Descricado referente 3 patente de

invengdo de UNILEVER N.V., holan
desa, industrial e comercial,
com sede em Burg. s'Jacobplein
1, NL-3000 DK Rotterdam, Holanda
(inventores: Peter Samuel James
Cheetham e Michael Andrew Quail,
residentes na Inglaterra), para
"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE
L-RAMNOSE" .

Descricao

A presente invencao refere-se a um
processo para a preparagao de L-ramnose por hidrdlise da ligacao
ramnosidica de um glicosido que contém ramnose numa posigao ter-
minal por reacgdo enzimatica.

Um tal processo para obter a L-ramno
se livre a partir de um produto de glicosido & conhecido dos téc
nicos da especialidade. O pedido de patente Japonesa (JP-A-)
62/293 (Kanegafuchi Chem. Ind.Co.) descreve a hidrdlise de glico
sidos flavondides tais como hesperidina, naringina, neo-hesperi-

dina, rutina, linarina, poncerina ou quercitrina pela accao de

uma enzima que provoca a cisao selectiva da ligagao ramnosidica
' (ramnosidase) e a recuperagdo da L-ramnose do hidrolisado. A en-

o, s . N . .
,zima utilizada foi a naringinase disponivel comercialmente (uma

'mistura de ramnosidase e beta-glucosidase) ou a hesperidinase
|
'preparada por purificacdo de uma cultura liquida de certos micro

. organismos do género Aspergillus ou penicillium. Este processo
)
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conhecido tem as desvantagens de requerer como matéria prima a
enzima ramnosidase purificada bem como o glicosido flavonoide re
lativamente puro.

De acordo com a presente invengao em
especial uma fonte impura desse produto & hidrolisada selectiva-
mente por via enzimdtica usando uma combinacdo de enzimas capaz
de degradar o material estrutural bioldgico, como por exemplo
protease, lipase, pectinase, celulase e hemicelulase, além da
ramnosidase. Deverad notar-se que muitos graus disponiveis comer-
cialmente de ramnosidase activa no que diz respeito a naringina,
hesperidina, neoesperidina, etc. contém quantidades apreciaveis
de beta-glucosidase e consequentemente de acordo com a presente
invengao tais preparagoes de enzima sdo utilizadas desde que con
tenham um alto teor em ramnosidase. As preparagoes de enzimas
adequadas que contenham actividade enzimatica capaz de degradar
o material bioldgico como especificado atrds e ramnosidase podem
ser obtidos por mistura de enzimas purificadas fornecidas comer-
cialmente ou por selecgao cuidadosa de preparactes de enzimas
disponiveis que ndo tenham sido purificadas ou sejam parcialmen-
te purificadas. Também se usaram com sucesso liquidos de cultura
brutos de certos microorganismos.

O uso destas combinacoes de enzimas
tem também a vantagem de provocar a precipitacao de impurezas fa
cilitando assim a purificagdo do hidrolisado e também permite o
uso de materiais de glicosido impuros baratos tais como material
bruto derivado de citrinos bem como de material flavondoide puri-
ficado que necessita de uma degradagao para tornar os glicosidos
disponiveis para a ramnosidase até agora utilizada que contém
uma variedade de ramnose contendo glicosidos flavondides tais co
mo naringina, hesperidina, neo-hesperidina, etc..

Os produtos brutos derivados de ci-

itrinos, da casca de laranja ou de toranja ou desperdicios de es-
?premedura dos frutos constituem produtos iniciais particularmen-
‘te adequados para o processo de acordo com a seguinte invencao.

iPor exemplo, amostras secas de casca de laranja doce e em parti-
”icular pedagos de laranja verde amarga que tém um conteldo de gli

- cosido mais alto podem ser moidos até se converterem a pd e usa-
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dos numa suspensao em agua de 5 a 10% (D p/p) e em seguida incu-
bados com uma combinagao de enzima de degradag@o de material bio
18gico estrutural e ramnosidase. Os produtos iniciais de glicosi]
do tendo ramnose numa posicao terminal que podem ser usados de
acordo com a presente invenc¢ao podem ser produtos vegetais puri-
ficados, tal como rutina ou naringina mas de preferéncia produ-
tos vegetais brutos contendo ramnose que contém glicosidos flavo
noides tais como produtos de citrinos (em particular produto bru
to derivado de frutos de citrinos verdes, goma ardbica), alforva
ramnolipidos microbianos ou ramnopolisacarideos microbianos, p.
ex. poliramnose. Isolaram-se microorganismos capazes de produzir
ramnosidase extracelular por contaminacao deliberadas de areas
de solo de jardim com naringina durante um periodo de meses e de
pois depositando amostras deste solo em placas de agar contendo
naringina como fonte exclusiva de carbono. Quaisquer coldnias mi
crobianas que cresgam sao assim capazes de produzir a ramnosida-
se requerida.

Se se liberta tambem glucose durante
a degradagao enzimdtica do glicosido, esta pode ser eliminada
por fermentagdo de preferéncia & medida que & formada por um fer
mento adequado (p.ex., fermento de padeiro numa guantidade de 1
g por 100 g de material de glicosido) ou enzimaticamente, p.ex.,
por acgao de p.ex. oxidase de glucose opcionalmente em combina-
gao com catalase, sendo em seguida eliminada sob a forma do sal
de cdlcio do acido glucdnico. Também existe uma via conveniente
para converter a glucose gue possa estar presente em acido 5-ce-
togluconico que & depois removido. A {iltima oxidagao & efectuada
convenientemente por Gluconobacter oxydans seguida por remogao

do &cido 5-cetoglucdnico por precipitacdo e filtracgao, produzin-
do um xarope de ramnose substancialmente puro. Opcionalmente a

glucose e a ramnose podem ser separadas por técnicas de adsorgao,
p.ex. usando carvao para adsorver preferencialmente a ramnose.

0 hidrolisado obtido conforme descri

i

1flavonlcos.

'to contém ramnose normalmente junto com alguma glucose e algumas
‘flavonas e glucosidos flavonicos e de preferéncia & posteriormen

te purificado para remover a glucose, a flavona e os glicosidos




Os métodos convenientes para isto

s30:

1.

Fermentacao selectiva da glucose com um microorganismo adequa,
do sob condigoOes escolhidas para fermentar de preferéncia glu
cose em vez de ramnose, produzindo-se etanol como produto se-

cundario. Tais microorganismos sdo p.ex. Saccharomyces cerevi

siae, Candida albicans, Lactobacillus delbruckii e Proteus

bulgarig. De preferéncia a fermentagdo & realizada a um pH de
4 a 4,5. A fermentacao selectiva foi inibida quando o pH do
xarope era mais alto p.ex. pH 6,0. De preferéncia o microorga
nismo, em especial um fermento, foi imobilizado p.ex. em algi
nato de calcio, que pode opcionalmente ser seco antes de ser
usado para melhorar as suas propriedades mecanicas e de arma-
zenamento, e o hidrolisado & bombeado através de uma coluna
carregada com o microorganismo imobilizado. Adicionalmente cé&
lulas livres ou células imobilizadas podem ser introduzidas
numa reacgao agitada de modo descontinuo. As actividades para
reacgao descontinua sao de cerca de 1,9 e 3,4 g de ramnose 1i
vre de glucose por litro do contelido do reactor por hora res-
pectivamente; e para células imobilizadas usadas numa coluna
sao de 22,4 g de ramnose livre de glucose/litro/hora. A maior
parte da ramnose perdida foi metabolisada durante o inicio da
fermentagao. A variagdo da concentragdo de aglicar no xarope
nao tem qualquer efeito no rendimento da ramnose, que & de
cerca de 65% quando se removeu toda a glucose, mas a presenga
de concentragoes baixas de glucose resulta num tempo de fer-
mentagao proporcionalmente mais baixo, e por conseguinte deve
rd usar-se um caudal proporcionalmente mais alto. Rendimentos
mais altos de ramnose podem ser obtidos se se aceitar alguma
glucose residual p.ex. recuperacgoes de 74%, 82% e 92,5% de
ramnose respectivamente para 1%, 2% e 6% (p/p) de glucose re-
sidual. As células imobilizadas podem ser reutilizadas, mas
as suas actividades podem decrescer com o tempo.

Em alternativa a glucose pode ser removida pela oxidagao enzi
matica selectiva da glucose a adcido glucdnico (usando oxidase
de glucose e catalase), que & subsequentemente precipitado
sob a forma do seu sal de cdlcio, em opgao juntamente com o

dcido orgdnico de grau alimentar, e removido. A oxidase de




glucose/catalase pode também ser usada na forma imobilizada.
Preferem-se as fontes da enzima que s3ao mais resistentes & inj
bigao pelo produto. O momento em que a fonte de cilcio & adi-
cionada nao & critico, na realidade pode estar presente junto
com a glucose/catalase desde o principio para precipitar o aci
do glucdnico a medida que este se forma, apesar de esta opgao
ndo ser a preferida. Pode usar-se também deidrogenase de glu-
cose em vez da oxidase de glucose. Podem obter-se rendimentos
de ramnose até 100% por este método eliminando completamente
a glucose. O acido glucdnico & produzido como um produto se-
cundario da glucose.

3. Oxidacao selectiva da glucose a acido 5-cetoglucdnico por meig
dum microorganismo adequado e a recuperagdao em separado do
acido 5-cetoglucdonico e da ramnose. Um organismo preferido pa

ra realizar esta oxidacao & a Gluconobacter oxydans. Este mé-

todo contudo nao funciona se a concentracdo de glucose na so-
lugdo se situar acima de 6 a 7% (p/v) uma vez que a glucose &
inibidora para altas concentragoes. Por conseguinte, sOmente
se podem tratar com sucesso por este método solugoes de acl-
car diluidas. Obtiveram-se rendimentos de ramnose isenta de
glucose até@ um maximo de 95% por este método. Também se pro-—
duz o sal de calcio do dcido 5-cetoglucdnico como produto se-
cundario.

4. Adsorgao/absorcao selectiva quer da glucose quer da ramnose
p.ex. usando carvao activo para absorver de preferéncia a ram
nose. Este método & realizado de preferéncia usando o carvao
duma forma cromatografica.

A hidrdlise de material de glicosido
adequado de acordo com a presente invengao & realizada de prefe-
réncia a uma temperatura entre 20 e 609 C, o pH da mistura incu-

8

bada & de preferé@ncia mantido entre pH 2 e 8 e o tempo de incuba

gao varia geralmente entre 30 minutos e 36 horas. A mistura incu
Ebada & depois sujeita a uma ou mais fases de purificacao. Normal
‘mente a suspensao & arrefecida primeiro e o produto sdlido @ em

seguida removido p.ex. deixando sedimentar e decantar ou por cen

?trifugagéo, depois remove-~se qualquer glucose que se tenha tam-

' bém libertado durante a incubagdo como descrito anteriormente e
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opcionalmente segue-se posterior purificagao por adsorcao/absor-
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¢ao. Em particular verificou-se ser benéfico o tratamento com ma
terial polimérico tal como polivinilpirrolidona (p.v.p.), resina
de permuta de ides e/ou carvao activado. Opcionalmente pode fa-
zer-se uma cristalizagao a partir do xarope, obtendo-se IL-ramno-
se cristalina pura.

A ramnose assim obtida era de eleva-
da pureza e um produto natural o qual era muito adequado para
posteriores conversOes em compostos farmacéuticos e esséncias.

Mais em particular, este grau de ram
nose pode ser convertido em esséncias naturais tal como 2,5-dime
til=-4-hidroxi~-2,3-diidrofurano-3-ona.

A invengao & ilustrada pelos seguin-
tes exemplos:

EXEMPLO 1

Suspenderam-se 220 g de po de citri-
no (ex. zZoster, Espanha) contendo principalmente naringina e neo
-hesperidina em 1 1 de dgua e em seguida aqueceu-se a 809 C. Adi
cionou-se 1 ml de enzima tendo actividade de ramnosidase (TP
104A, de Biocatalists Pontypridd, Reino Unido) suplementada com
enzima SP249 (de NOVO, Dinamarca) tendo actividade de degradacgao
estrutural de produto vegetal e incubou-se a solugdo a 409 C até
nao se libertar mais ramnose de acordo com a anilise por hplc. A
selectividade da reacgao, isto &, o quociente entre a ramnose e
a glicose deixada, foi maximo na gama de pH de 4,8 a 5,6. A enzi
ma SP 24G aumenta ainda mais as quantidades de ramnose libertada
e também a selectividade da reacgdo. Deixou-se repousar a mistu-
ra, decantou-se o scobrenadante e arrefeceu-se a 4¢ C, entretanto
algumas impurezas precipitaram na forma dum depdsito oleoso que
se retirou. Tratou-se entao o sobrenadante com 10 g de polivinil
polipirrolidona (p.v.p.) para remover mais impurezas e em segui-

da descolorou-se o sobrenadante por adicao de 2 g de carvao acti

1vado. Efectuou-se uma purificagdo adicional com um tratamento

com resina de Amberlite (marca registada) XaD-4 (10 g).

A guantidade relativamente pequena

"l de glucose presente no sobrenadante descolorado foi removida por
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incubagdo com fermento (S. cerevisiae) e verificou-se que a solu
¢ao obtida continha ramnose pura (16 g). A solugdo de ramnose ob
tida deste modo foi posteriormente cristalizada para dar 14 g de
L-ramnose cristalina.

EXEMPLOS 2-10

0 tratamento enzimdtico de pd de des
perdicio de citrinos obtido de Zoster, Murcia, Espanha contendo
60% de naringina foi realizado com varias preparag¢Oes de enzima
usando o processo descrito no Exemplo 1. As enzimas e rendimen-

tos sdo apresentados no quadro abaixo:

EX. Enzima Rendimento de ramnose
(g/100 g de pO)

2 Biopectinase L 32,0
3 Naringinase Sigma 31,4
4 Hesperidinasgse I 27,1
5 Pectinase de elevada naringinase 27,0
6 Naringinase (Biocatalysts) 23,5
7 Biopectinase P 19,5
8 1286 (Biocatalysts) 10,6
9 Pectinex 7,5
10 Pectinase Biocon ’ 4,5

As enzimas TP sao preparagoes de na-
ringinase nas quais o componente de B-glucosidase foi selectiva-
mente inactivado por exemplo a 6592 C durante 2 horas antes de

utilizar.

EXEMPLOS 11-27

Tratamento enzimdtico de casca bruta
1de laranja doce ou amarga, (no todo e em quartos de Siber Hegner
Ltd., Beckenham, Kent, Gra-Bretanha). Misturas impuras de enzi-

mas, comercialmente disponiveis a granel, foram usadas para hi-

drolisar ramnose (+ glucose) a partir de glicosidos flavonoides




(principalmente naringina, neo-hesperidina, etc.) presentes nos
desperdicios de laranja. Estas enzimas foram suplementadas com
uma mistura de enzimas de degradacao de material bioldgico estru
tural para suplementar a celulose/hemicelulase/pectinase presen-
tes nas enzimas de naringinase impura com o f£im de libertar os
glicosidos da casca para assim tornar os glicosidos disponiveis
para a hidrdlise. A seguir & reaccgdo purificou-se o hidrolisado
e recuperou-se a ramnose.

Os resultados s3o apresentados no
quadro abaixo:

CASCA DE LARANJA DOCE

Ex. enzimas adicionadas Rendimento Rendimento
em Ramn em Glu
11 1286 0,7 % 16,5 %
12 1286 + SP 249 1,2 % 17,9 ¢
13 TP 104A 0,3 % 14,5 &
14 TP 104A + SP 249 0,8 % 15,8 &
15 Biopectinase L 0,3 % 19,1 %
16 Biopectinae L 0,6 % 20,2 %
+ SP 249

CASCA DE LARANJA AMARGA

Ex. enzimas adicionadas Rendimento Rendimento
em Ramn em Glu

17 1286 3,0 & 4%
18 1286 (aquecimento) 1,9 % 6 %
19 1286 + SP 249 3,7 % /6 %
20 1286 (agquecimento) +

+ SP 249 3,7 % 8,2 %
21 TP 104A 1,3 % 1,0 %
22 TP 104A + SP 249 3,3 ¢ 6,6 %
23 Biopectinase L 3,0 % 8,0 %
24 Biopectinase L + SP 249 3,2 % 12,2 %
25 Naringinase da Sigma 2,4 % 3,2 %
26 Naringinase da Sigma +

+ SP 249 4,8 % 8,8 %
27 TP 110 + SP 249 2,4 % 17,6 %
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Outras enzimas suplementares, tal co
mo preparagoes de celulose, mostram um efeito semelhante ao de
SP 249.

EXEMPLOS 28-31

Estes exemplos descrevem o tratamen-
to simultadneo de uma suspensao de pd de desperdicio de citrinos
de Zoster, Murcia, Espanha a 20% (p/v) com as enzimas hidroliti-
cas indicadas seguida de processos de remocao da glucose como
descrito nos exemplos anteriores. Os resultados s3ao apresentados
no quadro abaixo:

Ex. Enzima Biocatalisador Rendimento de Rendimento de
adicionado ramnose (%) glucose (%)
(/110 g de pd) (g/100g de pd

28 1286 S. cerevisiae 15 11
29 1286 glucoge oxidase +

+ catalase 15,3 12,6
30 1286 G. oxidans 4,0 1,2
31 1286 nenhum#* 12,9 15,9
Biopectinase S. cerevisiae 0,88 1,24

EXEMPLO 32

Esmigalhou-se 10 g de goma "talha" e
em seguida dissolveu-se em 90 ml de agua destilada. Adicionou-se
1,5 ml de uma enzima tendo actividade de ramnosidase (Biopectina
se L, de Biocon U.K., Ltd) e agitou-se a solucgdo resultante &
temperatura ambiente durante 68 horas, tendo-se obtido apds este
periodo ramnose equivalente a 3,2 g de ramnose por 100 g (35,5%
do rendimento tedrico) por 100 g de goma "talha". Também se li-
bertaram alguns outros acglicares nesta solucgdo.
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Processo para a preparacgao de L-ram-

nose por hidrolizagdo de uma ligagdo ramnosidica de um glicdsido
contendo ramnose numa posigéo terminal, caracterizado por o gli-
cbsido ser enzimaticamente hidrolisado utilizando uma combinacio
de enzimas compreendendo um enzima de degradagdo de material es-
trutural bioldgico e uma preparacdo de naringinase, que tem uma
actividade de ramnosidase superior & actividade de beta~glucosi-

dase.

Processo de acordo com a reivindica-
gao 1, caracterizado por a combinagao de enzimas tendo uma acti-
vidade de ramnosidase em conjunto com actividade de enzima adi-
cional ser uma determinada preparacdo de enzima parcialmente pu-
rificada, tendo uma elevada actividade de ramnosidase e uma bai-
xa actividade de glucosidase em conjunto com uma actividade de
degradacao de material bioldgico estrutural.

Processo de acordo com a reivindica-
gao 2, caracterizado por a actividade de enzima adicional ser de
rivada de um enzima do grupo consistindo em protease, lipase,
pectinase, celulase e hemicelulase.




Processo de acordo com a reivindica-

¢ao 1, caracterizado por o glicdsido utilizado contendo ramnose

numa posicao terminal fazer parte de um material citrino bruto.

Processo de acordo com a reivindica-
géo 4, caracterizado por o material citrino bruto ser derivado

de frutos citrinos verdes.

Processo de acordo com a reivindica-
gao 1, caracterizado por o glicdsido contendo ramnose numa pPOSi-
cdo terminal ser escolhido no grupo que consiste em naringina,
quercitrina, rutina, ramnolipidos microbianos, ramnopolissacari-

dos microbianos e goma de acacia.

Processo de acordo com a reivindica-
ao 1, caracterizado por a hidrdlise enzimiatica ser realizada du
€ p u

| rante um periodo de entre 30 minutos a 36 horas.

Processo de acordo com a reivindica-




gdo 1, caracterizado por a hidrdlise enzimdtica ser efectuada a
uma temperatura entre 209 C e 609 C.

Processo de acordo com a reivindica-
cao 1, caracterizado por a hidrdlise enzimAtica ser realizada nu
ma gama de pH entre 2 e 8.

Processo de acordo com a reivindica-
gao 1, caracterizado por qualquer glucose existente no hidrolisa

do obtido ser removido por oxidagao quimica ou bioquimica.

Processo de acordo com a reivindica=-
cao 1, caracterizado por a hidrdlise ser seguida por uma fase de

purificagao incluindo a remogdo da glucose.

Processo de acordo com a reivindica-
gao 1, caracterizado por a hidrdlise enzimdtica e a remocgdo da

glucose serem efectuadas simultaneamente.

A requerente declara que o primeiro

- 19 _



pedido desta patente foi apresentado na Gra-Bretanha em 20 de No
vembro de 1987, sob o n9.

87 27223.
Lisboa, 18 de Novembro de 1988.
= o, ATGALE MIGUSTR.
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARACAQO DE L-RAMNOSE"

A invencao proporciona um processo
para a preparagao de L-ramnose pela hidrolisagdo de uma ligagdo
ramnosidica de um glicdsido tendo ramnose numa posicdo terminal,
hidrolisando enzimaticamente o glucdsido com uma combinacdo de
enzima, compreendendo um enzima de degradagao de material estru-
tural bioldgico e uma preparagdo de naringinase que tem uma acti
vidade de ramnosidase mais elevada do que uma actividade de beta
-glucosidade. Preferivelmente a combinagao de erzimas tendo acti]
vidade de ramnosidase em conjunto com actividade adicional de en
zima & uma preparac¢do de enzima escolhida parcialmente purifica-
da, tendo alta actividade de ramnosidade e baixa actividade de
glucosidase em conjunto com actividade de degradagdo de material
estrutural bioldgico.

Mais preferivelmente a actividade de
enzima adicional @ derivada de um enzima do grupo consistindo em

protease, lipase, pectinase, celulase e hemicelulase.
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