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(57) Resumo: PROCESSO DE DESACILAGAO CATALISADA POR
ENZIMAS DE DERIVADOS CLORADOS DE AGUCAR. Que consiste
em um processo para a produgéao de triclorogalactosacarose, no qual a
desacilagdo de sacarose-6-éster é obtida ao submeter a mistura de
reagao, apos a cloragao, a neutralizagéo e o ajuste do pH entre 6,5 e
7, a desacilagao, por meio do uso de uma enzima lipase ou de uma
enzima protease, de uma forma livre ou imobilizada.
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Trata-se a presente invengdo de um processo inovador e
uma estratégia original para a producdo de 1,6-dicloro-1-6-dideoxi-beta-
fructofuranosil-4-cloro-4-deoxi-galactopiranosideo  (TGS), que envolve a
desacilagao enzimatica de TGS 6-O-protegido obtido apds a reagao de cloragéo.

Fundamentos da Invencéo

As estratégias dos métodos da técnica anterior de
produgéo de 4, 1', 6'-triclorogalactosacarose (TGS) geralmente envolvem a
cloragdo de sacarose-6-éster por meio do uso do reagente Vilsmeier-Haack
derivado de sacarose-6-éster clorada, para a formagido de 6-acetil-4,1’, 6'-
triclorogalactosacarose, por meio do uso de diversos agentes de cloragéo, como,
por exemplo, oxicloreto de fésforo, cloreto de oxalila, pentacloreto de fésforo, etc.,
e uma amida terciaria, como, por exemplo, dimetilformamida (DMF). Apos a dita
reagao de cloragéo, a massa de reagao € neutralizada até atingir o pH entre 7,0 e
7,7, por meio do uso de hidréxidos alcalinos apropriados de calcio, sédio, etc. O
pH da massa neutralizada é entdo aumentado para 9,5 ou mais, para
desesterificar/desacetilar 6-acetil-4,1’, 6'-triclorogalactosacarose para formar 4,1’,
6'-triclorogalactosacarose, por meio do uso de hidroxidos alcalinos de calcio,
sodio, potassio, etc. Esta desesterificagdo/desacilacdo alcalina envolve a
exposi¢gdo dos reagentes a um pH adverso, na faixa alcalina, o que leva a
destruicdo de uma quantidade significativa de dimetilformamida (DMF), que é uma

cara contribui¢ao, afetando adversamente sua recuperagao apés a reagéo.

No processo da técnica anterior, a mistura de reagio
também fica exposta durante o processo de desacilagdo a temperaturas
adversas, que levam a destruicdo do préprio produto 4, 1, 6'-

triclorogalactosacarose (TGS).
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Consequentemente, existe a necessidade de apresentar
um método de desacilagdo que nao exponha a dimetilformamida (DMF) a
destruicdo. Um método foi desenvolvido para a obtengdo da desacilagao
enzimatica, a um pH que nao exponha a dimetilformamida (DMF) a destruigao.

Descricdo Detalhada da Invencéo

A desacilagao enzimatica foi descrita por Palmer e outros,
em 1995, na Patente Norte-Americana No. 5445951, para a preparagao de
derivados parcialmente acilados de sacarose, por meio da desacilagéo catalisada
por enzimas de ésteres de sacarose a partir de um éster de sacarose selecionado
do grupo que consiste em octa-acilato de sacarose, hepta-acilato de sacarose e
hexa-acilato de sacarose, em um meio organico anidro, com uma enzima ou com
uma combinagéo de enzimas, que possa catalisar a desacilagéo do dito éster de
sacarose, para produzir um derivado de sacarose parcialmente desacilado, tendo
grupo(s) hidroxila livre na(s) posigao/posi¢bes pré-selecionada(s), e recuperar o

derivado de sacarose parcialmente desacilado resultante.

Nao ha conhecimento de outro relatério a respeito da
desacilagdo enzimatca de um éster de sacarose ou de seus

derivados/precursores.

A presente invencao se refere a desacilagédo enzimatica
de TGS 6-O-protegido obtido apés a reagéo de cloragéo durante a preparagao do
adogante artificial, TGS. As modalidades da mistura da reacéo de cloragao que
pode ser submetida ao processo descrito na presente invengéo incluem, mas nao
ficam limitadas a um fluxo de tratamento obtido apés a mistura de sacarose-6-
éster com um agente de cloragdo, conforme descrito por Mufti e outros, em 1983,
na Patente Norte-Americana No. 4.380.476, por Walkup e outros, em 1990, na
Patente Norte-Americana No. 4.980.463, por Jenner e outros, em 1982, na
Patente Norte-Americana No. 4.362.869, por Tulley e outros, em 1989, na Patente
Norte-Americana No. 4.801.700, por Rathbone e outros, em 1989, na Patente
Norte-Americana No. 4.826.962, por Bornemann e outros, em 1992, na Patente

Norte-Americana No. 5.141.860, por Navia e outros, em 1996, na Patente Norte-
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Americana No. 5.498.709, por Simpson, em 1989, na Patente Norte-Americana
No. 4.889.928, por Navia, em 1990, na Patente Norte-Americana No. 4.950.746,
por Neiditch e outros, em 1991, na Patente Norte-Americana No. 5.023.329, por
Walkup e outros, em 1992, 5.089.608, por Dordick e outros, em 1992, na Patente
Norte-Americana No. 5.128.248, por Khan e outros, em 1995, na Patente Norte-
Americana No. 5.440.026, por Palmer e outros, em 1995, na Patente Norte-
Americana No. 5.445.951, por Sankey e outros, em 1995, na Patente Norte-
Americana No. 5.449.772, por Sankey e outros, em 1995, na Patente Norte-
Americana No. 5.470.969, por Navia e outros, em 1996, na Patente Norte-
Americana No. 5.498.709, por Navia e outros, em 1996 e na Patente Norte-
Americana No. 5.530.106. A desacilacdo enzimatica é realizada no fluxo de
tratamento obtido conforme mencionado acima, ap6s a neutralizagdo da massa
da reacdo clorada, apés ou sem o isolamento intermediario do TGS 6-O-
protegido. O solvente, a amida terciaria presente na massa da reagao
neutralizada, ndo se decompde devido a reagdo enzimatica e, portanto, resulta na

recuperagao melhorada do dito solvente.

Na presente invengao, a massa da reagéo clorada, apds a
reacido de cloracdo, é neutralizada com uma base apropriada. Quando o pH é
controlado durante a neutralizacdo abaixo de 6,0, o complexo TGS formado ainda
tem o grupo protegido intacto na 6- posigdo. O desagrupamento da 6- posicao é
realizado com ou sem isolamento do dito composto. Outras varias referéncias
também apontam que o desagrupamento pode ser efetuado com ou sem amida

terciaria, bem como outros solventes e condigdes aquosas.

A presente invengdo descreve a desacilagdo na 6°
posicdo por meio do uso de um processo enzimatico, no qual a enzima remove,
seletivamente, o grupo protegido na presenga ou na auséncia da amida terciaria,

incluindo dimetilformamida (DMF), que é utilizada na reag&o de cloragao.

O processo da presente invengédo também funciona bem
para a desacilagdo de modalidades que ndo s&o resultantes de uma reagao de

cloragéo, como, por exemplo, uma solugéo simples de TGS-6-éster puro.
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A desacilacdo catalisada por enzima é bastante
conhecida e as enzimas proteoliticas e as enzimas lipases realizam as reagoes
de desacilagdo e acilagdo sob condigdes benignas de reagdo e € amplamente
divulgado por Soedjak HS, Spradlin JE (1994). Biocatalysis 11: 241-248; Therisod
M. Klibanov AM (1986) J. Am. Chem. Soc. 108: 5638- 5640; B. Cambou e A.M.
Klibanov, J. Am. Chem. SOC., 106, 2687(1984); Kirpal S Bisht, Pure & Appl.
Chem., Vol. 68, No. 3, pp. 749-752, 1996; F.J. Ploul; M.A. Cruces1,
Biotechnology Letters 21: 635-639, 1999. Na presente invengao, apés a
neutralizacido da massa de reagéo, o pH é ajustado a 6,5, por meio do uso de
uma base apropriada. A enzima lipase € entdo lentamente adicionada a massa
de reacdo sob agitagdo, & temperatura ambiente. A quantidade de enzima
adicionada a massa de reacdo varia entre 10% e 40% em peso/volume,
dependendo das condigdes da reagéo e da atividade enzimatica. O teor de amida
terciaria na massa de reacdo neutralizada varia entre aproximadamente 10% e
40%. A mistura de reacgao é agitada continuamente por um periodo de 10 a 60
horas, de preferéncia, entre 16 e 20 horas. A conversdo de TGS 6-O-protegido
em TGS & monitorada por cromatografia em camada delgada (TLC). Apods a
completa desacilagdo, a mistura de reagéo ¢ levada para o isolamento do TGS,
por meio de cromatografia de afinidade. O TGS isolado € entao cristalizado por

meio do uso de métodos apropriados.

O uso de enzimas lipases ou enzimas proteoliticas, para a
desacilacdo de TGS 6-O-protegido em TGS, pode ser na sua forma nativa ou na
forma imobilizada. Quando a enzima imobilizada é utilizada, a enzima ¢ filtrada
apos o término da desacilagdo. Esta enzima recuperada também pode ser
reutilizada. Além disso, a enzima imobilizada também pode ser empacotada em
uma coluna e a massa de reagdo pode ser passada através da coluna e a
desacilagdo in situ do TGS 6-O-protegido pode ser realizada. Estas enzimas
podem ser imobilizadas em ou sobre suportes poliméricos sintéticos que incluem,
por exemplo, mas nao ficam limitados a suportes a base de nailon, poliacrilico,
poliestireno ou poliacrilamida; ou suportes orgéanicos naturais ou semi-sintéticos,

como, por exemplo, aqueles baseados em polissacarideos, que incluem, por
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exemplo, mas ndo ficam limitados a celulose, amido, dextrano, agar-agar,
quitosana, quitina, etc; ou suportes inorganicos, como, por exemplo, aqueles

baseados em carbono, silica, zirconia, alumina, fosfato de zircénio, etc.

A fonte das enzimas lipases pode ser de origem animal,
vegetal ou microbiana, de preferéncia, de origem microbiana ou bacteriana, como,
por exemplo, Bacillus thermocatenulatusis, Pseudomonas aeruginosa, etc., de
origem fangica, como, por exemplo, Penicillium Roquefortii, Asperigillus niger,
Asperigillus oryzae, Rhizopus niveus, Candida rugosa, Rhizomucor miheii,

Candida antartctica, efc.

Durante o processo da presente invengéo, o TGS produto
néo fica exposto a quaisquer condi¢cbes adversas de temperatura ou pH, tal como
no caso dos processos convencionais de desacilagao, por meio do uso de acido e
alcali. A perda de produto € minima comparada com qualquer outra forma de

processo de desacilagao.

Durante o processo da presente invencdo, a amida
terciaria ndo fica exposta a quaisquer condigdes adversas de temperatura ou pH,
tal como no caso dos processos convencionais de desacilagao, por meio do uso
de acido e alcali. Conseglientemente, de forma alguma ocorre a decomposig¢éo
da amida terciaria. Portanto, o rendimento da recuperacédo da amida terciaria

aumenta significativamente.

Abaixo, sao descritos exemplos que ilustram o
funcionamento da presente invengéo, sem limitar, de qualquer maneira, o ambito
da mesma. Os reagentes, a proporgao dos reagentes utilizados, a variedade das
condicoes de reagdo descritas, as enzimas utilizadas e algo do género s&o
apresentados apenas a titulo de ilustragdo e o ambito da presente invengéo
engloba seus reagentes analogos e condi¢bes de reagdo analogas, bem como
reagbes de natureza genérica analoga. Em geral, qualquer alternativa
equivalente, que seja evidente para os especialistas versados na técnica de
producdo de sacarose clorada, sera incluida no ambito do presente relatério

descritivo. Conseqiientemente, a citagdo de um acetato abrangera qualquer grupo
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éster equivalente que possa desempenhar a mesma fungdo no contexto da
presente invengéo, e a utilizagdo de uma enzima abrangera qualquer alternativa
que possa fornecer a agédo ou a agéo analoga da enzima aqui descrita sob
condigdes analogas de reagéo. Varias outras adaptagbes das modalidades serao
facilmente previsiveis por aqueles especialistas versados nesta técnica e que
também estdo incluidas no ambito do presente relatério descritivo. Uma citagao
na forma singular pretende também incluir o seu plural, a menos que o contexto
nao permita isso, ou seja: a utilizagdo da expressao "um solvente organico" para
extracdo abrange a utilizagdo de um ou mais de um solvente organico, seja

sucessivamente ou em combinagdo, como uma mistura.
EXEMPLO 1
Cloracao de sacarose-6-acetato

Em um frasco de reacdo de 5 litros, 1250 ml de
dimetilformamida (DMF) foram adicionados e resfriados a uma temperatura entre
0°C e 5°C. Depois disso, foram adicionados, lentamente, 635g de pentacloreto de
fosforo (5,4 moles), sob agitagdo, mantendo-se a temperatura da massa de
reacdo inferior a 30°C. A massa também foi resfriada a uma temperatura inferior a
0°C e a sacarose-6-acetato em dimetiformamida (DMF) foi lentamente
adicionada, a uma temperatura entre 0°C e 5°C. Em seguida, a massa de reagao
foi aquecida a uma temperatura de 80°C e mantida por um periodo de uma hora,
e depois também foi aquecida a uma temperatura de 100°C e mantida por um
periodo de 6 horas e, finalmente, foi aquecida a uma temperatura entre 110°C e
115°C e mantida por um periodo entre 2 e 3 horas. O progresso da reagao foi

controlado por analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Depois disso, a mistura de reagdo foi resfriada a uma
temperatura entre -5°C e -8°C e uma solugdo de hidroxido de sédio 20% foi
adicionada lentamente, de modo a levar o pH da massa entre 55 e 6,5. O

rendimento obtido por este método foi de 55,4% de teor de sacarose.
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EXEMPLO 2

Desacetilagio enzimatica de 6-O-acetil-TGS por

enzimas lipases

A massa de reacao, 1,5 litro, contendo 15g de TGS 6-O-
acetilado preparado conforme descrigdo no Exemplo 1, foi neutralizada por meio
do uso de uma pasta de hidréxido de calcio 50% até atingir o pH 7,5. A massa de
reagdo neutralizada foi diluida a 6 litros, por meio do uso de agua. O teor de
dimetilformamida (DMF) foi de 33% na massa neutralizada. Foram isolados 849
de enzima lipase de Aspergillus oryzae ATCC 26850; acrescentou-se NCIM 1212
a mistura de reagao sob agitagao continua, a temperatura ambiente. A reagao foi
continuada durante varias horas e a formagdo de TGS e o desaparecimento de
TGS 6-O-acetilado foram monitorados por cromatografia em camada delgada

(TLC). Ao final de 42 horas, obteve-se a desacilagao de até 98,4%.

Ap6s a desacilagdo, a massa foi levada para o isolamento

de TGS, por meio de métodos apropriados.
EXEMPLO 3

Desacetilagdo enzimatica de 6-O-acetil-TGS por

enzimas lipases imobilizadas em Eudragit RL100

Em um experimento, 2,5 litros da massa de reagao
contendo 80g de TGS 6-O-acetilado foram neutralizados por meio do uso de uma
pasta de hidroxido de calcio 50% até atingir o pH 7,5. A massa de reacgao
neutralizada foi diluida a 6 litros por meio do uso de &agua. O teor de
dimetilformamida (DMF) foi de 33% na massa neutralizada. Foram adicionados a
mistura de reagdo, 120g de enzimas lipases imobilizadas em Eudragit RL100 sob
agitagdo continua a uma temperatura entre 25°C e 30°C, que normalmente é a
temperatura ambiente. A reagdo foi continuada durante varias horas € a

formagao de TGS e o desaparecimento de TGS 6-O-acetilado foram monitorados
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por cromatografia em camada delgada (TLC). Ao final de 24 horas, obteve-se a

desacilagao de até 98,3%.

A massa foi entéo filtrada e levada para o isolamento de
TGS. A enzima obtida na torta de filtro foi lavada com agua e armazenada para

ser reutilizada.
EXEMPLO 4

Desacetilagio enzimatica de 6-O-acetil-TGS por
enzimas lipases imobilizadas em Eudragit RL 100 empacotadas em uma

coluna

Em um experimento, 12g de enzimas imobilizadas foram
empacotados em uma coluna de vidro de 2 cm de diametro e 8 cm de altura. A
entrada da coluna foi conectada ao ponto de distribuicdo de uma bomba
peristaltica e a saida foi conectada a um frasco contendo 500 ml de massa
neutralizada, que continha 5 g de 6-O-acetil. A entrada da bomba peristaltica
também foi conectada a massa neutralizada. A massa neutralizada foi circulada a
uma taxa de fluxo de 5 ml/minuto, através do leito de lipase imobilizada, durante 6

horas.

A cromatografia em camada delgada (TLC) foi realizada a
cada hora para ver o grau de desacetilagdo ocorrendo no frasco. Apés 6 horas,

foi observada uma desacetilagdo superior a 98%.

Apbs o término da desacetilagdo de 6-O-acetil-TGS em
TGS, o leito da enzima imobilizada foi lavado com agua deionizada e foi

armazenada em acetona 10% em agua, até nova utilizagao.
EXEMPLO 5

Desacetilacio enzimatica de 6-O-acetil-TGS pela

enzima alcalase, uma enzima proteolitica
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Foi recolhido 1,0 L de massa neutralizada ap6s cloragao,
contendo 10g de TGS 6-O-acetilado para a reagao enzimatica. A massa de
reacdo neutralizada foi diluida a 3 litros por meio do uso de agua. Foram
adicionados 200 ml de Alcalase 2,4L, uma enzima comercialmente obtida junto a
Novozymes, derivada de B. lichenformis, & mistura de reagao, sob agitacao
continua, a uma temperatura entre 25°C e 30°C. A reagao foi continuada durante
varias horas e a formacao de TGS e o desaparecimento de TGS 6-O-acetilado
foram monitorados por cromatografia em camada delgada (TLC). Ao final de 36
horas, obteve-se a desacilagdo de até 96,4%. Apés a desacilagdo, a massa foi

levada para o isolamento de TGS, por meio de métodos apropriados.
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO DE PRODUGAO DE UM COMPOSTO DE
SACAROSE CLORADA, caracterizado pelo fato de, no dito processo, um

derivado clorado de uma sacarose 6-O-protegida em uma solugdo ser

desprotegido por meio do uso da agao de uma enzima capaz de remover 0 grupo
de protecao.

2. PROCESSO DE PRODUGAO DE UM COMPOSTO DE
SACAROSE CLORADA, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo fato
de:

a. a dita sacarose 6-O-protegida compreender um ou mais
entre:  sacarose-6-acetato,  sacarose-6-benzoato,  sacarose-6-propionato,
sacarose-6-laurato, sacarose-6-glutarato, sacarose-6-palmitato e algo do género;

b. a dita solugdo incluir uma solu¢do de sacarose 6-O-
protegida clorada pura, ou (i) um fluxo de tratamento obtido em um processo de
produgdo de um composto de sacarose clorada. |

3. PROCESSO DE PRODUGAO DE UM COMPOSTO DE
SACAROSE CLORADA, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo fato
de:

a. o dito fluxo de tratamento compreender um ou mais de
um processo para a produgdo de uma sacarose clorada, incluindo um processo
de cloragao da sacarose ou um processo de cloragdo da sacarose 6-O-protegida,
e,

b. o dito composto de sacarose clorada incluir uma ou
mais de uma sacarose clorada, incluindo uma triclorogalactosacarose, uma
diclorogalactosacarose, uma tetraclorogalactosacarose ou algo do género.

4. PROCESSO DE PRODUGAO DE UM COMPOSTO DE
SACAROSE CLORADA, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo fato
de o dito processo de cloragdo compreender a reagdo de um derivado de

sacarose com um mais de um reagente de cloragdo, por meio de um ou mais de
um processo, incluindo:
a. a reacdo da sacarose 6-O-protegida dissolvida em

piridina com cloreto de sulfurila, ou,
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b. a reagdo da sacarose 6-O-protegida com cloreto de
tionila, na presencga de fosfina de trifenila e 1,1,2-tricloroetano, ou;

c. a reagdo da sacarose 6-O-protegida, incluindo
sacarose-6-éster, com um reagente Vilsmeier-Haack, cuja féormula geral &
[HCIC=N'R]CI ou [HPOCI,OC'=N"R,|CI', sendo que R representa um grupo
alquila, de preferéncia, um grupo etila ou um grupo metila.

5. PROCESSO DE PRODUGAO DE UM COMPOSTO DE
SACAROSE CLORADA, de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo fato

de, no dito processo, a agdo de uma enzima capaz de remover o grupo de

protecao ser derivada de uma enzima lipase ou de uma enzima protease.
6. PROCESSO DE PRODUGAO DE UM COMPOSTO DE
SACAROSE CLORADA, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo fato

de a dita enzima lipase ou a dita enzima protease ser uma enzima livre ou

imobilizada.
7. PROCESSO DE PRODUGAO DE UM COMPOSTO DE
SACAROSE CLORADA, de acordo com a reivindicagéo 6, caracterizado pelo fato

de compreender as seguintes etapas:

a. clorar a sacarose-6-acetato contida em (i) uma solucao
ou (ii) um fluxo de tratamento obtido em um processo de produgéo de sacarose
clorada com um regente de cloragédo selecionado do grupo que consiste em um
reagente Vilsmeier-Haack, cloreto de sulfurila ou cloreto de tionila;

b. ajustar o pH do fluxo de tratamento da etapa (a) da
presente reivindicagao entre aproximadamente 6,5 e 7,0;

c. desacilar o TGS 6-O-protegido formado no fluxo de
tratamento da etapa (i) ou da etapa (ii), colocando o mesmo em contato com a
enzima lipase livre ou imobilizada ou com a enzima protease livre ou imobilizada,
de preferéncia, acompanhado de agitagdo em um recipiente de reagéo ou de
recirculagao, através de um leito de enzima empacotada em uma coluna, de
preferéncia, a temperatura ambiente, entre aproximadamente 25 e 30 graus
Celsius, durante um periodo de tempo suficiente, para a obtengdo da maxima
desacilagao possivel, superior a 95%;

d. separar o TGS de um ou mais de um componente

indesejado do fluxo de tratamento da etapa (c) da presente reivindicagao.
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RESUMO
“PROCESSO DE DESACILAGAO CATALISADA POR
ENZIMAS DE DERIVADOS CLORADOS DE AGUCAR?”, que consiste em um
processo para a produgédo de triclorogalactosacarose, no qual a desacilagéo de
sacarose-6-éster é obtida ao submeter a mistura de reagéo, apés a cloragéo, a
neutralizagdo e o ajuste do pH entre 6,5 e 7, & desacilagdo, por meio do uso de
uma enzima lipase ou de uma enzima protease, de uma forma livre ou

imobilizada.
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