentos da asa de
borboletas européias (Lepiddptera), quase todos os produtos naturais do pteridine
sdo acompanhados com &cido fdlico, biopterin, neopterin, assim como
metotrexato, droga sintética usada contra cancer possuindo uma substituicdo no
carbono 6 (C-6) do anel pteridine. Houve um grande interesse em desenvolver
sintese de regides especificas das pterinas a fim de priorizar as preparacdes
destas moléculas complexas. No trabalho foi realizada a sintese de regido
especifica para conveniente substituicdo no carbono seis das pterinas. Assim
como das quinoxalinas, usando o forno de microondas para reacdo de

conjugacao, em ambos os elementos (Adak, 2002).
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O forno de microondas mais uma vez mostra-se uma importante ferramenta
na aceleracdo do processo, reduzindo o tempo de reacdo, tornando o método
mais simples e especifico na regido do C-6 para sintese de pterinas e também nos
heterociclos da quinoxalina (Adak, 2002).

Um fato comum nos trabalhos sobre a utilizagdo do forno de microondas
para as diversas funcdes € a reducado no tempo de reacdo. Observa-se que, assim
como foram constatados por De Paula (2001) nos demais, 5 minutos ou menos no

forno foram sempre suficiente para realizacdo das reagoes.

2.5 OLIGOSSACARIDEOS

Z. mobilis cresce em meio de sacarose e converte este aclcar em glicose e
frutose pela acdo de até trés enzimas: a levanassacarase extracelular (Lev U)
formando oligossacarideos, levana e glicose; uma invertase extracelular (Inv B)
formando glicose e frutose; e uma outra invertase (Inv A) cujo papel ainda néo foi
totalmente esclarecido. E ainda formado, outro subproduto, o sorbitol, quando as
células usam sacarose como fonte de carbono. A formacdo de todos esses
subprodutos conduz a uma expressiva reducdo na producéo de etanol (Preziosi et
al, 1990; Yanase et al., 1992).

Considerando-se que a producao de levana e de oligossacarideos ocorrem
simultaneamente no metabolismo da sacarose por Z. mobilis, e que a mesma

enzima, a levanassacarase, € responsavel pelo processo de polimerizacdo de

ambos, entende-se que fatores que afetam a cinética enzimética, tais como



Paula, V. C. HIDROLISE ACIDA DA LEVANA EM FORNO DE MICROONDAS 23

temperatura e concentracdo de substrato, influenciardo no tamanho da cadeia
polimérica formada (Coimbra, 2002).

Os frutooligossacarideos sado polimeros naturais de frutose que usualmente
sdo encontrados ligados a uma molécula inicial de glicose. Os
frutooligossacarideos podem ser produzidos comercialmente por uma acado
enzimatica sobre a sacarose (Hidaka e cols., 1986).

Um grupo especifico de oligossacarideos tem atraido interesse comercial,
sdo os frutooligossacarideos (FOS), os quais sdo produzidos tanto por plantas,
como trigo, centeio, cebola, alho, banana, alface, chicéria (Likardi et. al 2001)
guanto por microorganismos. Entre os microrganismos produtores é possivel citar
Aureobasidium pullulans, Aureobasiddium sp, Arthhrobacter sp, Aspergillus
japonicus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Claviceps purpurea, Fusarium
oxysporum, penicillium spinulosum, Saccharomyces cerevisisae (Yun, 1996), além
de Zymomonas mobilis (Viikari & Linko, 1986).

Berkers et al.,, (2002) realizou a investigacdo da estabilidade dos
frutooligossacarideos derivados do complexo levana-levanassacarase. Os
oligossacarideos foram extraidos pela adicdo do etanol a 96% em uma propor¢ao
de 2,5:1 etanol/solucdo, agitando-se durante 10 minutos em temperatura
ambiente. A dindmica da conversdo da sacarose em glicose, frutose e
frutooligossacarideo formados pela levanassacarase extracelular, demonstraram
que a frutose exibe um apice durante as primeiras 6 horas e depois deixa de
variar, enquanto a concentracdo de glicose apresentou uma variagdo linear

durante as 24 horas de incubacdo. Ambos, frutooligossacarideos e levana, séo
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considerados como alimentos funcionais, que atuam como fatores prebiéticos,
reduzindo os niveis de colesterol no sangue (Bekers et al., 2002).

A obtencdo de oligossacarideos derivados da hidrélise de levana
demonstrou uma série de (2_6) pB_D fructofuranose com DP 14 em analise no
GPC BIO Gel P2.

Os oligossacarideos sédo formados por ligacdes glicosidicas através de uma
reacdo de condensacédo entre o grupo hidroxila do atomo de carbono anomérico
de um monossacarideo e grupo hidroxila de um outro monossacarideo formando
um grupo acetil.

Atualmente, a classificacdo de oligossacarideos é feita de acordo com o
namero de monossacarideos, presentes na cadeia, como exemplo: di, tri e
tetrassacarideos. Os oligossacarideos ainda sédo subdividos em duas classes, em
homo e hetero-oligossacarideos. Os homossacarideos consistem apenas de um
anico tipo de monossacarideos. Enquanto os hetero-oligossacarideos consistem
de um ou mais oligossacarideos diferentes. Os frutooligossacarideos sao
homossacarideos constituidos apenas por mondmeros de frutoses. (Kennedy et.
al., 1985).

Os frutooligossacarideos sdo totalmente resistentes a digestdo no trato
gastrointestinal superior e utilizados quase inteiramente pelas bifidobactérias no
colon (Hidaka et. al., 1986).

Os frutooligossacarideos sdo de 0,4 a 0,6 vezes mais doces que a
sacarose. Como ndo sdo absorvidos pelo organismo, representam um alimento

seguro para uso em pessoas com diabetes (Yun, 1996). Estima-se que eles
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fornecam apenas 1 Kcal/g (Robertfroid et. al., 1993). Relata-se também que seu
consumo habitual, intensifica o crescimento da flora intestinal, aliviam a
constipacgao e o suprimindo a produgéo de substancias putrefativas (Yun, 1996).

Trautwein et. al. (1988), utilizando um tipo de camundongo, relataram que
frutooligossacarideos de inulina exercem um efeito hipocolesterolémico. A
evidéncia sobre o efeito dos frutooligossacarideos nos lipideos sanguineos
humanos é conflitante. Alguns estudos (Jenkins et. al.,, 1991) relataram
concentracbes elevadas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
possivelmente devidas a producdo de acetato, um precursor de colesterol e
lipideos, pela fermentacdo intestinal. A acdo de diminuicdo dos lipideos por
frutooligossacarideos parece envolver alteracbes na sintese de triglicérides
hepéticas, secrecdo de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) ou
reabsorcdo de sais biliares. O consumo habitual de frutooligossacarideos altera o
metabolismo da glicose. Luo et. al. (1996) relataram que 20g de
frutooligossacarideos diarios diminui a producdo de glicose hepética basal
comparada a sacarose em seres humanos saudaveis.

Os frutooligossacarideos sédo considerados componentes alimentares
polifuncionais devido a inimeras propriedades benéficas. Eles funcionam como
fatores probidticos estimulando o crescimento e a atividade de bactérias da flora
intestinal, especialmente dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, mantendo o
equilibrio de microflora e afastando a colonizagdo e crescimento de
microrganismos patogénicos (Yun, 1996).

Outras propriedades importantes destes oligossacarideos foram relatadas.

Eles sdo livres de calorias, pois sdo escassamente hidrolisados por enzimas
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digestivas e, portanto, ndo séo utilizados como fonte de energia. Sdo também néo
cariogénicos. Seu sabor doce € muito similar ao da sacarose, um adocante
tradicional. Estas peculiaridades indicam seu uso como adogante em resposta a
um aumento da demanda, sobretudo de diabéticos, por serem alimentos de baixa
caloria (Yun, 1996).

A presenca de oligossacarideos e monossacarideos no mel brasileiro é um
reflexo das condi¢bes do clima da regido e da vegetacdo nas proximidades das
areas de producdo. E constituido por diversos mono e oligossacarideos em
diferentes concentracbes. A sacarose, por exemplo, devido a reacdo de
trans_D_glicosilagdo o qual é iniciada pela transferéncia de unidade de
D_glicopiranosil para uma molécula receptora que pode ser um mono-, oligo- ou
polissacarideo, mostra-se presente em maiores concentracdes no mel nas regidoes
Sul e Sudeste do Brasil que nas demais regides. A formacgéo de oligossacarideos
no mel seria principalmente devido as reacdes de trans_D_glicosilacdo (Bastos,
2002).

Palatinose, um adogante de origem natural ou sintética constituido de
glicose e frutose e varios oligossacarideos tais como isomaltooligossacarideos e
frutooligossacarideos tém surgido como adogante alternativo devido a uma
demanda por alimentos de baixa caloria. Entre eles, os frutooligossacarideos
microbianos obtidos de sacarose tem atraido especial atengdo. Isto se deve a
elevada resisténcia dos frutooligossacarideos a hidrolise &cida e enzimatica (Yun,
1996; Roberfroid, 1997). Marx et al. (2000) determinaram a resisténcia de

frutooligossacarideos com ligagbes do tipo p_(2,6) as enzimas do
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tratogastrointestinal superior. Eles realizaram um teste de digestdo in vitro
incubando uma seérie de amilases, proteases, pancreatina e tripsina com 0s
frutooligossacarideos e posteriormente analisaram a mistura, antes e depois da
hidrélise, por cromatografia liquida. Eles verificaram que os frutooligossacarideos
de cadeia longa sdo mais resistentes a hidrolises acida ou enzimatica do que os
cadeias curtas, demonstrando que eles atingem o colon inalterados servindo como
substrato para microrganismos intestinais.

O método de cromatografia liquido de alta eficiéncia tornou-se um dos
métodos mais utilizados na andlise de mono e oligossacarideos produzidos por via
fermentativa ou através de hidrélises de polimeros com elevados pesos
moleculares. O,Neill (1995) analisou a composicdo de monossacarideos
resultantes de hidrolises de oligossacarideos e glicoproteinas em HPLC,
confirmando em seu trabalho a eficacia e eficiéncia do método. Foi realizada uma
comparagdo com TMS, separacédo por trimetilsilii em cromatografia liquido-gas, um
método de dificil interpretacdo dos resultados. Foram submetidos a hidrdlises
diferentes tipos de oligossacarideos e glicoproteinas a 121°C durante duas horas.
Os intervalos de tempos de hidrolises testados foram de uma a seis horas,
ocorrendo na maioria das amostras as hidrolises totais a partir das duas primeiras
horas e uma constante no decorrer do tempo (O,Neill, 1995).

O FOS conhecido pelo nome comercial de Neosugar € uma mistura de
frutooligossacarideos desenvolvido, no Japéo, originalmente como adocante de
baixa caloria, ndo-nutritivo. O Neosugar € comercializado em forma de xarope ou

de p6 pela Seika Kaisha Lida do Japédo. Trata-se de uma mistura de 1-(1-B-
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frutofuranosil) n-1 sacarose oligbmeros, nos quais n pode variar de 2 a 4.

Basicamente, sdo moléculas de sacarose (dissacarideo glicose-frutose) aos quais
foram acrescentadas 1, 2 ou 3 unidades adicionais de frutose por ligacdo
glicosidica B (2 _1) as unidades de frutose da sacarose. Esses compostos
apresentam propriedades fisicas que os tornam aplichveis em produtos
alimenticios, como auséncia de cor e de odor, estabilidade em pH neutro e em

temperaturas inferiores a 140°C (Torres et. al 2001).
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3.0 OBJETIVO GERAL

Obter, por hidrélise acida em forno de microondas, fracdes de levana de

baixo peso molecular e frutooligossacarideos a partir do polissacarideo

produzido por via fermentativa.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

=

Padronizar condigBes de hidrdlise em forno de microondas que levem a
obtencdo de fracbes de levana de baixo peso molecular médio,
oligossacarideos e monossacarideos;

Obtencao de fracdes de levana de baixo peso molecular ndo encontradas
na producao por via fermentativa;

Definir a fragdo de peso molecular médio mais adequada dentre as fracdes
de levana hidrolisadas, para uso antitumoral;

Caracterizar os oligossacarideos obtidos no processo de hidrdlise segundo
o grau de polimerizacdo, por cromatografia liquida de alta resolucéo

(HPLC).
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 FRACIONAMENTO DA LEVANA POR PRECIPITACAO

Para o estudo do fracionamento de levana por precipitacéo foram pesados
2,59 da levana nativa liofilizada, a qual foi solubilizada em um volume de agua
destilada, suficiente para se conseguir uma concentracdo de 100g/L. A essa
solugcédo foi adicionada quantidade adequada de etanol absoluto, agitando-se
sempre, para obtencédo de uma concentracdo de 10% (p/p) em etanol.

A mistura etanol, 4gua e levana foi deixada em repouso a 4°C por um
periodo de 03 a 05 dias, para que a fracdo de levana sedimentasse. Ocorrida a
decantacdo, o sobrenadante foi retirado e a ele adicionado um volume de alcool
suficiente para elevar a concentracdo a 20% de etanol (p/p). Os precipitados
obtidos por decantagdo foram transferidos para pesa-filtros tarados a 50°C e
levados para secar em estufa a vacuo (Modelo FANEM) a mesma temperatura. O
mesmo procedimento foi adotado para obtengcao das fragbes subsequentes, em

intervalos de 10 em 10 até 90% de etanol (p/p).

4.2 FRACIONAMENTO ACELERADO POR CENTRIFUGACAO

A primeira etapa foi realizada da mesma forma que a anterior, porém a
mistura etanol, 4gua e levana foi levada para centrifuga (Sorvall Super T21)
refrigerada a 4°C a 5000 rpm durante 35 minutos, para separacao da fracdo a

10% de levana (mais pesada). Ocorrida a centrifugacdo, o sobrenadante foi
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retirado e a ele adicionado um volume de alcool suficiente para elevar a
concentracdo a 20% de etanol (p/p). A centrifugacdo repetida nas mesmas
condicdes anteriores. O precipitado obtido foi transferido para pesa-filtros secos a
50°C, tarados e levados para estufa a vacuo nesta mesma temperatura, para
secagem da fracdo centrifugada. O residuo foi seco até peso constante. Assim,
foram obtidos os pesos das fracbes de levana precipitadas nas diferentes

concentracdes de etanol, ou seja, 10 — 20 — 30 — 40 — 50 — 60 — 70% p/p.

4.3 FRACIONAMENTO DA LEVANA POR PRECIPITACAO - ap6s hidrélise

acida em forno de microondas.

A solucéo de levana destinada a hidrolise foi obtida da mesma forma que a
solucéo destinada ao fracionamento. A essa solucédo foi adicionada quantidade de
acido cloridrico 0,1M até atingir o pH de 2,5, em seguida foi levada ao forno de
microondas, White — Westnghouse modelo 3500B, para que ocorresse a hidrdlise
acida por 3 minutos. Posteriormente foi adicionada quantidade adequada de
etanol absoluto, agitando-se sempre, para obtencdo de uma concentracdo de 10%
(p/p) em etanol.

A mistura etanol, agua e levana foi submetida ao mesmo procedimento do

item 4.1.
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4.4 HIDROLISE ACIDA DA LEVANA.

Visando uma maior rapidez e controle sobre a quebra das ligacdes da
levana, por hidrélise acida, foi utilizado um forno de microondas como fonte
aguecedora para obtencdo de oligossacarideos. Para isso, foi preparada uma
solucédo de levana 20g/L a partir de material liofilizado. O pH desta solugéo foi
ajustado para 2,5 com é&cido cloridrico 0,1M. Esta solucéo foi hidrolisada em forno
de microondas com poténcia de 650W, durante os seguintes tempos: 0,5; 1,0; 1,5;
2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 5,0 minutos.

ApOs a hidrolise, as amostras foram neutralizadas com solu¢ées de NaOH.

4.5 FRACIONAMENTO DE LEVANA - Sem uso de centrifugacdo apos

hidrélise em forno de microondas.

A solucéo de levana foi adicionada quantidade de &cido cloridrico 0,1M até
atingir o pH de 2,5, em seguida foi levada ao forno de microondas para que
ocorresse a hidrélise acida por 3 minutos. Posteriormente, foi adicionado etanol
absoluto suficiente para obtencdo de uma concentracdo de 95% (p/p) em etanol. A
mistura etanol - agua - levana foi deixada em repouso a 4°C por periodo de 35
minutos, para que a levana sedimentasse. Ocorrida a decantacdo, 200mL do
sobrenadante foi retirado para evaporacdo do excesso de etanol a 50°C. Apés a
evaporagdo do etanol, o material seco foi solubilizado em agua e levado para

analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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4.6 ANALISE DE OLIGOSSACARIDEOS

A analise de oligossacarideos com diferentes graus de polimerizagédo foi
realizada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia. A fase mével foi dgua
deionizada, a coluna foi uma REZEX-RS0O OLIGOSACCHARIDE (12pum x 10mm X
200mm) e a temperatura do forno foi de 80°C. A deteccéo foi realizada por indice
de refracdo com a unidade o6tica mantida a 35°C. Foi utilizado um padrdo

qualitativo de oligossacarideos (Light corn syrup — Order No. ALO-3038).

4.7 ANALISE DE MONOSSACARIDEOS

A analise dos monossacarideos foi realizada através de cromatografia
liguida de alta eficiéncia. A fase mével foi agua deionizada e a coluna BECKMAN
U-SPHEROGEL CARBOHYDRATE (10um x 6,5mm x 300mm) e a temperatura do
forno foi 80°C. A deteccéao foi realizada por indice de refracdo com a unidade 6tica
mantida a 35°C. Foi preparada uma solu¢cdo com um padréo de frutose (D-Frutose

— VETEC No. 374).
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4.8 TESTES ANTITUMORAIS

4.8.1 ENSAIO BIOLOGICO

Foram utilizados para os ensaios antitumorais camundongos albinos suicos,
variedade Mus musculus, com cerca de 60 dias de nascidos, pesando de 20 a
30g, pertencentes ao biotério do Departamento de Antibioticos da UFPE. Para o
transplante do tumor sélido sarcoma 180, a massa tumoral foi retirada de um
animal doador, fragmentada e colocada em solugcdo antibidtica. O fragmento
tumoral de cerca de 3mm de diametro foi inoculado subcutaneamente (s.c) na

regido axilar do animal (Stock et al., 1955; Komiyama & Fmayama, 1993).

4.8.2 TESTES DE INIBIACAO TUMORAL

Todos os testes de inibicdo tumoral foram realizados de acordo com o
descrito a seguir. Cada conjunto de experimentos foi desenvolvido empregando-se
grupos de 06 animais para cada fracdo testada. Foram incluidos em cada ensaio,
um grupo controle, correspondente aos animais transplantados mas sem
tratamento. A quimioterapia experimental teve inicio 48h ap0s o implante do
tumor. Os polissacarideos foram dissolvidos em solucao salina estéril e aplicados
diariamente, por sete dias, por via intraperitoneal, com dose de 200mg/Kg de peso
do animal de acordo com o descrito por Calazans (1997). Ao término do

tratamento, os animais foram sacrificados, os tumores retirados, dissecados e
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pesados. O mesmo procedimento foi feito no grupo controle. As inibigcbes tumorais

foram calculadas segundo a férmula descrita por Machon et al., (1981).

TWI% =C-T/C x 100
Onde: TWI1% = % de inibicdo tumoral;
C = Média dos pesos dos tumores doa animais controle;

T = Média dos grupos testados.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS DE BIOSSEPARACAO

Através de precipitacdo fracionada, foi construido um histograma de
distribuicdo de fracbes de diferentes faixas de pesos moleculares meédios
existentes na levana nativa. As precipitacdes das fragbes ocorrem apés adicao
crescente de etanol por decantacdo durante 3 a 5 dias sob refrigeragdo. As novas
condi¢cdes do fracionamento consistiriam na reducéo do tempo de precipitacéo das
fragcdes. Submeteu-se, cada fracdo da levana durante o processo de precipitacao,
a ultracentrifugacédo, acelerando a precipitacdo e, consequentemente, reduzindo o
tempo de construcdo do histograma de distribuicéo.

As Figuras 1 e 2 mostram a distribuicdo das fragcbes da levana nativa
produzida por via fermentativa, obtidas pelo método de precipitacdo fracionada
com adicao crescente de etanol. As precipitacdes foram realizadas sem e com o
uso de uma ultracentrifuga.

Na Figura 1 observa-se o histograma de distribuicdo de fracbes de
diferentes pesos moleculares médios, existentes na levana produzida por via

fermentativa (levana nativa).
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Figura 1. Histograma de distribuicdo de fracdes massicas de levanas produzida por

Z. mobilis ZAG 12, obtidas pelo método de precipitagéo fracionada.

A Figura 2 mostra o histograma de distribuicdo da levana nativa submetida
ao fracionamento utilizando uma ultracentrifuga para acelerar o processo de
precipitacdo das fragcdes. Com esta modificacdo da técnica original foi possivel
reduzir o tempo de obtencdo destas fracdes e agilizar a construcdo do histograma
de distribuicdo. Com a utilizacdo da ultracentrifuga, o tempo de um histograma
que era de aproximadamente 30 dias, foi reduzido para 7 horas de trabalho. O
tempo de centrifugacdo de cada fracdo foi de apenas 35 minutos. No método
utilizado anteriormente, gastava-se de 3 a 5 dias para obtencdo de uma Unica

fracao.
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Figura 2. Histograma de distribuicédo de fracdes massicas de levanas produzida por

Z. mobilis ZAG 12, com o uso da centrifuga para separacao das diferentes fragdes.

Comparando-se os histogramas, Figuras 1 e 2, observa-se a grande
similaridade existente entre ambos confirmando-se a validade do emprego da
centrifugacao para aceleracédo da separacao das fracdes. Pequenas alteracdes na
quantidade de algumas fracdes recuperadas sdo observadas. O histograma de
distribuicdo das fragcbes de levana submetida ao processo de centrifugacéo,
apresenta-se como uma curva no formato gaussiano, gerando um histograma
semelhante ao original (levana nativa).

Foram testados progressivos tempos de centrifugacdo até atingir-se o mais
adequado para separacéo das fracdes. Cada fracdo foi submetida a centrifugacao,
variando-se os tempos de 10 a 45 minutos, com intervalos de 5 minutos. As
fracbes mais pesadas (F-20 e F-30) e as intermediarias (F-40 e F-50) foram

precipitadas somente com 30 minutos de centrifugacdo. Constatou-se que 35
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minutos era o tempo ideal para separacdo das fracdes, pois aumentando-se o
tempo para 45 minutos ndo registrou-se variagdes quantitativas, mesmo nas
fracBes mais leves do histograma.

Foi testado também o uso da ultracentrifuga numa solucdo de levana, apos
hidrélise acida. Devido aos reduzidos pesos moleculares adquiridos pelas fracdes
depois da hidrolise, ndo foi possivel a separagéo das fracdes mais leves.

Sabe-se que o crescimento das cadeias poliméricas ocorre aleatoriamente
e gue o peso molecular médio final do polimero nativo sofre influéncia de alguns
fatores da producéo como, por exemplo, a linhagem do microrganismo utilizado e
as condicbes de fermentacdo. Em conseqiéncia, tem-se uma variagdo na
distribuicdo destes pesos moleculares médios, 0 que, em Ultima analise, ira
influenciar as caracteristicas da curva de distribuicdo de determinado polimero

(Calazans, 1997).

5.2 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO PESO MOLECULAR NA RESPOSTA

ANTITUMORAL

A levana total produzida por via fermentativa apresenta fracdes pesadas e
fracOes leves de acordo com os histogramas de distribuicdo de fracbes tracados
(Figura 1). A literatura relata que diferentes fragcbes de levana apresentam
diferentes atividades antitumorais contra os tumores experimentais, carcinoma de
Erhlich e sarcoma-180 (Lima, 2001). Diante de tais resultados, foi realizado o

estudo sobre a inibicdo tumoral em relacdo aos pesos moleculares ponderais
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médios entre 7.900 e 720.200. Os quais apresentaram variacao entre 60 e 84%
nos percentuais de inibicdo tumoral contra o sarcoma 180.

Com base nos resultados obtidos por Calazans (1997) e Lima (2001),
procurou-se ampliar o estudo, obtendo-se novas faixas de pesos moleculares,
buscando a fracdo que resultem na maior inibicdo dos tumores sarcoma 180 e
carcinoma de Ehrlich.

Usando-se forno de microondas, foi possivel obter as fracbes F-60 e F-70
em torno de 900mg, quantidades suficientes para os testes antitumorais. Nos
experimentos realizados, as fracbes F-60 e F-70 apresentaram resultados acima
de 50% de inibicdo contra os tumores testados. No entanto, a F-60 apresentou
uma inibicdo do crescimento tumoral contra o sarcoma 180 de, aproximadamente,
77% (p<0,025) e apenas 34% (p<0,0025) para o carcinoma de Erhlich. Enquanto a
F-70 apresentou uma inibicdo de crescimento tumoral contra o sarcoma 180 de
57% (p<0,025), e de 79% (p<0,025) contra o carcinoma de Erhlich (De Paula,
2001).

Com a obtencdo de faixas de pesos molecular mais leves, obtidas por
hidrélise em forno de microondas, ampliou-se a investigacao relativa a influéncia
dos pesos moleculares de levanas no uso clinico. O fracionamento das amostras
submetidas a citada hidrélise possibilitou tanto a obtengdo em maior quantidade
de determinados pesos moleculares, quanto a aquisicdo de novas fragdes, ndo
existentes no histograma de distribui¢cdo da levana original.

O uso do forno de microondas para obtencdo de tais fragcbes nao
compromete a molécula quimicamente, apresentando-se semelhante aos

acucares submetidos a hidrdlise em banho-maria (Li Betty, 1998). A mesma
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preocupacao foi apresentada por De La Guadia (1998), analisando e constatando
nenhum tipo de alteracdo quimica nas moléculas de aminoacidos obtidos a partir
da proteina albumina submetida a hidrélise em forno de microondas.

Das novas fracdes isoladas, F-80 e F-90, apenas a fracdo F-80 apresentou
resultado significativo para ambos os tumores testados. Foi registrada com essa
altima uma inibicdo de 89% (p<0,005) contra o sarcoma 180 e de 58% (p<0,005)
contra o carcinoma de Erhlich. A F-90 apresentou uma inibicdo de apenas 39,5%
para o sarcoma 180 (p<0,005) e 56% contra o carcinoma de Erhlich.

As fracOes F-80 e F-70 foram as que apresentaram 0s maiores valores de
inibicdo, respectivamente, 89% contra o sarcoma 180 e 79% contra 0 carcinoma
de Erhich. De acordo com Lima (2001), cada fracdo possui, dentro de sua faixa de
peso molecular médio, uma mistura de espécies que poderdo estar presentes nas
diferentes faixas testadas, em maior ou menor concentracdes, que podem ser as
verdadeiras responsaveis pelo efeito final observado.

Segundo os resultados apresentados na Figura 3, contra o sarcoma 180 a
maior inibicdo tumoral ocorrem na aplicacao das fragdes F-60 (77%) e F-80 (89%),
e, contra o carcinoma de Erhlich, a maior inibicdo tumoral foi provocada pelas

fracbes F-70 (79%) e F-90 (65%).
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m Sarcoma 180

m Carcinoma de
Erhlich

PERCENTUAL DE INIBICAO
TUMORAL

F-60% F-70% F-80% F-90%

DIFERENTES FRACOES DE LEVANA APOS
HIDROLISE ACIDA

Figura 3. Variacdo da atividade antitumoral de fragcdes da ZAG 12 contra o sarcoma

180 e carcinoma de Erhlich, em funcé&o de diferentes faixas de peso molecular.

O aspecto macrocéspico dos tumores apds o tratamento com a levana,
confirma os relatos de Lima (2001). Os tumores sarcoma 180 apresentaram
bordos bem delimitados, poucos invasivos e esbranquicados, indicando um
processo isquémico, com impedimento do fluxo sanguineo para a massa tumoral
por um processo, provavelmente, de vasoconstriccdo, provocado pela levana. A
semelhanca nos resultados aqui apresentados com os da literatura Lima (2001),
vem a confirmar a importancia do peso molecular na inibicdo dos tumores. Apés o
tratamento do tumor sarcoma 180 com diferentes fracGes, as caracteristicas do
mesmo eram semelhantes entre si, variando o grau de inibicdo, confirmando a

importancia do peso molecular no processo de inibicdo do tumor.
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O carcinoma de Erhlich, apdés o tratamento, apresentou-se de forma
hemorragica, com aderéncia entre 0os vasos e gerando um aspecto mais
avermelhado, indicando a possibilidade de diferentes mecanismos de atuacdo das
fracbes nos diferentes tumores testados, conforme proposto na literatura (Lima,
2001).

A F-90 foi a fracdo mais leve ja obtida pelo método de fracionamento por
precipitacdo com etanol no presente trabalho, delimitando assim, os testes com as
fracbes de levana e consequentemente, estreitando cada vez o processo de

investigacao da fracdo ideal para inibi¢cao total dos tumores.

5.3 OBTENCAO DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS POR HIDROLISE ACIDA DE

LEVANA EM FORNO DE MICROONDAS

Dentre o0s objetivos deste trabalho esta a avaliagdo dos
frutooligossacarideos obtidos por hidrélise é&cida de levana em forno de
microondas. Foi constatado que a hidrdlise total da levana em meio acido, usando
0 banho-maria a 100°C sdo necessarias 2 horas, porém em um forno de
microondas, com uma poténcia de 650W, a hidrolise pode ser realizada em
apenas 5 minutos (De Paula, 2001). Visando a obtencdo de fracdes de levana
mais leves e oligossacarideos foram testados tempos de hidrélises variando entre
0,5 e 5 minutos em forno de microondas. O intervalo de 3 minutos revelou-se
como o melhor tempo para a producao de oligossacarideos derivados de levana.

O cromatograma do padrdo de oligossacarideos utilizado apresenta 14

picos de oligossacarideos com diferentes graus de polimerizacéo registrados entre
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17 e 45 minutos em HPLC. As andlises das solugcbes de levana hidrolisadas
demonstraram a existéncia de oligossacarideos. Foi possivel observar 12 picos de
oligossacarideos com diferentes graus de polimerizacéo entre 17 e 45 minutos de
analise por HPLC. Apds 45 minutos foi possivel observar picos correspondentes
aos mono e dissacarideos, observados através da injecao de solucdes padrdo de
sacarose, de glicose e de frutose.

Evidenciou-se que o tempo de hidrolise exerce influéncia tanto na formagéo
de oligossacarideos com determinado grau de polimerizagdo dos diferentes
oligossacarideos quanto na quantidade destes.

A Tabela 1 apresenta o tempo de hidrélise e o nimero de oligossacarideos
registrado com diferentes graus de polimerizagdo. A quantidade dos
oligossacarideos esta diretamente relacionada pela area obtida nos
cromatogramas. De acordo com 0s experimentos realizados os oligossacarideos
com DP 14 aparecem com apenas 1 minuto de hidrélise, os de DP 13 e 12 foram
obtidos com 1,5 minuto e assim para os demais oligossacarideos, seguindo uma
relacdo inversamente proporcional entre o tempo de hidrélise e grau de
polimerizacdo dos oligossacarideos, ou seja, quanto maior o tempo de hidrdlise

menor sera o grau de polimeriza¢do destes oligossacarideos.
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N° DE PICOS DE OLIGOSSACARIDEOS
TEMPO DE HIDROLISE (MIN) REGISTRADOS NO CROMATOGRAMA E SEUS
RESPECTIVOS GRAUS DE POLIMERIZACAO
1 1 Oligossacarideo (DP 14)
1,5 2 Oligossacarideos (DP 13 e 12)
2,5 3 Oligossacarideos (DP 11, 10 e 9)
3 5 Oligossacarideos (DP 8,7, 6,5 ¢ 4)
4 1 Oligossacarideo (DP 3)

Tabela 1. Relacdo entre tempo de hidrélise e a quantidade de picos de
oligossacarideos registrados no cromatograma resultante da hidrélise acida da

levana em forno de microondas.

Cada oligossacarideo, dependendo do seu grau de polimerizagéo saird da
coluna em determinado tempo de retencdo. Os que tém tempo de saida com 41
minutos, correspondem aos oligossacarideos de menor grau de polimerizagéao.
Por exemplo, os oligossacarideos com DP de 4, que corresponde ao tempo de
retencdo de 38 minutos, apresentam-se em maior quantidade, traduzido pela
maior area no cromatograma, no tempo de hidrdlise de 3 minutos.

A Figura 4. apresenta o perfil das areas de todos os oligossacarideos
registrados nos cromatogramas com picos de saida que variam de 17 minutos
considerados como 0s oligossacarideos com maior grau de polimerizacado, até 45
minutos com menor grau de polimerizacdo, com base no padrdo de

oligossacarideos usado.
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Figura 4. Perfil das &reas relativas as concentracdes dos oligossacarideos com

diferentes tempos de saida, nos cromatogramas, em minutos, versos o tempo de

hidrolise. Os oligossacarideos representados na legenda por DP, estdo alinhados

em ordem crescente de saida aos picos. DP 14 saida com 17 minutos e DP 3 saida

com 41 minutos.

Nas Figuras de 5 a 8 estdo grafadas as areas ocupadas por cada

oligossacarideo nos diferentes tempos de hidrélise. De acordo com as estas

figuras, observou-se um deslocamento no perfil de concentragdo dos diferentes

oligossacarideos em funcdo do tempo de hidrélise, com o aparecimento de

oligossacarideos com alto grau de polimerizacdo (Figura 5) e de baixo grau de

polimerizacéo (Figura 8).
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Figura 5 Perfil das areas relativas as concentracdes dos oligossacarideos com um
tempo de saida dos picos em 17, 18 e 19 minutos, relativos aos DP 14, 13, e 12,

respectivamente, em diferentes tempos de hidrdélise.
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Figura 6. Perfil das areas relativas as concentracdes dos oligossacarideos com um
tempo de saida dos picos 20, 21 e 22 minutos, relativos aos DP 11, 10, e 9,

respectivamente,em diferentes tempos de hidrélise.
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Figura 7. Perfil das areas relativas as concentragdes dos oligossacarideos com um

tempo de saida dos picos em 24, 26, 29, 33 e 38 minutos, relativos aos DP 8,7,6,5 ¢

4, respectivamente, em diferentes tempos de hidrdlise.
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Figura 8. Perfil das areas relativas as concentracdes do oligossacarideo com um

tempo de saida do pico em 41 minutos, em diferentes tempos de hidrélise.

Um estudo cinético da despolimerizacdo da levana na geracdo de

oligossacarideos seria possivel, como mostra as Figuras 5 a 8. Os gréficos
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representando os oligossacarideos demonstram um deslocamento no perfil de
concentracdo no sentido da formacao de oligossacarideos com menores DP com
aumento no tempo de hidrélise. Os diferentes graus de polimerizacdo em relagéo
aos tempos de hidrélise demonstram um deslocamento no sentido de um aumento
da concentracdo do oligossacarideo de menor peso molecular com aumento no
tempo de hidrdlise.

Cinco minutos de hidrélise em forno de microondas sdo suficientes para
reducdo completa da levana em mondémeros de frutose. O forno de microondas
pode se tornar uma importante ferramenta para producdo de frutose de forma
rapida e econbmica.

A efichcia da hidrélise em forno de microondas para obtencdo de
compostos (polimeros e oligossacarideos) cada vez menores foi confirmada pela
producdo crescente de mondmeros de frutose com o aumento do tempo de

hidrélise nos experimentos realizados (Figura 9).

y = 349045x° - 727773x + 345000

3,00E+07
2,50E+07 /:/I
2,00E+07 /

1,50E+07

—e— FRUTOSE
= Polindmio (FRUTOSE)

AREA (RIU.S)

1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00' T T T T T T T T
05 1 15 2 25 3 35 4 45 5

TEMPO DE HIDROLISE (min)

Figura 9. Perfil de concentracéo de frutose em diferentes tempos de hidrolise.
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6.0 CONCLUSOES

1. A centrifugacdo pode ser usada como operagdo auxiliar na construgdo de

histogramas ou curvas de distribuicao de polimeros;

2. O banho Maria pode ser substituido pelo forno de microondas na quebra de

ligacdes glicosidicas por hidrolise acida;

3. A reducdo consideravel no tempo de hidrélise estimula o estudo do emprego de

microondas na hidrélise de outros polissacarideos, além da levana.

4. E possivel se obter oligossacarideos com 1 minuto de hidrélise em forno de
microondas. Os resultados indicam que 3 minutos de hidrolise em forno de

microondas é o tempo ideal para preparacdo de oligossacarideos.

5. A hidrdlise completa da levana nativa em mondmeros de frutose pode ser
realizada com apenas 5 minutos em forno de microondas nas condi¢cfes aplicadas

neste estudo.

6. E viavel utilizar-se a hidrolise acida como método para obtencdo de
polissacarideos de baixos pesos moleculares, oligossacarideos e
monossacarideos a partir de polimeros de alto peso molecular produzidos por

fermentacéo.
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7. O uso da hidrdlise &cida controlada, em forno de microondas, possibilitou o
aumento na quantidade das fracdes leves (F-60 e F-70) e o surgimento de novas
fracbes (F-80 e F-90) ndo existentes no histograma de distribuicdo do
polissacarideo original, confirmando a eficacia desse método para obtencdo de

fracdes de baixos pesos moleculares.

8. A producéo de novas fraces, obtidas por hidrélise em forno de microondas,
podera ser usada para testes farmacolégicos, ampliando-se assim as
possibilidades de investigacdes relativas a influéncia das faixas de pesos

moleculares médios no uso clinico.

9. A fracdo F-80 apresentou maior inibicdo para o sarcoma 180 enquanto a fracao
F-70 apresenta maior inibicdo para carcinoma de Erhlich, embora a fragcdo F-90

nao apresente inibicéo significativa para o sarcoma 180.

10. Confirma-se a hipbétese de que existem faixas especificas de P.M. que

expressam maior atividade antitumoral contra diferentes linhagens de tumores.
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PRODUCTION OF FRUCTOOLIGOSACCHARIDES BY LEVAN HYDROLYSIS USING
MICROWAVE

V. C. De Paula, I. O. Pinheiro, C. E. Lopes and G. M. T. Calazans.
Laboratério de Processos Fermentativos, Departamento de Antibiéticos,

Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

SUMMARY

Fructooligosaccharides may be produced by acid hydrolysis of microbial levans. To investigate this reaction
levan produced by Zymomonas mobilis strain ZAG-12 was used. The hydrolysis was performed in a
microwave oven using 20g/L levan solution acidified by hydrochloric acid to pH 2.5. The production of
oligomers was confirmed by liquid chromatography. Levan precipitations using ethanol as co-solvent was
done to separate the oligosaccharides. The optimum time for oligosaccharides production was 3 minutes.

INTRODUCTION

Polysaccharides are macromolecules composed
by hundreds or thousands of monosaccharide
joined through glycosidic bounds. On the other
hand, oligosaccharides are short chain
polysaccharides (Kohanyi & Dedonder, 1951;
Dedonder & Noblesse, 1953; French & Wild,
1953; Feingold et al., 1955). Both are readily
hydrolyzed in acid solution to yield the constituent
monosaccharide.  Obviously, oligosaccharides
may be obtained from polysaccharides by
hydrolysis under conditions that leave the desired
oligomer intact for subsequent isolation.
Controlled acid hydrolysis results in reaction
mixtures from which the oligomers may be
obtained. Usually this is done in conditions of low
pH and high temperature. Hydrolysis with diluted
acid is usually achieved with hydrochloric or
sulfuric acid in the concentration range of 0.01 to
2N. If prolonged period of hydrolysis are
employed, hydration of the oligosaccharide may
occurs. Working at water boiling point which is the
highest temperature possible under atmospheric
pressure the hydrolysis time is of order of hours.
So, it is important to develop an alternative
method which reduces the hydrolysis time to few
minutes.

Fructooligosaccharides are short chain fructans.
The interests of food industries on them are due
to their functional properties beside than
sweetness. Also, they are highly stable in the
normal pH range for food (4.0 — 7.0) and at
refrigerated temperature over one year (Yun,
1996). Not being digested by the bacteria present
in colon, they are used as substitute of sucrose
being ideal for diabetics. The production of
fructooligosaccharide by hydrolysis of high
molecular weight biopolymer using microwave is
an alternative route which allows a substantial
reduction in hydrolysis time. The oscillatory
electromagnetic fields promote the vibration of
polar molecules generating heat and the
hydrolysis as evidenced by the viscosity decrease
and HPLC analysis.

MATERIAL AND METHODS

Levan — Levan (M,, = 769,500 and M, = 50,100)
produced from Zymomonas mobilis ZAG-12 strain
in sucrose medium, was used in all experiments.

Hydrolysis — A 20g/L levan solution was
prepared and the pH was adjusted to 2.5 using
0.1M hydrochloric acid. The hydrolysis was
performed in a microwave oven (White—
Westinghouse 3500B) working at 60% of the
nominal potency (650 Watts). After hydrolysis the
samples were refrigerated and neutralized using a
diluted NaOH solution to stop the reaction.

Oligomer separation - The precipitation of the
levan was performed by ethanol addition up to
95%. The samples were then rested during 3 to 5
days for levan decantation. The supernatant was
withdrawn and subjected to evaporation at 50°C.
The dried material was dissolved in water and
analyzed in a chromatographer.

Oligomer analysis - The oligomers were
analyzed in HP 1100 chromatographer with
refractive index detector, the mobile phase was
deionised water and the column used was
REZEX-RS0 OLISACCHARIDE (12um x 10mm x
200mm).

Monosaccharide analysis — It was analyzed in
the same chromatographer with the same mobile
phase but the column used was BECKMAN U-
SPHEROGEL CARBOHYDRATE (10um x 6.5mm
x 300mm). The oven temperature was 80°C in
both cases. As standard it was used a light corn
syrup — ALO- 3038 and a D-fructose standard n°
374.

RESULTS AND DISCUSSION

The complete levan hydrolysis in a water bath at
100°C occurs in 30 minutes; however, in a
microwave oven, the hydrolysis can be performed
in 5 minutes only. Several hydrolysis times were
tested in a microwave oven to determine the best
for levan oligomer production. The analysis of the



hydrolyzed solutions showed the existence of
levan oligomers.

The oligosaccharides standard chromatogram
revealed the existence of 13 peaks with different
degree of polymerization (DP 1, DP 3 — mono and
trisaccharide and from DP 4 to DP 14 oligomers)
with retention time between 17 and 45 minutes.
All the 11 oligomers (from DP 4 to DP 14) present
in the standard used were found at the hydrolyzed
solutions. The hydrolysis time does affect the
number and the amounts of the oligomers and
fructose. The 3 minutes hydrolysis resulted in
highest oligomers yields. These yields were based
on the areas of the peaks. Figure 1 shows the
variation in the number of oligomers and the area
of fructose versus hydrolysis time. The fructose
yields increase with the hydrolysis time. However,
the increase in hydrolysis time leads to increase
followed by a reduction in oligomers number.
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Figure 1 — Relation between area of fructose and the number
of different oligosaccharides versus the hydrolysis time.

The Figure 2 exhibit the area versus the different
degree of polymerization for the eight hydrolysis
times studied.

3,5E+06
3,0E+06 \
3,0 min
—~ 25E+06
g 2,5 min 4,0 min
T 20E+06
£ X
& 15E+06 2,0 min
24 N
< 5,0 min i
1,0E+06 8,5 min _
1,5 min
5,0E+05 X
AN e~
0,0E+00 T~ - =
3 | 5 7 9 11 13 15
1,0 min DEGREE OF POLIMERIZATION

Figure 2 — Relation between the number of different
oligosaccharides and the hydrolysis time.

The oligomers with degree of polymerization 4
and 5 are always present for all the hydrolysis
time and their areas were the biggest. For all the
hydrolysis time, the area decrease with degree of
polymerization. The graphic demonstrated the
existence of a relationship between the hydrolysis
time and oligomers concentrations.
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Figure 3 — Behavior of the oligosaccharide (From DP4 to
DP14) concentration for different hydrolysis time.

The previous Figures showed the concentration
profiles of the different oligomers as function of
hydrolysis time. These Figures revealed the
formation of oligosaccharides with different
polymerization degree. The highest concentration
was observed at 3 minutes hydrolysis time.




CONCLUSIONS

The use of microwave oven in glycosidic bonds
cracking by acid hydrolysis showed to be viable. It
was possible to obtain oligosaccharides in one
minute hydrolysis. The results allow the inference
that may be useful for all polysaccharides. The
acid hydrolysis may be used to obtain the
polysaccharides of decreasing molecular weight,
oligosaccharides and monosaccharide from high
molecular weight polysaccharides from
fermentation processes.

The supernatant of the samples subjected to a
fractionation after hydrolysis in microwave oven
allowed the identification of the oligosaccharides
in levan solution proofing the method viability and
efficacy.

The hydrolysis time interval between 1 and 5
minutes demonstrate coherence in the production
of different oligosaccharides due to the peaks
areas. The proportionality between hydrolysis
times and peak areas were confirmed. As the end
of hydrolysis time was increased it become
evident the presence of low molecular weight
oligomers.
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