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RESUMO

A isomaltulose € um dissacarideo redutor, isdbmero da sacarose, que possui um sabor
adocicado suave e propriedades fisicas e sensoriais muito similares, que tem sido
considerado um substituto promissor da sacarose na industria de alimentos, devido a
algumas caracteristicas como baixo potencial cariogénico e baixo indice glicémico,
promoc¢do do crescimento de bifidobactérias benéficas da microbiota intestinal, e por
apresentar maior estabilidade em relagdo a sacarose em alimentos e bebidas acidificados,
além de poder ser convertido para isomalte, um actcar dlcool dietético e ndo cariogénico

aplicado na industria de alimentos e farmacéutica.

Os objetivos deste trabalho foram otimizar um meio de cultivo, de menor custo, para a
producdo da enzima glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp. D12 e estudar a
producdo de isomaltulose a partir de sacarose utilizando-se células livres e células

imobilizadas em alginato de cdlcio.

Na otimizacdo do meio de cultivo, em frascos sob agita¢do, a midxima atividade obtida
foi de 12,4 UA de glicosiltransferase/mL de meio de cultivo apds 8 horas de fermentacdo
a 30°C, em meio composto de 150 g/LL de melago de cana-de-agucar, 20 g/L. de dgua de
maceragao de milho- Milhocina®, 15 g/L. de extrato de levedura Prodex Lac SD®, e pH
ajustado a 7,5. No estudo da producdo de glicosiltransferase, em fermentador de 6,6 litros,
utilizando-se o meio de cultivo otimizado foi obtida maxima atividade de 22,5 UA de

glicosiltransferase/mL de meio de cultivo, apds 8 horas de fermentagdo a 27°C.

No estudo da producdo de isomaltulose por células integras imobilizadas de Erwinia
sp. D12 em alginato de cdlcio foi verificado que o tratamento dos granulos de células
imobilizadas com 0,06% de glutaraldeido, promoveu uma maior taxa de conversao, sendo
obtido cerca de 72,3% de isomaltulose, apds 12 horas de incubacdo em frascos sob

agitacdo a 30°C. As células integras imobilizadas e tratadas com 0,06% de glutaraldeido,
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em colunas de leito empacotado, apresentaram maior estabilidade do que aquelas
imobilizadas sem tratamento com o aditivo, € mantiveram a conversiao de sacarose em
isomaltulose entre 50-60% por 10 dias, a partir de solucdo de sacarose 35% e fluxo de

0,56 mL/min a 30°C.

Foram estudados diferentes tratamentos para a preparacao de células integras, células
lisadas e extrato enzimatico bruto imobilizados em alginato de célcio. Os métodos que
mostraram melhores resultados, em processo em batelada, foi o extrato enzimatico bruto
imobilizado em alginato de cdlcio (EEI), em que foram obtidas taxas de conversdo entre
59,7% e 63,3%; e células lisadas por sonicacdo e imobilizadas (CSI), com taxas de
conversdao entre 47,6% e 62,3%. A coluna de leito empacotado contendo granulos de
células lisadas imobilizadas (CSI) apresentou maior estabilidade do que a coluna
contendo os granulos de extrato enzimatico bruto imobilizado (EEI). A coluna de leito
empacotado de CSI converteu 53-59% de sacarose em isomaltulose durante sete dias,
posteriormente houve queda lenta e gradual da conversio nao havendo mais

transformacdo em isomaltulose ap6s 21 dias.

No estudo da producdo de isomaltulose utilizando-se células livres de Erwinia sp.
D12, em processo em batelada, foi verificado o efeito do pH, da temperatura, da
concentracdo do substrato sacarose e da concentracdo de massa celular em frascos
agitados a 150 rpm e 30°C. A conversdao de sacarose em isomaltulose foi favorecida
utilizando-se temperaturas superiores a 30°C, pH entre 6,0-6,5, massa celular entre 7,5-
12,5% e solugdo de sacarose de 20-35%, obtendo-se rendimentos de isomaltulose acima

de 50%.
No estudo da vida util das células livres em escala de bancada, utilizando-se frascos

Erlenmeyers sob agitagdo, foi verificado que os parametros de conversdo fixados a:

temperatura de 35°C, pH 6,5, concentracdo de substrato sacarose 35% e concentracdo de
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massa celular 10% foram os mais favordveis, promovendo um alto rendimento em

isomaltulose entre 70-75%, por 16 bateladas.

Os ensaios realizados em escala piloto demonstraram a viabilidade da conversdo de
sacarose em isomaltulose por células livres, em que foram obtidos cerca de 114 litros de
xarope com alto teor de isomaltulose (63,40%). Os cristais de isomaltulose, apds

clarificacdo e purificagdo do xarope convertido, apresentaram pureza de 96,5%.
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SUMMARY

Isomaltulose is a reducing disaccharide and a structural isomer of sucrose. It has a
mild sweet flavour and very similar physical and sensorial properties and has been
considered as a promising substitute for sucrose in the food industry, due to some of its
characteristics such as a low cariogenic potential and low glycemic index and the
promotion of beneficial bifid bacteria in the intestinal microbial flora. It also shows
greater stability than sucrose in acidified foods and drinks, and can be converted into
isomalt, a dietetic sugar alcohol with no cariogenic potential for use in the food and

pharmaceutical industries.

The objectives of this research were the optimisation of a culture medium with
reduced costs for the production of the enzyme glucosyltransferase by the strain Erwinia
sp. D12, and the study of isomaltulose production from sucrose by free and immobilized

cells.

In the optimisation of the culture medium in shaken flasks, the highest
glucosyltransferase activity achieved was 12.4 UA/mL of culture medium after 8 hours of
fermentation at 30°C, in a medium composed of 150 g/L of sugar cane molasses, 20 g/L
of corn steep liquor- Milhocina® and 15 g/L of yeast extract Prodex Lac SD®, with the pH
adjusted to 7.5. In the study for glucosyltransferase production in a 6.6-liter reactor using
the optimised culture medium, the highest glucosyltransferase production achieved was

22.5 UA/mL of culture medium, after 8 hours of fermentation at 27°C.

In the study for isomaltulose production using Erwinia sp. D12 cells immobilized in
calcium alginate, it was shown that the addition of 0.06% glutaraldehyde during the
immobilization process, promoted a higher conversion rate, reaching about 72.3%
isomaltulose after 12 hours of incubation at 30°C in shaken flasks. The immobilized

whole cells treated with 0.06% glutaraldehyde, used in packed-bed reactors, presented
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greater stability than those immobilized without the addition of the additive, and
maintained the conversion of sucrose into isomaltulose between 50-60% for 10 days,

using a 35% sucrose solution with a flow rate of 0.56 mL/min at 30°C.

Different treatments were studied for the preparation of whole cells, lysed cells and a
crude enzyme extract immobilized in calcium alginate. The methods that showed the best
results in batch processes were the crude enzyme extract immobilized in calcium alginate
(EEI), where conversion rates between 59.7% and 63.3% were achieved; and immobilized
lysed cells (CSI), with conversion rates between 47.6% and 62.3%. The packed bed
column containing granules of immobilized lysed cells (CSI) presented greater stability
than that containing granules of immobilized crude enzymatic extract (EEI). The packed
bed column with CSI converted 53-59% of sucrose into isomaltulose during seven days,

and then showed a gradual decline in conversion, ceasing completely after 21 days.

In the study of isomaltulose production using free Erwinia sp. D12 cells in a batch
process, the effects of pH, temperature, sucrose substrate concentration and cell mass
concentration were determined in shaken flasks at 150 rpm and 30°C. The following
conditions favoured the conversion of sucrose into isomaltulose: temperatures above
30°C, pH between 6.0-6.5, cell mass between 7.5-12.5% and a sucrose concentration

between 20-35%; when isomaltulose yields above 50% were obtained.

The half-life of the free cells was studied on a bench scale in shaken Erlenmeyers
flasks and it was shown that the following fixed conversion parameters were the most
favourable: temperature of 35°C, pH 6.5, 35% sucrose substrate concentration and 10%
cell mass concentration; promoting high isomaltulose yields between 70-75%, for 16

batches.

The pilot scale assays demonstrated the viability of the conversion of sucrose into

isomaltulose by free cells, obtaining about 114 liters of high isomaltulose syrup (63.40%).
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The isomaltulose crystals, after clarification and purification of the converted syrup,

showed a purity of 96.5%.
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1. INTRODUCAO

A industria de alimentos estd constantemente a procura de novos ingredientes para
melhorar os produtos existentes ou para introduzir novos produtos no mercado. A
sacarose ¢ o adocante mais utilizado na producdo de alimentos devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais. No entanto, devido ao alto valor caldrico e
propriedades cariogénicas da sacarose, adocantes alternativos tém sido pesquisados. O
Brasil € o maior produtor mundial de sacarose com uma producdo estimada em 29,2
milhdes de toneladas para a safra 2006/07 (Conab- Ministério da Agricultura, 2006) e
diversos produtos de interesse industrial podem ser obtidos a partir da sacarose como, por
exemplo, acucar invertido, dissacarideos (isomaltulose e trealulose),
frutooligossacarideos, polissacarideos (goma xantana e dextrana), etanol, dcido glutamico

e acido citrico entre outros.

Nas ultimas duas décadas houve um aumento crescente no interesse da producdo de
isomaltulose também conhecida como Palatinose® ou Lylose®, que ocorre naturalmente
no mel e na cana-de-acicar em pequenas quantidades, e tem sido considerado um
promissor substituto da sacarose. A isomaltulose ¢ um dissacarideo redutor, isomero da
sacarose, obtida por conversdao enzimdtica microbiana a partir da sacarose (Siddiqui e
Furgala, 1967; Krastanov e Yoshida, 2003). Pesquisas envolvendo a produgdo de
isomaltulose iniciaram-se no Japao entre 1970-1975 (Nakakuki, 2002).

A isomaltulose possui um sabor adocicado suave, apresentando cerca de 50% da
dogura da sacarose (Shimizu et al., 1982; Takazoe et al., 1985a; Hashimoto et al., 1987;
Godshall, 1997; Huang et al., 1998) e tem propriedades fisico-quimicas e sensoriais muito
similares e, quando utilizada em alimentos, como substituto da sacarose em confeitos e
chocolates, ndo foram notadas diferencas na dogura (Huang et al., 1998; Cheetham et al.,

1982; Takazoe, 1989).



A isomaltulose possui baixo potencial cariogénico sendo utilizada comercialmente no
Japao como ingrediente e substituinte da sacarose na producdo de gomas de mascar,
iogurtes, doces e bebidas (Huang et al., 1998). Apresenta também baixa velocidade de
hidrolise e formacdo de monossacarideos no organismo, sendo recomendada para
aplicacdo em alimentos e bebidas destinados aos diabéticos e esportistas (Krastanov e
Yoshida, 2003). A producdao mundial de isomaltulose pela Stidzucker AG foi estimada em

60.000 toneladas/ano (Lichtenthaler e Peters, 2004).

O principal derivado da isomaltulose € o isomalte, um agucar-dlcool obtido por
hidrogena¢do com a formacdo de uma mistura equimolar de [6-O-(a-D-glicopiranosil)-D-
sorbitol] e [1-O-(a-D-glicopiranosil)-D-manitol], de baixo valor calérico e nado
cariogénico. O isomalte, também conhecido como Isomalt® e Palatinit®, tem atraido a
atencdo de pesquisadores devido a sua aplicagdo industrial como substituto da sacarose
em processamento de alimentos sendo utilizado como adogante dietético, ndo cariogénico
e em formulagdes farmacéuticas (Maki et al., 1983; Ooshima et al., 1983; Irwin, 1990).
Muitos produtos derivados da isomaltulose possuem potenciais aplica¢des industriais.
Podem ser obtidos dissacarideos intermedidrios, polimeros como detergentes
biodegradaveis e surfactantes de interesse industrial (Lichtenthaler e Mondel, 1997;
Lichtenthaler e Peters, 2004). Uma outra aplicacdo da isomaltulose consiste na obten¢do
de oligdmeros de isomaltulose, que atuam como prebidticos, estimulando a proliferacdao

de bifidobactérias da microbiota intestinal (Kashimura et al., 1996).



2. OBJETIVOS

Estudo da producao da glicosiltransferase da linhagem de Erwinia sp. D12

Otimizac¢do dos componentes do meio de cultivo de menor custo para fermentagdo do
microrganismo e producdo de glicosiltransferase, através de planejamento experimental.
Estudo da producdo de glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 em fermentador de 6,6 L

utilizando-se meio de cultivo otimizado em diferentes temperaturas.

Otimizacao do processo de imobilizaciao das células de Erwinia sp. D12 para conversao
de sacarose em isomaltulose

Estudo do efeito do tratamento das células imobilizadas com os aditivos polietilenoimina
e glutaraldeido na estabilidade da glicosiltransferase e otimizacdo dos aditivos através de
planejamento experimental.

Estudo da imobilizagdo de células integras, células lisadas e extrato enzimatico bruto de
células lisadas em alginato de cdlcio. Estudo da imobilizacdo das células de Erwinia sp. D12
em acetato de quitosana.

Influéncia do fluxo de substrato na produgdo de isomaltulose utilizando-se células de
Erwinia sp. D12 cultivadas em dois diferentes meios de cultivo otimizados, imobilizadas em
alginato de cdlcio e tratadas com glutaraldeido em colunas de leito empacotado. Estudo do
tempo de vida util das células integras de Erwinia sp. D12 imobilizadas em alginato de célcio

e tratadas com glutaraldeido.

Estudo da conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres
Influéncia dos pardmetros temperatura, pH, concentracdo de substrato sacarose e de massa
celular dmida na conversdao de sacarose em isomaltulose. Estudo da vida util das células
livres de Erwinia sp. D12 em processo em batelada. Estudo da reativagdo das células livres.
Producdo de isomaltulose a partir de sacarose (agucar cristal) por células livres de Erwinia

sp. D12 em escala piloto. Purificacdo e cristalizacdo da isomaltulose.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Conversao de sacarose em isomaltulose por via microbiana

A conversdo de sacarose em isomaltulose por via microbiana tem atraido grande
interesse comercial, pois a sintese quimica € muito dificil. A isomaltulose [O-o-D-
glicopiranosil-(1—6)-p-frutofuranose] € obtida através da conversdo enzimadtica da
sacarose [O-a-D-glicopiranosil-(1—2)-frutofuranosideo], pela enzima a-
glicosiltransferase também conhecida como sacarose isomerase e isomaltulose sintase
(EC 5.4.99.11), na qual a ligacdo 1,2- glicosidica entre a glicose e a frutose € rearranjada

para ligacdo 1,6- glicosidica (Figura 1).

A enzima ¢é produzida por microrganismos como Protaminobacter rubrum
(Hashimoto et al., 1987; Tsuyuki et al., 1992; Kakinuma et al., 1998; Sarkki et al., 1999),
Erwinia carotovora (Lund e Wyatt, 1973), Erwinia sp. D12 (Kawaguti et al., 2005;
Kawaguti et al., 2006a; Kawaguti et al., 2006b), Erwinia rhapontici (Cheetham et al.,
1982; Cheetham et al., 1985), Serratia plymuthica (McAllister et al., 1990; Véronese e
Perlot; 1999; Krastanov e Yoshida, 2003), Klebsiella planticola (Huang et al., 1998) e
Klebsiella sp. (Park et al., 1992; Park et al., 1996).

O uso de microrganismos como biocatalisadores para obtencdo de determinadas
substancias tem suas vantagens, como a alta capacidade de multiplicacdo e alta
flexibilidade de utilizagdo, gracas ao seu poder de adaptacdo as vdrias situacodes
nutricionais, modificando seu metabolismo de acordo com a oferta de nutrientes do meio

(Moraes et al., 2005).
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Figura 1: Conversdo de sacarose em isomaltulose por glicosiltransferase microbiana.

Entre os sistemas de conversdo de sacarose em isomaltulose, existem os de enzima
livre (Lund e Wyatt, 1973; McAllister et al., 1990; Park et al., 1992; Park et al., 1996),
células livres (Schiweck et al., 1980; Heikkila et al., 2000; Kawaguti e Sato, 2006) e
células imobilizadas (Bucke e Cheetham, 1987; Shimizu et al., 1982; Cheetham et al.,
1982; Lantero, 1983; Cheetham et al., 1985; Hashimoto et al., 1987; Tsuyuki et al., 1992;
Sarkki et al., 1999; Krastanov e Yoshida, 2003; Ahn et al., 2003; Moraes et al., 2005;
Kawaguti et al., 2006a; Kawaguti et al., 2006b).

3.1.1. Microrganismos produtores de glicosiltransferase que convertem sacarose

em isomaltulose

O primeiro relato da obtencao da isomaltulose foi em 1957, quando Weidenhagen e
Lorenz reportaram a conversdo de sacarose em um novo e desconhecido dissacarideo
redutor pela acdo da bactéria Protaminobacter rubrum CBS 574.77 isolada a partir de
subprodutos de acgucar de beterraba. O dissacarideo foi identificado como isomaltulose e
nomeado como palatinose, derivado de “palatinum”, nome da provincia alema onde o
dissacarideo foi encontrado. A partir deste estudo, outros trabalhos foram realizados
enfocando o isolamento e cultivo de microrganismos, produ¢do e caracterizacdo da

enzima e a conversio de sacarose em isomaltulose.






Lund e Wyatt (1973) verificaram que a bactéria Erwinia carotovora var. atroseptica
GI20 produziu isomaltulose durante a fermentacdo em meio de cultivo contendo peptona
1% (p/v), sacarose 4% (p/v) e extrato de carne em po 0,4% (p/v). Foram também
detectados, no meio de fermentacdo, pequenas quantidades de outros agucares como a
glicose, frutose, maltose, sacarose e seus isOmeros como a turanose, maltulose, leucrose e

trealulose (Figura 2).

Turanose

Maltulose

Trealulose
H 0 Sacarose

Isomaltulose

Leucrose

Figura 2: Isdbmeros da sacarose.






As células das linhagens Protaminobacter rubrum e Serratia plymuthica foram
utilizadas na producdo de isomaltulose a partir de sacarose (Schiweck et al., 1980). O
meio de cultivo era composto de extrato de carne 0,3% (p/v), sacarose 10% (p/v), peptona
2% (plv), CaCl, 0,6% (p/v), Na,HPO, 0,4% (p/v), extrato de levedura 1,0% (p/v) e
ajustado a pH 7,0. Apés 24 horas de fermentacdo, a 30°C, o meio contendo bactérias foi
inoculado em 16 Kg de solucdo de sacarose 25% (p/v), sob continua agitacdo e aeracdo e,

apos 12 horas foram obtidos valores de conversao acima de 90%.

As células de Erwinia rhapontici NCPPB 1578, produtoras de glicosiltransferase
intracelular, foram imobilizadas em alginato de célcio para a producdo de isomaltulose
(Cheetham et al., 1985). Os autores descreveram que foi obtida conversdo de 90% de
sacarose em isomaltulose utilizando substrato sacarose 1,6M. Os carboidratos foram
analisados em cromatdgrafo liquido Waters Prep LC/system 500A com detector de indice

de refracdo e coluna PrepPak 500/C18.

McAllister et al. (1990) descreveram a produ¢do de uma glicosiltransferase
intracelular de Serratia plymuthica ATCC 15928 que convertia sacarose em isomaltulose.
A atividade médxima foi obtida apds 16 horas de fermentacdo a 30°C. Utilizando-se a
enzima purificada, a conversdo em isomaltulose foi de 85% ap6s 10 minutos de reacao a
partir de solugdo de sacarose 5% (p/v), em tampao citrato-fosfato pH 6,0; e apds 1 hora,
com solucdo de sacarose 10% (p/v). A eficiéncia da conversio de uma solugcdo de

sacarose 40% (p/v), ap6s 3 horas de reacao, foi de 87%.

Park et al. (1992 e 1996) isolaram, de frutas deterioradas, a bactéria Klebsiella sp.
produtora de glicosiltransferase intracelular. O microrganismo foi cultivado em meio de
cultivo composto de sacarose 4% (p/v), peptona bacterioldgica 1% (p/v) e extrato de
carne em po 0,4% (p/v). A maior atividade obtida foi de 2,95 UA/mL de meio de cultivo.
A enzima converteu a solucdo 4% de sacarose com rendimento de 86% de isomaltulose

quando incubada a 25°C.



Muitos microrganismos que produzem a isomaltulose, também produzem o isémero
trealulose em grande quantidade. A bactéria Klebsiella planticola MX 10 converteu
sacarose em isomaltulose e trealulose (Tsuyuki et al., 1992). Para a produ¢ao de biomassa
foi utilizado fermentador contendo meio de cultivo composto de sacarose 10% (p/v),
peptona 1% (p/v), extrato de levedura 0,5% (p/v), extrato de carne 0,3% (p/v),
Na,HPO,.12H,0 0,2% (p/v) e NaCl 0,3 % (p/v). A fermentac¢do foi realizada a 30°C, com
aeracdo de 0,25 vvm, por 16,5 horas. As células imobilizadas converteram solucdo de

sacarose 25% (p/v) em isomaltulose (65,4%) e trealulose (29,7%).

Nagai et al. (1994) relataram que a glicosiltransferase de Pseudomonas
mesoacidophila MX-45 produziu maior propor¢do de trealulose do que isomaltulose a
partir do substrato sacarose. O microrganismo foi cultivado em fermentador de 5 litros
contendo 3 litros de meio composto de peptona 1% (p/v), extrato de carne 0,3% (p/v),
extrato de levedura 0,5% (p/v), melaco 10% (p/v), NaCl 0,3% (p/v), Na,HPO,.12H,0O
0,3% (p/v), ajustado a pH 7,0, a 28°C, durante 48 horas, a uma taxa de aeragdo de 1 vvm e
agitacdo de 380 rpm. A conversdo de sacarose para isomaltulose e trealulose foi de

aproximadamente 9,0% e 91,0%, respectivamente.

Heikkila et al. (2000) estudaram a conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose
utilizando a bactéria Protaminobacter rubrum CBS 574.77 cultivada em frascos de 500
mL contendo 300 mL de meio de cultivo composto de sacarose 5% (p/v), peptona 0,5%
(p/v), extrato de carne 0,3% (p/v), em tampao Na,HPO, 0,01M pH 7,0, sob agitacio a 230
rpm a 30°C. Para a conversdo de sacarose o microrganismo foi fermentado em dois
substratos distintos, um contendo melago de beterraba (67,7% de sacarose em base seca) e
outro, solugdo de sacarose 35% (p/v). Os meios foram ajustados a pH 7,0 com agitacdo de
350 rpm, aerac¢do de 10 L/min, por 13 horas. Foram obtidos 81,9% de isomaltulose e 10%
de trealulose utilizando-se o substrato melaco de beterraba enquanto que, utilizando-se o

substrato sacarose foram obtidos 85,9% de isomaltulose e 8% de trealulose.
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A bactéria Klebsiella planticola CCRC 19112 foi descrita como produtora de
glicosiltransferase que convertia sacarose em isomaltulose e trealulose (Huang et al.,
1998). O microrganismo foi cultivado em frascos de 500 mL com meio de cultivo
ajustado para pH 7,0 a 30°C, em agitador rotatério a 125 rpm. A producdo maxima da
enzima pelo microrganismo foi verificada entre 16-18 horas de fermentagdo. Utilizando-
se tubos de ensaio agitados a 30 rpm contendo 1 mL de suspensdo celular e 4 mL de
solucdo 50% de sacarose foram obtidos 76%-84% de isomaltulose, 14%-16% de

trealulose, 2%-6% de glicose, 2%-3% de frutose apos 8 horas de reacdo a 40°C.

Véronese e Perlot (1999) descreveram a conversao de sacarose por glicosiltransferase
de Serratia plymutica ATCC 15928. O microrganismo foi cultivado em fermentador de 2
litros contendo 1,5 litros de meio composto de sacarose 5% (p/v), KH,PO, 0,5% (p/v),
MgSO, 0,04% (p/v), (NH4),SO,4 0,1% (p/v), extrato de levedura 0,75% (p/v), por 20
horas, com uma taxa de aeracdo de 1 vvm, a 600 rpm. A enzima purificada converteu

sacarose em isomaltulose (72,6%), trealulose (6,6%), glicose (10,1%) e frutose (10,1%).

Novos microrganismos produtores de glicosiltransferase tém sido isolados, como a
linhagem Erwinia rhapontici ATCC 29283 que converte sacarose em isomaltulose (Ahn
et al., 2003). O microrganismo foi cultivado em fermentador de 5 litros, contendo 3 litros
de meio composto de sacarose 5% (p/v), extrato de levedura 1,0% (p/v),
Na,HPO,.12H,0, mantido sob agitacao a 500 rpm, aeracdo de 1 vvm a 30°C. Utilizando-
se células imobilizadas em colunas de leito empacotado foi obtido 89% de conversdo de

sacarose em isomaltulose a 30°C.

Li et al. (2004) isolaram de solo uma nova linhagem produtora de glicosiltransferase
que converte sacarose em isomaltulose, trealulose e baixa quantidade de glicose. O
microrganismo foi identificado através de testes bioquimicos e de sequenciamento do 16S

rRNA como Klebsiella singaporensis sp.
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Wu e Birch (2004) isolaram a bactéria Pantoea dispersa UQ68J com alta atividade de
sacarose isomerase. O microrganismo foi cultivado em meio de cultivo composto de
isomaltulose 0,2% (p/v), NasPO,4 0,5% (p/v), KH,PO,4 0,45% (p/v), NH4Cl1 0,1% (p/v),
MgS0,.7H,0 0,05% (p/v), citrato férrico de amonio 0,005% (p/v) e CaCl, 0,005% (p/v).
Usando as células livres para a conversdo de solu¢do 25% de sacarose em tampao citrato-
fosfato 0,1 M pH 6,0 foi obtido midximo rendimento de isomaltulose 78-80%, com
aproximadamente 20% de sacarose residual a 37°C. Posteriormente, os genes da sacarose
isomerase da linhagem Pantoea dispersa UQ68J foram clonados e expressos em
Escherichia coli (Wu e Birch, 2005). A linhagem E. coli clonada mostrou-se eficiente na

producdo da enzima sacarose isomerase que converte sacarose em isomaltulose.

A maioria dos microrganismos produtores de glicosiltransferase, que converte
sacarose em isomaltulose, foi fermentada em meio de cultivo contendo peptona, sacarose,
extrato de levedura, extrato de carne e sais. Tais componentes possuem alto custo
encarecendo a produgdo de isomaltulose. Alguns trabalhos t€ém utilizado subprodutos e
residuos agroindustriais como componentes de meio de cultivo na tentativa de diminuir o
custo de fermentacdo. Tem-se utilizado melaco de cana-de-agticar como substituto da
sacarose como fonte de carbono, d4gua de maceracdao de milho como alternativa a peptona
e extrato de carne e levedura, como fonte de carbono e nitrogénio. Shimizu et al. (1982)
utilizaram meio de cultivo composto de sacarose 5% (p/v), 4gua de maceracdo de milho
3%(p/v), Na,HPO, 0,3% (p/v) e NaCl 0,2% (p/v) ajustado a pH 7,0, para producdo de
células de Serratia plymuthica NCIB 8285 produtoras de a-glicosiltransferase intracelular

que convertia sacarose em isomaltulose.

Moraes et al. (2002 e 2005) estudaram a produ¢do de isomaltulose por células de
Erwinia sp. imobilizadas com alginato de calcio. As células foram obtidas a partir de
fermentacdo em meio de cultivo composto de melago-de-cana-de-agcicar 12% (p/v),
peptona 4% (p/v) e extrato de carne 0,4% (p/v). Foi obtida maior atividade enzimética de

15,6 UA/mL de meio de cultivo apds 8 horas de fermentacdo, em fermentador de 3 litros,
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a 30°C. Foi obtido rendimento em torno de 50% de isomaltulose com solugdes de
sacarose entre 20-30% a 35°C. Kawaguti et al. (2005) otimizaram o meio de cultivo para a
producdo de glicosiltransferase de Erwinia sp. O meio de fermentagdo era composto pelos
sub-produtos agroindustriais melago de cana-de-acucar (100 g/L), 4gua de maceragdo de
milho (60 g/L) e extrato de levedura comercial (8 g/L). Foi obtida atividade enzimética
maxima de 6,65 UA/mL de meio de cultivo, apés 8 horas de fermentacdo a 30°C,

utilizando-se frascos sob agitacao.

3.1.2. Caracteristicas da enzima glicosiltransferase que converte sacarose em

isomaltulose

A glicosiltransferase microbiana € uma enzima intracelular e estd localizada no espago
periplasmdtico das células (Cheetham et al., 1982; Cheetham, 1984; McAllister et al.,
1990; Huang et al., 1998). Nao existe glicosiltransferase comercial para a conversdao de
sacarose em isomaltulose, sendo pouco os trabalhos que utilizam a glicosiltransferase
extraida para a conversdo (Park et al., 1992; Park et al., 1996; Celestino, 1998; Véronese e

Perlot, 1999).

Diversos estudos foram realizados visando a purificagdo, a caracterizacdo e o
esclarecimento do mecanismo bioquimico da conversdo de sacarose em isomaltulose.
Constatou-se que a enzima de Erwinia rhapontici que mediava a bioconversdo de
isomaltulose estava localizada no espago periplasmético das células, o que facilitaria seu
uso como um biocatalisador industrial (Cheetham et al., 1982; Cheetham, 1984). A
enzima foi descrita como sacarose especifica com um mecanismo de transglicosilacdao
intramolecular em que ambos os residuos de glicose e frutose estavam associadas a
enzima. A reagdo, nao sendo seletiva, formou simultaneamente isomaltulose e trealulose a
partir da hidrdlise da sacarose seguida pelo rearranjo da glicose com as posi¢cdes do

carbono 6 e 1 da frutofuranose, respectivamente. Foi verificado que a razdo
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isomaltulose/trealulose foi constante nos estidgios iniciais da reacdo sob diferentes
condi¢des de pH, temperatura e concentracdo do substrato; no entanto, apds extensa
incubacgdo e quando toda sacarose foi consumida, houve uma lenta queda da concentragao
de isomaltulose e um lento aumento da trealulose. Quando enzimas ou células foram
incubadas com isomaltulose e trealulose purificada houve pequena e lenta formacdo de
trealulose. A trealulose mostrou-se inerte, sugerindo que a conversdo da isomaltulose

seria lentamente reversivel e a da trealulose irreversivel.

As glicosiltransferases que convertem a sacarose em isomaltulose descritas na
literatura apresentam atividade 6tima na faixa de pH 5,0 a 6,5 e temperatura de 30°C a
40°C e sdo citadas como sendo termossensiveis (McAllister et al., 1990; Park et al., 1992;
Park et al., 1996; Nagai et al., 1994; Véronese e Perlot; 1999; Celestino, 1998; Wu e
Birch, 2005). A enzima bruta de Serratia plymuthica ATCC 15928 foi obtida apds
centrifugacdo a 10.000 rpm, por 20 minutos e rompimento da massa celular em prensa-X
(McAllister et al., 1990). A glicosiltransferase obtida foi purificada 25 vezes em coluna
Bio-Gel e apresentou atividade 6tima em pH 6,0 e a 30°C. Park et al. (1992 e 1996)
caracterizaram a enzima obtida da bactéria Klebsiella sp capaz de converter sacarose em
isomaltulose. A enzima purificada apresentou melhor atividade entre pH 6 e 6,5 e

temperatura 6tima de 35°C.

A enzima denominada sacarose isomerase, clonada em Escherichia coli por Wu e
Birch (2005), apresentou atividade 6tima em pH 5,0 a 30°C e 35°C. A enzima purificada
apresentou K, de 39,9 mM e V., de 423 UA/mg para o substrato sacarose. A enzima
converteu sacarose em isomaltulose e trealulose na proporcao 8:1, respectivamente. A
glicosiltransferase de Pseudomonas mesoacidophila MX-45, que produz maior propor¢cao
de trealulose a partir de sacarose, foi purificada (Nagai et al., 1994). A enzima apresentou
atividade 6tima em pH 5,8 a 40°C, e maior estabilidade na faixa de pH 5,1 a 6,7 e em
temperaturas inferiores a 40°C. A glicosiltransferase apresentou atividade maxima de

13,89 UA/mg.
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Véronese e Perlot (1998) investigaram o mecanismo bioquimico do sitio ativo da
enzima glicosiltransferase produzida por Protaminobacter rubrum, Serratia plymuthica e
Erwinia rhapontici. Diferentes monossacarideos foram utilizados na mistura de reagao
para verificar o efeito inibidor ou ativador na formac¢do de isomaltulose. Foi verificado
que, a maioria dos monossacarideos apresentou efeito inibitério ou nenhum efeito. O
modo de acdo da enzima glicosiltransferase de Protaminobacter rubrum também foi
estudado (Tsuyuki et al., 1992). A enzima catalisava a transglicosilagdo intramolecular da
sacarose formando isomaltulose e também a transglicosilagdo intermolecular da sacarose,

para outros aceptores, formando outros derivados de sacarose.

Celestino (1998) estudou a producgdo, purificagdo e a caracterizacdo bioquimica da
glicosiltransferase intracelular de Erwinia sp. D12. No estudo da producdo da
glicosiltransferase, em fermentador de 2 litros, foi verificado que a enzima € produzida na
fase exponencial de crescimento, sendo que a produ¢do méxima foi obtida apds 3 horas
de fermentacdo a 28°C, e apds 4 horas de incubagdo a 30°C e 35°C. A enzima purificada
apresentou atividade 6tima em pH 6,0 e a 40°C. A glicosiltransferase purificada mostrou-
se termossensivel, sendo inativada apds 1 hora de tratamento a temperaturas superiores a
39°C e ap0ds 3 horas, a 35°C na auséncia de substrato. A enzima mostrou-se estavel na
faixa de pH 5,7 a 6,3, ap6és 24 horas de incubagcdo, a 5°C. Utilizando-se a
glicosiltransferase e solugdo de sacarose 5% e 10% (p/v) foram obtidos rendimentos de

73,5% e 72,3% de isomaltulose, respectivamente, apds 4 horas de reagdo a 40 °C.

A enzima o-glicosiltransferase purificada de Serratia plymutica ATCC 15928
converteu sacarose em 72,6% de isomaltulose, 6,6% de trealulose, 10,1% glicose e 10,1%
de frutose (Véronese e Perlot, 1999). A enzima foi obtida pelo rompimento celular em
sonicador. O sobrenadante contendo a enzima foi obtido por centrifugacao a 20.000 rpm,
durante 30 minutos. A conversdo médxima de solu¢do de sacarose 292 mM ocorreu em pH
6,2 e a temperatura de 30°C. A propor¢do dos produtos foi dependente da temperatura de

reacdo e o aumento da temperatura aumentou a formacdo de frutose. Foi verificado que a
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adicdo de glicose ou frutose na mistura de reacdo também alterou a propor¢ao dos
produtos sendo que a glicose atuou como inibidor competitivo. Foi observado também
que, a reversibilidade da reacdo ocorria somente com a isomaltulose e ndo com a

trealulose.

3.2. Imobilizacao

A primeira aplicacdo industrial de sistema de células imobilizadas foi utilizada na
producdo continua de 4dcido L-aspartico (Chibata et al., 1974). Nos dltimos anos houve
um grande aumento das pesquisas na drea de biocatdlise envolvendo a imobilizacdao de
enzimas e células inteiras de microrganismos (Walsh e Malone, 1995). A imobilizacdo de
microrganismos pode ser definida como qualquer técnica que limita a livre migragdo das
células (Scott, 1987) ou o confinamento fisico ou localizacdo de células intactas em uma
certa regido do espaco com a preservacao de desejadas atividades cataliticas (Karel et al.,

1985).

As células imobilizadas em uma matriz podem ser protegidas de condi¢cdes ambientais
desfavordaveis como pH, temperatura, solventes organicos, e substancias toéxicas podendo
ser manipuladas e recuperadas das solucdes (Park e Chang, 2000). As técnicas de
imobiliza¢do de células microbianas sdo divididas em quatro grandes categorias: adsor¢ao
na superficie de um suporte sélido; aprisionamento no interior de um suporte poroso;
auto-agregacao natural por floculacio ou induzidas com agentes de reticulacio ou
ligantes; e contencdo fisica dentro de uma barreira. Os métodos de aprisionamento sdo
baseados na inclusdo e reten¢do de células dentro de uma rede rigida ou intersticios das
fibras ou poros do suporte para impedir que as células se difundam no meio
circunvizinho, enquanto ainda permite a transferéncia de nutrientes e metabolitos

(Kourkoutas, 2004).
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O alginato é um dos suportes mais utilizados para a imobilizagdo de células
microbianas inteiras (Vorlop e Klein, 1983) por ser uma metodologia simples e barata;
além de ser uma técnica reprodutivel que utiliza condi¢des suaves durante o processo de
imobilizacdo (Ogbonna et al., 1989; Hulst e Tramper, 1989). Os alginatos sao
heteropolimeros lineares de acidos carboxilicos compostos de subunidades monoméricas
de B-D-dcido manurdnico (M) e a-L-acido gulur6énico (G) interligados por ligacoes 1,4-
glicosidicas. Estes mondOmeros podem ser organizados em cadeias consecutivas de

residuos G (G),, de residuos M (M), ou alternando residuos M e G (MQG), (Figura 3).

(a)
(b)
4 N
H OHq
HIOOC
© |, o o o
HO . o H
H
H H
. Jn

Figura 3: Composicao de alginatos.

(a) cadeia de residuos de acidos manuronicos (M).
(b) cadeia de residuos de 4cidos gulurdnicos (G).
(c) cadeia de residuos de dcidos manurdnicos e dcidos gulurdnicos alternados (MG).
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A quantidade relativa de cada tipo de cadeia varia entre os diferentes alginatos.
Existem distintas diferencas estruturais entre os tipos de cadeias (Klein et al., 1983;
Ertesvag e Valla, 1998; Chan et al., 2002). Os (MG), formam as cadeias mais flexiveis e
sdao mais soliveis em pH 4cidos. Os (G), formam cadeias rigidas em que duas cadeias G,
com mais de seis residuos cada podem ser ligados por ions bivalentes levando a formacao
de gel. Em valores de pH baixos, alginatos de alta massa molecular protonados podem
formar géis acidos fracos. Nestes géis, a maior parte sdo cadeias homopoliméricas as
quais formam juncdes, mas a estabilidade depende do contetdo de cadeias G. Géis com
grande quantidade de (G), exibem alta porosidade, baixo encolhimento durante a
formacgdo do gel e menor inchamento apds secagem, no entanto, t€m maior propensao em
apresentar sinérese. Com o aumento da quantidade de (M),, os géis tornam-se mais

macios e apresentam poros de menor tamanho.

Na imobilizacdo com alginato uma suspensido de microrganismos ¢ misturada a uma
solugdo de alginato de sodio, suficiente para formar um gel firme. Essa mistura é
submetida a extrusdao com auxilio de mangueiras e bomba peristaltica, sendo gotejada em
solucdo contendo sais de ions bivalentes como cloreto de cdlcio formando granulos. Apds
gelificacdo os microrganismos sdo retidos ou aprisionados dentro do gel. Durante a
permanéncia na solucdo salina, os fons cdlcio sdo transportados para o centro da esfera e
um estado de equilibrio € atingido variando de 15 min a 12 horas, como representado na
Figura 4 (Hulst e Tramper, 1989). O tempo depende das condi¢Oes experimentais como
temperatura, concentragdo do sal, diametro da esfera, tipo e concentracdo de alginato,
concentracdo da suspensdo celular. Durante o procedimento de maturacdo da esfera, em
solucdo de cloreto de calcio, o aumento do volume pode chegar a 40% em relacdo ao

tamanho original (Ogbonna et al., 1989; Klein et al., 1983).
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Figura 4: Tlustracdo da formacao do gel de alginato de célcio.

(a) homopolimeros de unidade de dcido gulurdnico em solugdo.

(b) ligacdo entre as cadeias homopoliméricas através dos fons cdlcio situados entre os grupos com

carga negativa.

(c) formacgao da rede de gel com cadeias homopoliméricas unidas através dos fons célcio

21



22



Alguns aspectos durante a imobilizagdo devem ser observados como a estabilidade
mecanica que pode diminuir com o tempo devido a baixa concentragdo de alginato ou
grande quantidade de células na suspensdo; restricdes ou limitagdes difusionais
dependendo do tipo e concentracdo do gel. Uma das principais causas do rompimento dos
granulos de alginato € a quelacdo dos fons cdlcio com outros compostos do meio,
principalmente por ions fosfato que pode ser minimizada adicionando-se ions Ca®™ ao

meio.

A atividade das células imobilizadas depende do tamanho da superficie das esferas, da
porosidade do gel formado, e das -caracteristicas hidrofilicas do suporte. A
polietilenoimina é uma amina alifdtica polibésica utilizada nas técnicas de imobilizac¢ao
como um constituinte menor dando uma caracteristica hidrofilica e maior forca mecanica
as preparacoes de células imobilizadas. Pode também ser usada como um constituinte
primdrio do suporte como agente de reticulacdo ou ligacao (Bahulekar et al., 1991). O
glutaraldeido é empregado como aditivo no processo de imobilizacdo como agente de

ligacdo ou reticulacdo na preparacdo de esferas alginato de calcio (Park e Chang, 2000).

O alginato € o suporte mais utilizado na imobilizacdo de microrganismos produtores
de glicosiltransferase que convertem a sacarose em isomaltulose. Shimizu et al. (1982)
estudaram a producdo de isomaltulose por células imobilizadas de Serratia plymuthica
NCIB 8285 em alginato de cdlcio utilizando aditivos glutaraldeido e polietilenoimina. A
massa celular foi ressuspendida em solucdo de alginato de so6dio 2% (p/v) e gotejada em
solucdo de cloreto de célcio 0,1 N sob agitacdo, por 2 horas. Os granulos formados foram
recuperados por filtragdo e lavados com dgua. Todos os experimentos foram realizados
em batelada, com sucessiva reutilizagdo dos granulos e temperatura proxima de 25°C para
evitar a inativacdo da enzima o-glicosiltransferase. A maior estabilidade durante a
conversao de solu¢do de sacarose 30% (p/p), ocorreu quando os granulos contendo
células imobilizadas foram tratados com solucdo de polietilenoimina 1,5% (30 g de

granulos para cada 100 mL de solu¢do previamente neutralizada a pH 5,0-5,8 com acido
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cloridrico) e solucdo de glutaraldeido 1% (30 g de granulos para cada 100 mL de solugdo,
a 25°C, por 30 minutos).

Em estudos comparativos, foram demonstrados que células imobilizadas de Erwinia
rhapontici NCPPB 1578 em granulos de gel de alginato de calcio apresentaram
estabilidade 350 vezes maior do que as células livres, alcancando-se uma meia vida de
aproximadamente 8.600 horas (Cheetham et al., 1985). Apds fermentacdo em frascos
agitados a 30°C, as células foram recuperadas por centrifugagdo e suspensao celular 20 %
(massa celular umida/v) foi misturada com solu¢do de alginato de s6dio 5% (p/v) a pH
6,0. As células foram imobilizadas em solucdo de CaCl, 0,1 M pH 6,5, a temperatura
ambiente. As células imobilizadas foram dispostas em colunas (200 x 15 cm), mantidas a
30°C e alimentadas com solucdo de sacarose 1,6M ajustada a pH 7,0. As células
imobilizadas foram mais eficientes sendo obtida conversdo de 90% em isomaltulose. A
atividade das células imobilizadas diminuiu com o aumento da concentracdo das células,
o que normalmente ocorre em sistemas difusionalmente limitados e também diminuiu a

resisténcia mecanica.

Células imobilizadas de Erwinia sp foram utilizadas para a conversao de sacarose em
isomaltulose (Bucke e Cheetham, 1987). Foram estudados diversos materiais para
imobilizacdo como agar, k-carragena, goma xantana, poliacrilamida, no entanto o alginato
de calcio apresentou maior eficiéncia. A massa celular foi ressuspendida em solugdo de
alginato de sodio 5% (p/v) para formar, no final, uma suspensdo com 20% de células
(p/v). A suspensao foi gotejada em solugdo de cloreto de célcio 0,1 M a 30°C, contendo
sacarose 15% (p/v) com a finalidade de estabilizar a atividade enzimadtica das células. As
células imobilizadas foram dispostas em colunas (300 x 50 mm) e mantidas a 30°C. Foi
demonstrado que a estabilidade e produtividade aumentaram com o incremento da
concentracdo de sacarose, sendo que foi obtido maior produg¢do de isomaltulose
utilizando-se solugdo de sacarose 55% (p/v) e pH 7. Foram obtidos cerca de 85% a 90%

de conversio inicial com meia vida de 8.500 horas.
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Um novo método foi descrito para a obtencdo de isomaltulose utilizando-se células
imobilizadas de Protaminobacter rubrum, empregando-se 6-cloro-6-dioxi-sacarose, em
vez de sacarose (Hashimoto et al., 1987). As células foram imobilizadas em gel de
alginato de calcio. A atividade méxima das células imobilizadas, em pH 5,5, ocorreu em 3
horas e foi proporcional a quantidade de células, sendo obtido conversdao de 18%, 30% e

449 para 10, 20 e 40 mg de células/mL de solucdo, respectivamente.

Tsuyuki et al. (1992) utilizaram a bactéria Klebsiella planticola MX 10 para converter
sacarose em isomaltulose. A massa celular foi misturada com solucao de alginato de sédio
4% (p/v) na proporcao 1:1 (v:v) e a suspensdo celular foi gotejada em solu¢ao de CaCl,
0,25 M sob agitacdo, formando granulos com células imobilizadas. Os granulos foram
mantidos na solu¢do por 1 hora e, posteriormente, lavados com dgua destilada e colocados
em solugdo de polietilenoimina 2% pH 5,6. Apds 5 minutos, os granulos foram separados
e misturados com solu¢do de glutaraldeido 0,5 % a 5°C, por 20 minutos. As células
imobilizadas foram separadas da solucdo de glutaraldeido e lavadas com dgua destilada.
As células imobilizadas tratadas com polietilenoimina e glutaraldeido converteram
totalmente a solu¢do 25% de sacarose sendo obtido 65,4% de isomaltulose e 29,7% de

trealulose.

A bactéria Klebsiella sp LX3 produtora de enzima denominada isomaltulose sintase,
capaz de converter sacarose em isomaltulose e trealulose, foi imobilizada com solucao de
alginato de sédio 2%(p/v) em solucdo de CaCl, 0,65% (p/v), e dispostas em colunas de
leito empacotado (Li et al., 2003). Utilizando-se solu¢do 10 % de sacarose como

substrato, foram obtidos 87% de isomaltulose, 11,6% de trealulose e 1% de glicose.

Ahn et al. (2003) utilizaram a linhagem Erwinia rhapontici BN68089 para converter
sacarose em isomaltulose. As células foram recuperadas do meio de fermentacdo por
centrifugacdo a 1.000 x g a 4°C por 20 minutos e lavadas com NaCl 0,9% (p/v). A

suspensao celular 40% (p/v) foi misturada com igual volume de solu¢do de alginato de
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s6dio 5% (p/v). A mistura foi gotejada, com auxilio de bomba peristéltica, em solu¢do de
cloreto de calcio 0,15 M para formar as células imobilizadas. Apds permanecerem uma
noite em solu¢do de cloreto de célcio a 4°C, as células foram tratadas com solucdo de
sacarose 55% (p/v) a 30°C por 2 dias. Os granulos foram empacotados em colunas (180 x
50 cm e capacidade de 300 mL) a 30°C e alimentados com solugdo de sacarose 55% (p/v)
pH 7.0. Foram testadas temperaturas a 27°C, 30°C e 33°7C e os rendimentos iniciais de
isomaltulose foram respectivamente, 79%, 89% e 85% e diminuiram para 67%, 79% e

57% ap6s 60 dias, respectivamente.

Moraes et al. (2002 e 2005) verificaram que a producdo de isomaltulose a partir de
sacarose, utilizando-se células de Erwinia sp. D12 imobilizadas em alginato de cédlcio em
colunas de leito empacotado, foi em torno de 50% de isomaltulose com solugdes de

sacarose entre 20-30% a 35°C.

Posteriormente, Kawaguti et al. (2005 e 2006b) estudaram a influéncia da
concentracdo de alginato de sddio, da suspensdao de células e aplicacdo de aditivos
glutaraldeido e polietilenoimina na imobilizacdo de Erwinia sp. D12 em alginato de
célcio. As células inteiras, recuperadas apos fermentacdo, foram ressuspendidas em dgua
destilada e misturadas a uma soluc¢do de alginato de sddio na propor¢ao 1:2. A mistura foi
submetida a extrusdo com auxilio de uma bomba peristéltica e gotejada em solucdo de
cloreto de célcio para a formagdo de esferas contendo as células imobilizadas. Foi
verificado que as melhores concentracdes de alginato de s6dio e suspensdo celular foram
2% (p/v) e 40% (massa celular umida/v), respectivamente. Foi observado que a melhor
concentracdo de aditivo glutaraldeido foi de 0,06% (v/v). Utilizando-se células
imobilizadas em colunas de leito empacotado e solucao 35% de sacarose foram obtidas

taxas de conversao acima de 50% por 282 horas.

Outros suportes para imobilizacdo celular também t€m sido descritos. Células de

Protaminobacter rubrum CBS 574.77 foram imobilizadas em DEAE-celulose para
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conversdo de sacarose em isomaltulose (Sarkki et al., 1999). Para a producao de massa
celular, as células foram ressuspendidas em 10 mL de solucdo salina e aliquotas de 0,1
mL foram inoculadas em frascos de 1.000 mL, contendo 300 mL de meio ajustado a pH
7,0. Os frascos foram incubados a 230 rpm por 20 horas, a 30°C. Para a imobilizacdo da
bactéria na resina trocadora anidnica, 750 mL de suspensdo contendo as células foram
bombeadas na coluna a um fluxo de 35 mL/h, a 25°C. Uma solug¢do de sacarose 25%
(p/v), pH 7,5 e 30°C foi bombeada continuamente na parte inferior da coluna. Este
sistema permitiu a saida de CO,, proveniente da conversao, pela parte superior da coluna.
O sistema foi mantido em operacdo por duas semanas, sendo que a conversao diminuiu
com o tempo. O sistema foi renovado pela adi¢do de meio de cultivo esterilizado. Apds a
conversdo foi obtido 79% isomaltulose, 0,9% de trealulose, 0,9% de frutose, 0,4% de

glicose e 18,5% de sacarose.

Krastanov e Yoshida (2003) estudaram a conversao de sacarose em isomaltulose por
células de Serratia plymuthica imobilizadas em quitosana. As células umidas foram
ressuspendidas em solu¢do de NaCl 0,9% (p/v) e misturadas com solucdo de acetato de
quitosana e glutaraldeido. Apds a gelificacdo, a mistura foi fragmentada em pequenas
particulas, lavadas com tampao fosfato 0,1 M pH 6,5 e mantida em solu¢do de NaCl 0,9%
(p/v) a 4°C por uma noite. Utilizando-se as células imobilizadas em frascos Erlenmeyers
de 50 mL sob agitacdo verificaram o efeito da temperatura, do pH e da concentracdo do
substrato na atividade enzimdtica. Observaram que os parametros Otimos foram
temperatura 44-45°C, pH 6,2-6,3 e concentracdo de substrato de 40% de sacarose, no qual

foram obtidos 80% de isomaltulose e 7% de trealulose.

Posteriormente, Krastanov et al. (2006) investigaram a conversdao de sacarose em
isomaltulose comparando-se os processos em batelada e continuo, utilizando células
imobilizadas de Serratia plymuthica em quitosana. No processo em batelada foi obtida
uma produtividade especifica entre 0,76 e 1,15/h (kg de sacarose convertida/kg de

biocatalisador). No processo continuo utilizando colunas de leito empacotado estudaram o
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efeito da concentracdo do substrato sacarose (30-70%), da temperatura (30-60°C) e do
tempo de residéncia do substrato na produtividade volumétrica especifica do
biocatalisador. A conversdo de 98-100% de solucdo de sacarose de 30-50% foi obtida
apOs tempo de residéncia de 1,7-3,0 horas. Utilizando-se concentracdes maiores de
substrato sacarose entre 60-70% foi necessario maior tempo de residéncia, entre 4 € 5
horas. Utilizando-se concentracdo de substrato de 40% foi obtido o maior rendimento em
isomaltulose de 94%, sendo obtidos menores rendimentos quando se utilizaram
concentracdes abaixo de 40%. A estabilidade operacional das colunas de leito
empacotado foi de 155 dias, quando se consideraram taxas de conversao acima de 50%. A
quantidade de produto acumulado apds o processo foi de 1488 Kg de isomaltulose

produzida por dm® de biocatalisador.

3.3. Aplicacoes da isomaltulose

Os carboidratos da dieta compreendem um complexo grupo de alimentos que possuem
diversas propriedades fisiologicas e nutricionais (Loo et al., 1999). A sacarose € o
principal acticar consumido no Brasil e tem a desvantagem de ser cariogénico. Bactérias
do biofilme dentdrio, principalmente Streptococcus mutans, estao relacionados com o
desenvolvimento de cdries dentdrias como microrganismos patogénicos primdrios em
humanos e animais. Streptococcus mutans produz glicosiltransferase extracelular, que
catalisa a sintese de glucana extracelular solivel e insolivel a partir de sacarose. A sintese
de glucana promove a aderéncia de Streptococcus mutans aos dentes. Estes
microrganismos sdo capazes de metabolizar mono e dissacarideos produzindo &cidos
provocando a queda do pH da saliva e na interface biofilme-esmalte dos dentes
favorecendo a desmineralizacdo do esmalte e conseqiientemente desenvolvendo a carie

(Ooshima et al., 1983; Moynihan, 1998).
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O interesse na producdo de isOmeros da sacarose tem aumentado devido as
similaridades sensoriais € ao menor potencial cariogénico. A isomaltulose pode ser
empregada na maioria dos alimentos industrializados como substituinte da sacarose sem
qualquer alteracao nos tradicionais processos de manufatura, sendo aplicada na confec¢do
de produtos de panifica¢ao, caramelos, frutas enlatadas, gomas de mascar, produtos a base
de chocolate, confeitos, pudins, recheios e coberturas, bebidas para esportistas e pasta de

dente (Irwin e Striter, 1991).

3.3.1. Cariogenicidade

Estudos com isomaltulose, como substituto da sacarose, incluindo producdo de acidos
em placa dentdria in vivo e in vitro, produ¢do de acido em suspensdo de material de
biofilme dentério por Streptococcus mutans e efeito da isomaltulose na sintese de glucana

tém sido realizados nas ultimas décadas (Takazoe, 1985; Takazoe et al., 1985b).

Ooshima et al. (1983) realizaram estudos relacionados a cdarie dentdria em ratos
utilizando a isomaltulose. A atividade cariogénica foi examinada em experimentos in
vitro e in vivo. Em meio contendo isomaltulose 1% (p/v), Streptococcus mutans
pertencentes aos sorotipos a, d e g ndo fermentaram o carboidrato, no entanto os sorotipos
b, ¢, e e f, fermentaram. A isomaltulose inibiu significativamente a sintese de glucana
insoldvel a partir da sacarose por Streptococcus mutans. Em experimentos in vivo, ratos
foram infectados com Streptococcus mutans 6715 e alimentados com uma dieta contendo
56% de isomaltulose e ndo desenvolveram cdries significativas comparadas com os
grupos controles, os quais foram alimentados com sacarose, glicose, frutose ou glicose e
frutose. Os autores comprovaram que a dieta em que se substituiu metade da sacarose por

1somaltulose resultou em decréscimo no desenvolvimento de caries.
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O efeito de freqiientes enxdgiies com solu¢do de isomaltulose e glicose na produgdo de
acido em placa dentdria humana foram descritos (Topitsoglou et al., 1984). Apds seis
semanas e seis enxdgiies didrios com solucdo de isomaltulose 15% (p/v) e glicose 15%
(p/v) foi observado que a isomaltulose provocou menor queda de pH (de 7 a 6,2) em

relacdo a glicose, sendo a isomaltulose considerada menos acidogénica.

Sasaki et al. (1985) compararam a cariogenicidade provocada por isomaltulose e
sacarose em ratos infectados com Streptococcus mutans E-49. Trés grupos de ratos Wistar
foram alimentados com dietas contendo 56% de isomaltulose, outra contendo 56% de
sacarose € uma outra composta de uma mistura de 17,5% sacarose e 38,5% isomaltulose.
Os animais foram infectados com Streptococcus mutans E-49, sendo que metade dos
animais foi mantida com a dieta por 8 semanas, e a outra metade, por 14 semanas.
Somente cdrie sulcal foi encontrada nos animais alimentados com isomaltulose. O grupo
alimentado com sacarose apresentou lesdes cdries buco-lingual, sulcal e superficial
enquanto que o grupo alimentado com a mistura de agicares apresentou menos lesdes

buco-lingual em relagdo aos animais alimentados somente com sacarose.

Takazoe et al. (1985a) indicaram a isomaltulose como possivel substituto da sacarose
em alimentos devido a sua baixa cariogenicidade. Foram realizados estudos incluindo
producdo de dcido em placa dentéria e efeito da isomaltulose na sintese de glucana por
Streptococcus mutans. Testes em humanos demonstraram que, apds enxagiie da boca com
solucdes de isomaltulose e sacarose 25%, 40% e 50% (p/v), houve uma queda menor de
pH naquelas pessoas que utilizaram isomaltulose. No estudo da determinacdo de produgdo
de 4acido em suspensdes contendo biofilme dentdrio foi observado que a producdo de
acido foi menor na presenga de isomaltulose em relacdo a sacarose. Foi demonstrado que
a produgdo de 4cido foi muito baixa na presenga de Streptococcus mutans E-49 em
relacdo a sacarose e que nenhuma glucana insolivel foi sintetizada a partir da

isomaltulose pelo mesmo microrganismo.
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Hamada (2002) citou que cérie dentdria € uma doenga multifuncional provocada pela
interacdo de trés fatores: dentes, bactérias cariogénicas (principalmente Streptococcus
mutans e Streptococcus sobrinus) e fermentacdo de aguicares. Inicialmente ha a adesao
das bactérias na superficie dos dentes, acompanhada pela sintese de glucana insolivel em
dgua a partir da sacarose por via enzimdtica pela acdo de glicosiltransferases. Foi
demonstrado que restricbes de sacarose em dietas ou uso de substituintes ndo
fermentaveis da sacarose influenciaram na atividade de glicosiltransferases resultando em
diminuicdo das céries. Isomeros da sacarose como isomaltulose e trealulose ndo sdo
substratos para glicosiltransferases dos Streptococcus e nao sdo utilizados como fonte de

energia.

3.3.2. Propriedades, nutricdo e metabolismo da isomaltulose

A 1somaltulose possui ponto de fusdo de 123-124°C, menor do que a sacarose (190°C).
Possui cerca de 50% da docura da sacarose e perfil similar, ndo deixando sabor residual.
A solubilidade é metade da sacarose em temperatura ambiente. A viscosidade €
ligeiramente menor. Nao é higroscopica como a sacarose € a lactose. Resiste a hidrdlise
acida (acido citrico 1,5-15%) e desta forma alimentos acidificados ou com vitamina C
contendo isomaltulose sdo mais estdveis do que aqueles contendo sacarose. Solucdes de
isomaltulose 20% a pH 2,0 em ebulicdo ndo sofreram hidrélise, apés 1 hora. A termo-
estabilidade € ligeiramente menor do que a da sacarose (Takazoe, 1989; Irwin e Striter,

1991).

A estabilidade microbiana de produtos preparados com isomaltulose é muito boa. A
concentracdo de insulina e frutose encontrada no plasma humano, apds a ingestdo da
isomaltulose, € aproximadamente metade daqueles encontrados apds ingestiao da sacarose.
Em todas as quantidades testadas as taxas de aumento dos niveis de glicose, insulina e

frutose no sangue, foram menores para isomaltulose do que para sacarose. Como
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resultado da menor taxa de clivagem e conseqiientemente menor absorcdo dos
monossacarideos a partir da sacarose, nenhum aumento de desconforto intestinal foi
observado. A isomaltulose é completamente absorvida, embora mais lentamente do que a

sacarose (Takazoe, 1989; Irwin e Striter, 1991).

Kawai et al. (1985) investigaram e compararam a concentracdo de glicose e insulina
no plasma em resposta a ingestdo de isomaltulose e sacarose. O nivel de glicose no
plasma aumentou gradualmente e atingiu um méximo de 110,9 mg/dL apds 60 minutos,
quando se administraram 50 g de isomaltulose, permanecendo no mesmo nivel apds 120
minutos. Ao se administrar 50 gramas de sacarose, o mesmo grupo de voluntarios
apresentou um nivel maximo de glicose no plasma de 143,3 mg/dL apds 30 minutos, com
acentuada queda posterior. O aumento acumulativo de glicose no plasma devido a
isomaltulose foi menor do que comparada a sacarose e as alteracdes dos niveis da insulina
no plasma acompanharam paralelamente os niveis de glicose. Os resultados
demonstraram que a isomaltulose é absorvida mais lentamente do que a sacarose sendo

indicado como adogante para pacientes diabéticos.

Posteriormente, foi demonstrado em experimentos in vitro com mucosa intestinal
humana, que a isomaltulose foi metabolizada pela isomaltase independente da digestao da
sacarose pela invertase e que o valor da digestdo da isomaltulose foi cinco vezes menor
quando comparada com a da sacarose (Kawai et al., 1989). Em estudos in vivo foi
verificado que a administracio oral de isomaltulose (1 g/Kg) provocou um leve aumento
na glicose e insulina do plasma. Os resultados sugeriram que a isomaltulose pode ser
utilizada como adogante caldrico por pacientes diabéticos devido ao baixo indice

glicémico.

Os efeitos teratogénicos e mutagénicos foram avaliados em fetos de ratos Wistar
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de isomaltulose (0 a 10%), do primeiro

ao vigésimo primeiro dia de gestacdo (Lina et al., 1997). Nao foram encontrados indicios
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téxicos, nenhum efeito na performance reprodutiva, em andlises dos embrides, fetos,
visceras e esqueletos. A dieta contendo 10% de isomaltulose seria equivalente ao

consumo de aproximadamente 7 g/Kg de peso corpéreo/dia.

O potencial toxicologico da isomaltulose também foi estudado, administrando-se
dietas de 0 a 10% por 13 semanas em grupos de ratos Wistar (Jonker et al., 2002).
Observagdes clinicas didrias como peso corporal, eficiéncia na conversao dos alimentos e
consumo de alimentos e dgua, ndo foram afetados em nenhuma etapa do estudo. Exames
oftalmoldgico, sanguineo, de urina, dos tecidos, do sistema nervoso, da atividade motora
e imunotoxicidade ndo revelaram nenhuma anormalidade devido a ingestdo de
isomaltulose. Foi concluido que a administracdo de isomaltulose na dieta até 10%, por 13

semanas, pode ser tolerado sem qualquer sinal de toxicidade.

Lina et al. (2002) relataram que a isomaltulose € um dissacarideo de ocorréncia natural
comercialmente produzida pela conversdao enzimdtica a partir da sacarose e tem sido
utilizada como um adogante no Japao desde 1985. Disponivel como um substituto nio
cariogénico da sacarose e a disposi¢do em produtos para diabéticos e pré-diabéticos.
Estudos in vivo com ratos e porcos indicaram que a isomaltulose € completamente
hidrolisada e absorvida no intestino delgado. Foi demonstrado em estudos in vitro que
diversas enzimas intestinais (incluindo humanas) podem hidrolisar isomaltulose. A taxa
de hidrdlise, no entanto, € muito baixa quando comparada com a da sacarose e maltose.
Logo, os niveis de glicose e insulina no plasma sanguineo em humanos, apos
administracdo oral, aumentaram lentamente e atingiram menor valor maximo em relacdo
a administracdo da sacarose. ApOs absorcdo, frutose e glicose foram metabolizados
normalmente. A administra¢do de altas doses (de 7 e 8,1 g/Kg de massa corpérea/dia em
ratos machos e fémeas, respectivamente) de isomaltulose, ndo resultou em efeitos
adversos. Isomaltulose ndo induziu toxicidade embriondria, efeitos mutagénicos ou

efeitos teratogénicos em ratas gravidas e nenhum material téxico nos fetos foi observado.

Em estudos com pessoas sauddveis e diabéticas altas doses acima de 50 g foram toleradas
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sem sinais de desconforto intestinal. Com bases nestes resultados conclui-se que o uso de
isomaltulose como um adocgante alternativo € tdo seguro quanto outros agucares digeriveis

contendo glicose e frutose.

3.3.3. Isomalte

O isomalte também conhecido como Isomalt®, Palatinit®, palatinitol ou isomaltitol é
uma mistura equimolar de [6-O-(o-D-glicopiranosil)-D-sorbitol] e [1-O-(a-D-
glicopiranosil)-D-manitol] e € produzido por hidrogenacdo da isomaltulose, como
representado pela Figura 5 (Snodin e Daniel, 1983; Havenaar, 1987; Irwin e Striter, 1991;
Goldscher, 1997; Degelmann et al., 2000; Duflot e Fouache, 2001). A dogura relativa do

isomalte € cerca de 50% da sacarose e apresenta sabor agradédvel similar a da sacarose.

Ndindayino et al. (1999) relataram que hd um grande interesse em acgucares
alternativos, como mono e dissacarideos d4lcoois, também chamados polidis, em
formulagdes farmacéuticas. A razdo deste interesse € a combina¢do do sabor natural
adocicado, conteido caldrico reduzido e caracteristicas ndo cariogé€nicas. A maioria dos
polidis pode ser consumida por diabéticos sem qualquer aumento significativo da glicose,
insulina ou concentracdo de dcido latico. Dentre os polidis, o isomalte € um aguicar-alcool
derivado da sacarose. Na primeira etapa de obtengdo, a sacarose € convertida em
isomaltulose pela transglicosilacdo enzimdtica. Este novo acicar € considerado mais
resistente a dcidos e a a¢do microbiana, pois a ligacdo 1-6 entre glicose e frutose é mais
estavel do que a ligacdo 1-2 da sacarose. No segundo passo do processo, o isomalte €
obtido pela hidrogena¢do da isomaltulose em solucdo aquosa neutra. Além das vantagens
técnicas em comparagdo a outros polidis, o isomalte tem a vantagem de ser similar a
sacarose, muito menos higroscépico e com melhores propriedades sensoriais (Ziesenitz,

1996).
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Em 1985, estimou-se que a producdo de isomalte seria de aproximadamente 20.000-
25.000 toneladas/ano e o pre¢o estimado em US$ 3/Kg. O consumo de isomalte na
Europa correspondia a aproximadamente 15.000 toneladas/ano, nos Estados Unidos a
2.000-3.000 toneladas/ano e na América do Sul a 2.000 toneladas/ano (Striter, 1985). O
autor relatou que o isomalte pode ser obtido na forma cristalina, ndo é redutor e, ao
contrdrio da sacarose, € extremamente estavel a hidrélise enzimética. Também ndo pode
ser fermentado por grande numero de leveduras e microrganismos (Ziesenitz, 1996;

Linke, 1987).

O isomalte ndo deixa sabor residual e tem sido utilizado como agucar dietético em
produtos de confeitaria, gomas de mascar, bebidas carbonatadas e sobremesas (Snodin e
Daniel, 1983). O isomalte ndo é higroscépico, o ponto de fusio € de cerca de 145-150°C e
ndo sofre reacdo de Maillard (Striter, 1985; Willibald-Ettle e Schiweck, 1996). O
isomalte pode ser facilmente triturado para serem obtidos granulos de 100 pm,

propriedade que é importante para a fabricacao de chocolates e gomas de mascar.

O p6 finamente granulado pode ser seco para uso como adocante e pode ser moldado
em tabletes (Grenby, 1983). O isomalte refor¢a a transferéncia de sabor aos alimentos e
um efeito sinergistico ocorre quando € combinado com outros agicares dlcoois como
xilitol, sorbitol, manitol (10%). O mesmo sinergismo € obtido quando € combinado com
outros adogantes de dogura intensa como acessulfame-K, aspartame, ciclamato e sacarina.
A adi¢do de isomalte tende a mascarar o sabor amargo metalico residual desses adogantes.
O isomalte nio tem efeito refrescante como outros agucares alcoois (Irwin e Striter,

1991).
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6-O-(a-D-glicopiranosil)-D-sorbitol

Figura 5: Conversdo de isomaltulose em isomalte por hidrogenagao.
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4. MATERIAL e METODOS

4.1. Microrganismo e manutencao da cultura

A linhagem Erwinia sp. D12 produtora da enzima intracelular glicosiltransferase,
capaz de converter sacarose em isomaltulose foi utilizada neste trabalho. O
microrganismo foi isolado no Laboratério de Bioquimica de Alimentos, Faculdade de
Engenharia de Alimentos- UNICAMP (Celestino, 1998). A cultura de Erwinia sp. D12
foi cultivada em tubos de meio de cultivo inclinado, composto de 6,0% de sacarose (p/v),
4,0% de peptona (p/v), 0,4% de extrato de carne (p/v) e 2,0% de 4gar (p/v), durante 15
horas, a 30°C. Apds incubacgdo adicionou-se vaselina estéril aos tubos de ensaio e as

culturas foram mantidas a 5°C com repicagem a cada 2 meses.

4.2.Otimizacdo do meio de cultivo utilizando-se subproduto e residuo
agroindustrial para a producao de glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 em

frascos sob agitacao

O estudo visou a diminui¢ao do custo do meio de fermentacdo do microrganismo para
a producdo de glicosiltransferase. Os experimentos foram realizados através da
metodologia de planejamento experimental e andlise de superficie de resposta e os dados
foram tratados com auxilio do programa computacional STATISTICA®, StatSoft- versio

5.5 (2325 East 13th Street, Tulsa, OK, 74104, EUA).

Inicialmente realizou-se um planejamento fatorial fraciondario 2N para determinar o
efeito dos componentes do meio de cultivo melaco de cana-de-acucar (Companhia
Energética Santa Elisa), 4gua de maceracdo de milho (Milhocina®- Corn Products do

Brasil), extrato de levedura Prodex Lac SD® (Prodesa Produtos Especiais para Alimentos
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S/A), K,HPO, e do pH inicial na producdo de glicosiltransferase (Tabela 1). Apds a
selecdo das varidveis significativas, realizou-se a otimizacdo da concentracdo das

mesmas, através do planejamento composto central rotacional (Tabela 4).

4.2.1. Pré-inoculo e fermentagao

A cultura de 15 horas da linhagem Erwinia sp. D12, descrita no item 4.1, foi inoculada
em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo. Posteriormente,
os frascos foram incubados em incubador com agitacio New Brunswick Scientific Series

25 (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, EUA), a 200 rpm, a 30°C, por 15 horas.

Para o estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo na producdo de
glicosiltransferase foram utilizados pré-indculos e respectivos meios de produgcdo com a
mesma composi¢ao, de acordo com os planejamentos experimentais descritos nas Tabelas
1 e 4. Aliquotas de 5 mL do pré-in6culo foram transferidas, para frascos Erlenmeyers de
250 mL contendo 45 mL de meio de cultivo. Os frascos foram incubados sob agitacdo a
200 rpm, a 30°C, e a producdo de glicosiltransferase determinada apos 8 horas de
fermentacdo. Apds a incubagdo, os meios de cultivo foram centrifugados a 9.600 x g
(centrifuga Beckman J2-21, Beckman-Coulter, Inc., Fullerton, CA, EUA), a 5°C, por 15

minutos.

Para a extracdo da glicosiltransferase intracelular, a massa celular foi lavada 2 vezes
com 50 mL de 4dgua destilada, ressuspendida em 50 mL de tampao citrato-fosfato 0,05 M,
pH 6,0. A suspensdo celular, resfriada a 5°C, foi submetida a tratamento em sonicador
Labline Ultra-Tip (Labline Instruments, Inc., IL, EUA) por 20 segundos, a 180-200
Watts. Apds a lise da parede celular as amostras foram centrifugadas a 7.800 x g, a 5°C,
por 15 minutos e a atividade da glicosiltransferase determinada no sobrenadante como

descrito no item 4.2.1.1.
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4.2.1.1. Determinag¢do da atividade de glicosiltransferase

A atividade de glicosiltransferase foi determinada através do aumento do poder
redutor de uma solu¢do contendo sacarose, como descrito por Uekane (1993), com
modificacdes. A mistura de 450 pl. da solucao de sacarose 4% (p/v) em tampao citrato-
fosfato 0,05 M, pH 6,0 e 50 ulL de solucdo enzimdtica foi incubada a 35°C por 20

minutos.

Os acucares redutores formados foram determinados pelo método de Somogyi-Nelson
(1945), utilizando-se glicose como padrao. Para o ajuste do espectrofotdmetro, utilizou-se
um “branco” substituindo-se 50 pL. de amostra por 50 pLL de dgua destilada na mistura de
reacdo. Uma unidade de atividade de glicosiltransferase (UA) foi definida como a
quantidade de enzima que liberou um pmol de isomaltulose/minuto/mL do meio de

cultivo a partir de sacarose sob as condi¢des de ensaio estabelecidas.

4.3.Producao de glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 em fermentador de 6,6

litros utilizando-se meio de cultivo otimizado

A cinética de crescimento da linhagem Erwinia sp. D12, em meio de cultivo
otimizado contendo dgua de maceracdo de milho composto de 150 g/LL de melago de
cana-de-agucar, 20 g/LL de dgua de maceracdo de milho, 15 g/LL de extrato de levedura
Prodex Lac SD® e pH ajustado a 7,5 (Kawaguti et al., 2007), foi estudada em fermentador
de 6,6 litros New Brunswick Bioflo IIc (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, EUA).
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4.3.1. Pré-inoculo e fermentacao

A cultura de 15 horas da linhagem Erwinia sp. D12, descrita no item 4.1, foi inoculada
em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo otimizado como
descrito acima. Os frascos foram incubados sob agitacdao a 200 rpm, a 30°C, por 15 horas.
Uma aliquota de 300 mL de pré-inéculo, preparado como descrito anteriormente, e 3 mL
de anti-espumante Dow Corning® FG-10 (D’altomare Quimica, Sdo Paulo, SP, BR) foram
adicionados assepticamente em fermentador de 6,6 litros contendo 2.700 mL de meio de

cultivo otimizado.

A fermentacgdo foi realizada em diferentes temperaturas (25°C, 27°C e 30°C), na qual a
agitacdo e a aeracdo foram mantidas constantes a 200 rpm e 1 vvm (volume de ar/volume
de meio de cultivo/minuto), respectivamente. Aliquotas de 20 mL de meio de cultivo
foram coletadas em diferentes tempos de fermentacdo. A massa celular foi separada por
centrifugagdo a 9.600 x g, a 5°C, por 15 minutos, lavada duas vezes com 20 mL de dgua
destilada e o crescimento do microrganismo foi determinado como descrito no item
4.3.1.1. O pH do meio de cultivo foi determinado através de pHmetro Orion 710-A (Orion
Research Inc, Boston, MA, EUA). A atividade de glicosiltransferase foi determinada

como descrito no item 4.2.1.1.

4.3.1.1. Crescimento do microrganismo

O crescimento celular no meio de cultivo foi monitorado através da medida da
densidade 6tica a 660 nm como descrito por Huang et al. (1998), com modificagdes. A
massa celular obtida a partir das aliquotas de 20 mL como descrito anteriormente foi
ressuspendida em 20 mL de dgua destilada. Utilizou-se espectrofotometro Beckmann DU-

70 (Beckman-Coulter, Inc., Fullerton, CA, EUA) para a leitura das amostras. Quando
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necessario, a suspensao foi diluida para obtencdo de absorbancia na faixa de 0,1 a 0,9.

Agua destilada foi utilizada como branco.

4.4. Otimizacao do processo de imobilizacao de células de Erwinia sp. D12 para a

conversao de sacarose em isomaltulose

Foi estudada a imobilizacdo das células de Erwinia sp. D12 e a conversao de sacarose
em isomaltulose em frascos sob agitacio e em colunas de leito empacotado. Foram
testados o efeito do tratamento das células imobilizadas em alginato de célcio com os
aditivos polietilenoimina e glutaraldeido na estabilidade da glicosiltransferase. Foram
comparadas as imobilizacdes de células integras, células lisadas com sonicador e extrato
enzimdtico bruto de células lisadas, em alginato de célcio; e também, a imobilizacdo de

células de Erwinia sp. D12 em acetato de quitosana.

4.4.1. Imobilizacdo da massa celular em alginato de cdlcio

A massa celular umida da linhagem Erwinia sp. D12, para os estudos da conversdo de
sacarose em isomaltulose por células imobilizadas, foi obtida pela fermentacdo do
microrganismo em meio de cultivo otimizado contendo peptona bacterioldgica, sendo
composto de 160 g/L. de melagco de cana-de-agucar, 20 g/L. de peptona bacteriolégica e 15
g/LL de extrato de levedura Prodex Lac SD® (Kawaguti et al., 2006b); ou em meio de
cultivo otimizado contendo dgua de maceracdo de milho, como descrito no item 4.2 e
cultivada em fermentador de 6,6 litros por 8 horas a 27°C, como descrito no item 4.3
(Figura 6). Apo6s a fermentacdo, a massa celular foi recuperada por centrifugacdo a
9.600 x g durante 15 minutos a 5°C e lavada duas vezes, em condi¢des assépticas, com

agua destilada previamente esterilizada.
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Figura 6: Fermentador de bancada de 6,6 litros New Brunswick Bioflo Ilc.

Para a imobilizagdo, uma suspensao celular contendo 40% (p/v) de células imidas de
Erwinia sp. D12, em dgua destilada esterilizada, foi misturada com solugdo esterilizada
2% (p/v) de alginato de sédio P.A. Synth® (Labsynth produtos para laboratério Ltda.,
Diadema, SP, Brasil), contendo 0,1% (p/v) de Tween® 80 (Riedel-deHaén, Seelze,
Alemanha), na propor¢ao 1:2 (v:v). Em seguida, a suspensdo celular foi gotejada com
auxilio de uma bomba peristéltica MasterFlex® L/S (Cole-Parmer Instruments Co.,
Vernon Hills, IL, EUA) em 2% (p/v) de solucdo de CaCl, previamente esterilizada para
formar pequenos granulos os quais foram mantidos imersos na mesma solucdo de CaCl,,
a 5°C, por 12 horas (Figura 7). Posteriormente, os granulos foram lavados com &4gua
destilada para a remoc¢ao do excesso de CaCl,. Todas as etapas foram realizadas em

condicdes assépticas.
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(b)

Figura 7: Imobilizacdo de células integras de Erwinia sp. D12 em alginato de célcio.

(a) gotejamento da mistura de solugdo de alginato de sédio e suspensdo celular em solugdo de
cloreto de célcio com auxilio de bomba peristaltica.

(b) granulos de células integras imobilizadas em cloreto de calcio.
(c) granulos de células integras imobilizadas.
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4.4.2. Estudo preliminar da influéncia do tratamento das células integras
imobilizadas de Erwinia sp. DI2 em alginato de cdlcio com os aditivos

polietilenoimina e glutaraldeido na conversdo de sacarose em isomaltulose

O efeito do tratamento das células integras imobilizadas com os aditivos
polietilenoimina e glutaraldeido foi investigado em ensaio preliminar, pois a adicao destes

promoveria a estabilidade das células (Shimizu et al., 1982; Tsuyuki et al., 1992).

A massa celular de Erwinia sp. D12, proveniente do meio de cultivo otimizado
contendo peptona bacterioldgica como descrito no item 4.4.1, foi imobilizada em alginato
de célcio e tratada com solugdo 0,75% (p/v) de polietilenoimina, por 5 minutos sob lenta
agitacdo. Posteriormente, os granulos foram lavados com 4gua destilada estéril. Em
seguida, as células integras imobilizadas foram tratadas com solucdo 0,5% (v/v) de
glutaraldeido por 20 minutos sob lenta agitacdo e depois, lavadas com agua destilada

estéril.

Em todos os ensaios de conversdao de sacarose em isomaltulose foi utilizado agucar
cristal, exceto nos itens 4.4.8 e 4.5.6. Os granulos de células integras imobilizadas foram
transferidos para colunas encamisadas (30 x 150 mm) e solu¢do 35% (p/v) de sacarose foi
circulada no sentido ascendente na coluna de leito empacotado, com fluxo de

aproximadamente 0,33 mL/min com auxilio de uma bomba peristaltica MasterFlex® L/S.

A temperatura das colunas foi mantida a 30°C utilizando-se banho ultratermostético
Quimis® Q-14M2 (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Campinas, SP, BR). Utilizou-se
uma coluna controle contendo células integras imobilizadas sem tratamento com aditivos.

A conversao de sacarose em isomaltulose foi analisada como descrito no item 4.4.2.1.
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4.4.2.1. Andlise de carboidratos por cromatografia liquida

As andlises dos carboidratos foram realizadas em cromatografo DIONEX DX-600
(Dionex Corporation, 1228 Titan Way Sunnyvale, CA, EUA) equipado com bomba
isocratica IP25 e detector eletroquimico de ouro ED50. A separacdo dos acucares foi
realizada utilizando-se coluna CarboPac™ PA 1 (4 mm x 250 mm), coluna de guarda
CarboPac™ PA 1 (4 mm x 50 mm) e solucdo de hidréxido de sédio 250 mM ou 400 mM
como fase movel, com fluxo de 1 mL/min, a 20°C. Os carboidratos foram analisados
através do tempo de retengdo, por comparagdao com padrdes de frutose, glicose, sacarose e

isomaltulose (Sigma Ultra®, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).

4.4.3. Otimizacdo dos aditivos polietilenoimina e glutaraldeido para tratamento
das células integras de Erwinia sp. D12 imobilizadas em alginato de cdlcio,

utilizando-se planejamento experimental

Apos verificar, em estudo preliminar, que o tratamento das células integras
imobilizadas em alginato de célcio com polietilenoimina e glutaraldeido promoveu maior
estabilidade da glicosiltransferase foi realizada a otimizacao da concentragcao dos aditivos
através da metodologia de planejamento experimental e andlise de superficie de resposta

utilizando-se frascos Erlenmeyers sob agitacao.

A otimizagdo foi realizada utilizando-se planejamento composto central rotacional
com duas varidveis (2>-PCCR). A massa celular de Erwinia sp. D12 foi obtida, a partir da
fermentacdo em meio de cultivo otimizado contendo peptona bacteriolégica, como

descrito no item 4.4.1 e imobilizada em alginato de cdlcio como descrito anteriormente.

Os granulos de células integras imobilizadas, apds a permanéncia por 12 horas em

solucdo de CaCl, a 5°C, foram lavados com agua destilada estéril. Amostras de 20 g de
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granulos foram tratados com 100 mL de solugdes de diferentes concentracdes de
polietilenoimina por 5 minutos, sob agitacdo. Posteriormente, os granulos foram lavados
com agua destilada estéril e, em seguida, tratados com 100 mL de solu¢des de diferentes
concentracdes de glutaraldeido por 20 minutos (Tabelas 11 e 12) sob agitacdo e

finalmente, lavados com dgua destilada estéril.

ApOs o tratamento com aditivos, os granulos contendo células integras imobilizadas
foram lavados com 4gua destilada. Amostras de 20 g de granulos foram ressuspendidas
em 100 mL de solucao 35% (p/v) de sacarose em frascos Erlenmeyers de 250 mL, sob
agitacdo a 150 rpm, a 30°C. Aliquotas foram retiradas apds 12, 24 e 36 horas de reacdo
com substituicdo da solu¢do de sacarose a cada batelada de 12 horas. A conversdao de

sacarose em isomaltulose foi analisada como descrito no item 4.4.2.1.

4.4.4. Influéncia do tratamento das células integras imobilizadas de Erwinia sp.
D12 com aditivo glutaraldeido na estabilidade da producdo de isomaltulose

utilizando-se colunas de leito empacotado

Apo6s o estudo da influéncia dos aditivos polietilenoimina e glutaraldeido na
imobilizacdo celular e a otimizacdo através da metodologia de planejamento experimental
e andlise de superficie de resposta foi verificado que somente o glutaraldeido apresentou

efeito significativo na estabilidade da glicosiltransferase.
Neste estudo foi comparada a conversdo de sacarose em isomaltulose pelas células
integras imobilizadas com aditivo glutaraldeido e células integras imobilizadas sem

aditivo, em colunas de leito empacotado.

A massa celular de Erwinia sp. D12 foi obtida a partir da fermentacdo em meio de

cultivo otimizado contendo peptona bacterioldgica, e imobilizada como descrito no item
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4.4.1. Os granulos foram tratados com solu¢ao 0,06% (v/v) de glutaraldeido, concentragao
otimizada como descrito no item 4.4.3, e transferidos para colunas encamisadas (30 x 150
mm). Uma solucdo 35% (p/v) de sacarose foi circulada no sentido ascendente, com fluxo

de aproximadamente 0,33 mL/min.

A temperatura das colunas foi mantida a 30°C e utilizou-se uma coluna controle
contendo granulos sem tratamento com aditivo. A conversao de sacarose em isomaltulose

foi analisada como descrito no item 4.4.2.1.

4.4.5. Influéncia do fluxo de substrato na producdo de isomaltulose utilizando-
se células de Erwinia sp. D12 cultivadas em diferentes meios, imobilizadas
em alginato de cdlcio e tratadas com glutaraldeido, em colunas de leito

empacotado

A massa celular de Erwinia sp. D12 obtida através da fermentagdo a partir de dois
meios de cultivo otimizados, meio contendo d4gua de maceracio de milho e meio contendo
peptona bacterioldgica, descritos no item 4.4.1, foram imobilizadas em alginato de calcio
e tratadas com solugdo 0,06% (v/v) de glutaraldeido, otimizado como descrito no item

4.4.3, e empacotadas em colunas encamisadas como descrito no item 4.4.2 (Figura 8).
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(a) (b) (c)

Figura 8: Granulos de células integras imobilizadas em alginato de cdlcio dispostas em
colunas de leito empacotado.

(a) células integras imobilizadas sem aditivo glutaraldeido, provenientes do meio contendo
peptona.

(b) células integras imobilizadas com aditivo glutaraldeido, provenientes do meio contendo
peptona.

(c) células integras imobilizadas com aditivo glutaraldeido, provenientes do meio contendo
dgua de maceracio de milho.

Amostras de solucao 35% (p/v) de sacarose foram circuladas no sentido ascendente,
com fluxos de aproximadamente 0,33, 0,56 e 0,69 mL/min (Figura 9). A producdo de
isomaltulose foi acompanhada por 17 dias comparando-se a conversdao entre as colunas
contendo células integras imobilizadas provenientes da fermenta¢do dos dois meios de

cultivo.

A temperatura das colunas foi mantida a 30°C e a conversio de sacarose em

isomaltulose acompanhada e analisada como descrito no item 4.4.2.1.
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Figura 9: Producdo de isomaltulose, a partir de sacarose, por células integras imobilizadas
em colunas de leito empacotado.

(a) banho ultratermostatico para a manutencio da temperatura das colunas.

(b) bomba peristéltica para a manuten¢do da alimentacdo das colunas.

(c) coluna encamisada empacotada com os granulos de células integras imobilizadas.
(d) banho-maria para manutencdo da temperatura do substrato sacarose.

(e) frasco Erlenmeyer contendo substrato sacarose 35%.

(f) frasco para recolhimento do produto convertido.
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4.4.6. Estudo do tempo de vida util das células integras de Erwinia sp. D12
imobilizadas em alginato de cdlcio tratadas e ndo tratadas com aditivo

glutaraldeido utilizando-se colunas de leito empacotado

4.4.6.1. Comparacdo da vida util das células integras imobilizadas em

alginato de cdlcio tratadas e ndo tratadas com glutaraldeido

A massa celular de Erwinia sp. D12, proveniente do meio de cultivo otimizado
contendo dgua de maceracdo de milho como descrito no item 4.3, foi imobilizada com
alginato de célcio como descrito no item 4.4.1. As amostras de granulos foram tratadas

com solucdo 0,06% (v/v) de glutaraldeido otimizada como descrito no item 4.4.3.

Posteriormente, os granulos foram lavados com &4gua destilada e empacotados em
coluna encamisada como descrito no item 4.4.2. Solu¢do 35% (p/v) de sacarose foi
circulada continuamente no sentido ascendente, com fluxo de 0,56 mL/min, determinado
segundo o item anterior. A temperatura da coluna foi mantida a 30°C e a conversdo de
sacarose em isomaltulose, analisada como descrito no item 4.4.2.1, foi acompanhada por
20 dias para se verificar a vida util e estabilidade da coluna de leito empacotado. A

contagem de células vidveis no produto final foi realizada como descrito no item abaixo.

4.4.6.1.1. Contagem de cé€lulas vidveis

Foi utilizada a técnica de dilui¢des sucessivas e plaqueamento pelo método da gota
(Miles & Misra, 1938), com modificacdes. Uma aliquota de 1 mL da solu¢do de agucares,
apos passagem pela coluna de leito empacotado, foi diluida em 9 mL de dgua destilada
estéril e misturada vigorosamente por inversao. Esta primeira diluicdo foi sucessivamente

diluida e gotas de 10 UL de cada dilui¢cao foram colocadas na superficie de placa de Petri
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contendo meio de cultivo sacarose descrito no item 4.1. Apds incubacdo em estufa
bacteriolégica a 30°C, o nimero de colonias presentes em cada gota foi determinado e

expresso em UFC/mL.

4.4.6.2. Vida util das células integras imobilizadas em alginato de cdlcio

tratadas com glutaraldeido

As células de Erwinia sp. D12, obtidas da fermentagdo em meio de cultivo otimizado
contendo dgua de maceragdo de milho, descrito no item 4.3, foram imobilizadas em
alginato de cdlcio e os granulos contendo células integras imobilizadas foram tratadas
com solucdo 0,06% (v/v) de glutaraldeido e dispostas em coluna de leito empacotado,
como descrito no item 4.4.2. A produc¢do de isomaltulose foi realizada como descrito no
item anterior e acompanhada por 28 dias. A conversdo de sacarose em isomaltulose foi

analisada como descrito no item 4.4.2.1.

4.4.7. Estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células
integras, células lisadas e extrato enzimdtico bruto de Erwinia sp. DI2
imobilizados em alginato de cdlcio, submetidos a diferentes tratamentos, em

processo em batelada

Foram investigadas diferentes metodologias de imobilizacdo utilizando-se alginato de
célcio e a influéncia na conversao de sacarose em isomaltulose. Inicialmente, os ensaios
foram realizados em batelada utilizando-se frascos Erlenmeyers sob agitacdo e

posteriormente, colunas de leito empacotado.

A massa celular de Erwinia sp D 12 foi obtida da fermentacdo em meio de cultivo

otimizado contendo peptona descrito no item 4.4.1. Amostras de 25 mL de suspensdo de
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massa celular 40% (p/v) foram submetidas a diferentes tratamentos como descrito a

seguir:

Células integras Imobilizadas (CII): a suspensdo de massa celular foi imobilizada como
descrito no item 4.4.1 e os granulos foram tratados com solucdo 0,06% (v/v) de

glutaraldeido e em seguida lavados como descrito no item 4.4.4.

Células integras Imobilizadas e Secas (CIIS): a suspensio de massa celular foi
imobilizada como descrito para CII. Posteriormente, os granulos contendo células
imobilizadas foram transferidos para placas de Petri cobertas com papel toalha e mantidos
por 24 horas sob refrigeragdo a 5°C, 8 horas em fluxo laminar a temperatura ambiente e

por mais 16 horas sob refrigeracdo a 5°C para a secagem.

Células Sonicadas Imobilizadas (CSI): a suspensao de massa celular foi resfriada a 5°C
e submetida a tratamento em sonicador Labline Ultra-Tip por 40 segundos, a 180-200
Watts. Apds a lise da parede celular, o extrato contendo células e glicosiltransferase foi
imobilizado como descrito no item 4.4.1 e os granulos foram tratados com solugdo 0,06%

(v/v) de glutaraldeido e em seguida lavados como descrito no item 4.4.4.

Células Sonicadas Imobilizadas e Secas (CSIS): a suspensdo de massa celular foi
tratada e imobilizada como descrito para CSI, e os granulos foram secos como descrito

em CIIS.

Células Sonicadas, tratadas com Glutaraldeido e Imobilizadas (CSGI): a suspensio
de massa celular foi sonicada como descrito para CSI. Em seguida adicionou-se 0,06%
(v/v) de glutaraldeido e a suspensdo foi agitada por 5 minutos em agitador magnético. A
suspensdao contendo células lisadas, glicosiltransferase e glutaraldeido foi imobilizada

como descrito no item 4.4.1.
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Células Sonicadas, tratadas com Glutaraldeido, Imobilizadas e Secas (CSGIS): a
massa celular dmida foi tratada e imobilizada como descrito para CSGI, e os granulos

foram secos como descrito em CIIS;

Extrato Enzimatico Bruto Imobilizado (EEI): a suspensio de massa celular foi
resfriada a 5°C e submetida a tratamento em sonicador Labline Ultra-Tip por 40
segundos, a 180-200 Watts. Apds a lise da parede celular a suspensdo foi centrifugada a
7.800 x g, a 5°C, durante 15 minutos. Posteriormente, o extrato enzimético bruto foi
imobilizado e os granulos foram tratados com solu¢do 0,06% (v/v) de glutaraldeido, e em

seguida lavados como descrito no item 4.4.4.

Extrato Enzimatico Bruto Imobilizado e Seco (EEIS): a suspensido de massa celular foi
tratada e o extrato enzimdtico bruto foi imobilizado como descrito para EEI, e os granulos

foram secos como descrito em CIIS;

Extrato Enzimatico Bruto, tratado com Glutaraldeido e Imobilizado (EEGI): a
suspensao de massa celular foi tratada como descrito para EEI. Adicionou-se 0,06% (v/v)
de glutaraldeido ao extrato enzimatico bruto e a solucdo foi agitada por 5 minutos em
agitador magnético. O extrato enzimdtico bruto contendo glutaraldeido foi imobilizado

como descrito no item 4.4.1;

Extrato Enzimatico Bruto, tratado com Glutaraldeido, Imobilizado e Seco (EEGIS):
o extrato enzimdtico bruto foi obtido, tratado com glutaraldeido, imobilizado como

descrito para EEGI, e secos como descrito em CIIS.

As amostras de granulos de células ou de extratos imobilizados foram mantidos
durante 12 horas em solu¢do 2% (p/v) de CaCl, e lavados com dgua destilada esterilizada.
Em seguida, amostras de 12,5 g de granulos imidos ou granulos secos obtidos a partir de

12,5 g de granulos umidos foram transferidos para frascos Erlenmeyers de 250 mL
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contendo 100 mL de solu¢do 35% (p/v) de sacarose que foram incubados em agitador
rotatério a 150 rpm, a 30°C. As amostras de 100 mL de solu¢do de acicares foram
retiradas apds 24 horas e substituidas cinco vezes por novas amostras de solucdo de
sacarose 35% completando 120 horas de utilizacdo dos granulos. A conversao de sacarose

em isomaltulose foi analisada como descrito no item 4.4.2.1.

4.4.8. Producdo de isomaltulose utilizando-se granulos de extrato enzimdtico
bruto e de células sonicadas de Erwinia sp. D12, imobilizados em alginato

de cdlcio, em colunas de leito empacotado

ApOs o estudo, em processo em batelada, dos diferentes tratamentos para a preparagcao
dos granulos de células ou extratos enzimdticos imobilizados em alginato de calcio, foi
testada a produgdo de isomaltulose em colunas de leito empacotado. As células foram
obtidas a partir da fermentacdo em meio otimizado contendo peptona como descrito no

item 4.4.1 e imobilizadas de acordo com os resultados obtidos a partir do item 4.4.7.

Os granulos foram lavados com &dgua destilada estéril e empacotados em colunas
encamisadas. Solucdo 35% (p/v) de sacarose P.A. Synth® (Labsynth produtos para
laboratério Ltda., Diadema, SP, Brasil) foi circulada continuamente no sentido
ascendente, com fluxo de 0,56 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida a 30°C e a
conversdo de sacarose em isomaltulose analisada como descrito no item 4.4.2.1 para se

verificar a vida util e estabilidade da coluna.
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4.4.9. Estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose por células de Erwinia
sp. D12 imobilizadas com acetato de quitosana utilizando-se frascos sob

agitacdo e metodologia de superficie de resposta

Foi estudada a imobilizagdo de células integras de Erwinia sp. D12 com acetato de
quitosana e o efeito no rendimento da conversio de sacarose em isomaltulose. Os
experimentos foram realizados através da metodologia do planejamento experimental e
andlise de superficie de resposta. As células foram obtidas a partir da fermentagdo em

meio otimizado contendo peptona, descrito no item 4.4.1.

A solugdo de acetato de quitosana foi preparada dissolvendo-se 5 g de quitosana em
100 mL de solugdo 1% de 4cido acético (v/v). Apds 3 horas, a solucdo foi filtrada em
peneira pléstica e o pH ajustado para 6 utilizando-se NaOH 5M, como descrito por Boadi
e Neufeld (2001). Uma amostra de suspensao de 40% (p/v) de células umidas de Erwinia
sp. D12 (p/v) obtida de acordo com o item 4.4.1, a partir de meio de cultivo contendo
peptona, foi adicionada na solu¢do de quitosana na propor¢do 1:1 (v:v). Esta mistura foi
gotejada em solugdo 3% de NayP,0O; (p/v) como descrito por Cetinus e Oztop (2003).
Ap6s 30 minutos sob refrigeracao, os granulos foram lavados 3 vezes com tampao fosfato
0,05M pH 7,0. Os granulos foram mantidos em tampao fosfato 0,05M pH 7,0 e 0,05% de
solucdo de glutaraldeido (p/v) por 1 hora sem agitagdo. Apds este periodo os granulos

foram lavados novamente com este tampao.

Foi verificada a influéncia do pH, da temperatura, e da concentragdo de solucdo de
sacarose na conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células integras
imobilizadas em acetato de quitosana. Para o estudo foi realizado planejamento fatorial
composto central com trés varidveis (PECC-2%). O experimento foi composto por doze
ensaios, incluindo os oito ensaios referentes ao fatorial completo 2% e quatro ensaios

referentes ao ponto central (0). A Tabela 15 representa o PFCC-2’ utilizado para avaliar o
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efeito das varidveis independentes. Cada varidvel foi investigada nos niveis maximo (+1)

e minimo (-1), como mostra a Tabela 16.

Amostras de 5 g de granulos de células integras imobilizadas de Erwinia sp. D12 com
acetato de quitosana, obtidas como descrito anteriormente, foram colocadas em frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de solucdo de sacarose, de diferentes
concentragdes, em incubador a 30°C com agitacdo a 200 rpm. Aliquotas foram retiradas
em diferentes tempos de reacdo (12, 24 e 36 horas) e analisadas como descrito no item

4.4.2.1.

4.5. Estudo da conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres

Visando um método alternativo de producdo de isomaltulose a partir de sacarose,
foram utilizadas células livres de Erwinia sp. D12 em processo em batelada. Foi
verificado a influéncia dos pardmetros de conversdo temperatura, pH, concentracdo de
substrato sacarose e concentracao de massa celular imida na estabilidade e conversao de
sacarose em isomaltulose. Posteriormente realizaram-se estudos para verificar a vida util

das células livres em processo em batelada.

4.5.1. Producdo de massa celular

A obtenc¢do de células de Erwinia sp. D12 contendo glicosiltransferase intracelular foi
realizada através do cultivo do microrganismo em fermentador New Brunswick Bioflo Ilc
de 6,6 litros, utilizando-se meio de cultivo otimizado contendo dgua de maceragdo de
milho e condi¢des de processo de fermentagdo como descrito no item 4.3. A obtencao das
células foi realizada a 27°C e 8 horas de fermentacdo para maior produ¢do da enzima. A

massa celular foi recuperada por centrifuga¢do a 9.600 x g a 5°C por 15 minutos e lavada

63



duas vezes com 4gua destilada estéril e, posteriormente, foram utilizadas para os ensaios

de conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres.

4.5.2. Influéncia da variacdo do pH, da temperatura, da concentracdo de
solucdo de sacarose e da concentracdo de massa celular na conversdo de

sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres de Erwinia sp. D12

Em estudo preliminar foi verificada a influéncia do pH, da temperatura, da
concentrac¢do de solug¢do de sacarose e da concentracdo de massa celular na conversao de

sacarose em isomaltulose por células livres de Erwinia sp. D12.

Posteriormente utilizou-se a metodologia de Planejamento Experimental e Andlise de
Superficie de Resposta para comparacao e validacao dos dados obtidos. Os resultados do
planejamento experimental foram analisados através do programa computacional
STATISTICA® (StatSoft Inc., versdo 5.5). Os ensaios referentes ao planejamento

composto central rotacional 2* (PCCR-2*) foram realizados de acordo com a Tabela 19.

O experimento preliminar e o PCCR-2" foram realizados em frascos Erlenmeyers de
250 mL sob agitac@o a 200 rpm contendo 25 mL de substrato sacarose em tampao fosfato
em diferentes valores de pH, temperatura, concentragdes de massa celular e de sacarose.
Retiraram-se aliquotas em diferentes tempos de reacao (15, 25 e 35 minutos). As
aliquotas foram centrifugadas para separacdo da massa celular e analisadas em

cromatdgrafo liquido Dionex, como descrito no item 4.4.2.1.
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4.5.3. Estudo da producdo de isomaltulose por células livres em processo em

batelada: otimizagdo da conversdo de sacarose em isomaltulose

Continuando o estudo de otimizagdo da conversdo de sacarose em isomaltulose por
células livres de Erwinia sp. D12, em processo em batelada, foram testados os ensaios dos
pontos centrais (25, 26 e 27), descritos no item 4.5.1 e na Tabela 19, e dos ensaios 4 e 6,

nos quais foram obtidos maior conversao em isomaltulose apés 15 minutos de reagdo.

A massa celular da linhagem Erwinia sp. D12 foi obtida pela fermentacdo do
microrganismo em meio de cultivo otimizado contendo dgua de macera¢do de milho,
como descrito no item 4.2, em fermentador de 6,6 litros por 8 horas a 27°C, como descrito

no item 4.3 e recuperadas como descrito em 4.5.1.

Os ensaios de conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres foram
realizados, em duplicata, utilizando-se frascos Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de
substrato, sob agitacdo a 200 rpm, como descrito no item 4.5.2. Foram testadas trés
condi¢Oes: ensaio A em que os parametros utilizados foram temperatura 35°C, pH 6,5,
massa celular 10% e concentracdo de substrato sacarose 35% (p/v); ensaio B, temperatura
40°C, pH 6,1, massa celular 12,5% e concentragdo de substrato sacarose 27,5% (p/v); e
ensaio C, temperatura 40°C, pH 6,9, massa celular 7,5% e concentracdo de substrato
sacarose 27,5% (p/v), correspondentes aos ensaios dos pontos centrais, 6 e 4,

respectivamente (Tabela 19).

Para o estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose, aliquotas de massa celular
umida, obtidas como descrito anteriormente, foram ressuspendidas em 50mL de solugdo
de sacarose em tampao fosfato 0,005 M. A cada 15 minutos, as misturas de solugdo de
acucares e de massa celular foram centrifugadas a 9.600 x g por 15 minutos a 5°C. Os

sobrenadantes foram recolhidos em frascos para a anélise de carboidratos e as amostras de
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massa celular foram ressuspendidas em nova aliquota de 50 mL de solu¢do de sacarose.
Foram realizadas 10 bateladas durante o processo. Os carboidratos das amostras dos
sobrenadantes foram analisados em cromatdgrafo liquido Dionex, como descrito no item

4.4.2.1.

4.5.4. Estudo da producdo de isomaltulose por células livres em processo em

batelada: reativacdo da massa celular

A reativagdo da glicosiltransferase da massa celular, apés a utilizagdo repetida das
células livres de Erwinia sp. D12, para a conversdao de sacarose em isomaltulose, foi

testada incubando-se a massa celular com novo meio de cultivo.

A conversao de sacarose foi testada como descrito no ensaio A, do item anterior,
utilizando-se 5g de massa celular, S0mL de solu¢do de sacarose 35% (p/v), pH 6,5 e
incubacdo a 35°C a 200 rpm, condi¢cdes em que foi obtido maior producido de
isomaltulose. Apdés 15 minutos de reagcdo, a mistura de solugcdo de agucares e massa
celular foi centrifugada a 9.600 x g por 15 minutos a 5°C. O sobrenadante foi transferido
para frasco para andlises de carboidratos. A massa celular foi reutilizada oito vezes,
adicionando-se solucao de sacarose 35% (p/v), e o processo foi repetido incubando-se a

mistura de reagdo nas condicdes descritas acima.

Ap0s a oitava reutilizacao, as células foram ressuspendidas assepticamente, em 50 mL
de meio de cultivo otimizado contendo dgua de macerag¢dao de milho e incubadas por 12
horas, em agitador rotatério a 200 rpm, a 35°C para estudo da reativacdo das células e
aumento da atividade de glicosiltransferase. Apds incubacdo, a suspensdao celular foi
centrifugada a 9.600 x g a 5°C por 15 minutos e a massa celular foi reutilizada na
conversdao de sacarose em isomaltulose por mais oito vezes com substituicdo da solugdo

de sacarose 35% (p/v), como descrito acima. Os carboidratos das amostras de
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sobrenadantes, retirados apds 15 minutos de reagdo, foram analisados em cromatdgrafo

liquido Dionex, como descrito no item 4.4.2.1.

4.5.5. Estudo da alteracdo da quantidade de massa celular e de células vidveis
durante a conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando células livres de

Erwinia sp. D12

Foi estudada a alteragdo da quantidade da massa celular e de células vidveis durante a
conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres de Erwinia sp. D12. A
massa celular imida de Erwinia sp. D12. foi obtida pela fermentacdo do microrganismo
em meio de cultivo otimizado contendo 4gua de maceracdo de milho e em meio de cultivo
otimizado contendo peptona como descrito no item 4.4.1; e recuperada como descrito em

4.5.1.

Os ensaios de conversao de sacarose foram realizados em batelada, como descrito no
item 4.5.3. Os frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo solu¢do de sacarose 35% (p/v) e
massa celular 10 % foram incubados a 200 rpm a 35°C durante 15 minutos. Aliquotas de
1 mL da mistura de reacdo composta de solu¢do de agucares e massa celular foram
transferidas para tubos contendo 9 mL de 4dgua destilada previamente esterilizados para a

dilui¢do em série e plaqueamento em meio Sacarose descrito no item 4.4.6.1.1.

Ap6s 15 minutos de incubagdo, as misturas de solu¢do de aguicares e massa celular
foram centrifugadas a 9.600 x g a 5°C por 15 minutos. As amostras de sobrenadantes
foram transferidas para frascos para a determinacdo do pH e andlise dos carboidratos em
cromatografo liquido Dionex, como descrito no item 4.4.2.1. A recuperacdo da massa
celular umida foi estimada por pesagem ap0s a centrifugacdo da mistura de solucdo de
acucares e massa celular de cada batelada de conversdo de sacarose em isomaltulose. A

massa celular umida foi reutilizada adicionando-se solu¢do de sacarose 35% (p/v), na
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proporcao 1:10 (g de massa celular imida:mL de solucdo de sacarose 35%) e incubando-
se a mistura durante 25 minutos a 200 rpm a 35°C. Foram feitas 24 bateladas, com

pernoite na nona e na décima oitava bateladas.

4.5.6. Estudo da vida util das células livres de Erwinia sp. D12 na producdo de

isomaltulose em processo em batelada

A vida util das células livres de Erwinia sp. D12 na conversdo de sacarose em
isomaltulose foi testada, em duplicata, utilizando-se 25 g de massa celular e 250 mL de
solucdo de sacarose 35% (p/v) em tampao fosfato 0,005M pH 6,5, em frascos
Erlenmeyers de 1.000 mL, com agitacdo a 200 rpm e incubagio a 35°C. Apds 15 minutos
de incubacgdo foi coletada uma aliquota de 1 mL da mistura de reacdo para a andlise de
carboidratos, sendo que no tempo de 25 minutos de incubagdo a mistura total de solugdo

de agtcares e massa celular foi centrifugada a 9.600 x g a 5°C por 15 minutos.

Os sobrenadantes foram transferidos para frascos para a andlise de carboidratos em
cromatografo liquido Dionex, como descrito no item 4.4.2.1. A massa celular umida foi
reutilizada adicionando-se solugdo de sacarose 35% (p/v), na proporcao 1:10 (g de massa
celular dmida:mL de solug¢do de sacarose 35%) e incubando-se a mistura durante 25
minutos a 200 rpm a 35°C. Foram realizados 20 bateladas de 25 minutos de rea¢do, com

pernoite na nona e na décima oitava bateladas.

Posteriormente, realizou-se um novo ensaio, em duplicata, utilizando-se 20 g de
massa celular e 200 mL de substrato sacarose P.A. Synth® (Labsynth produtos para
laboratério Ltda., Diadema, SP, Brasil) solucdo 35% (p/v) em tampao fosfato 0,005M pH
6,5, em frascos Erlenmeyers de 500 mL, com incubagdo a 35°C, a 200 rpm. O
procedimento do ensaio foi realizado como descrito acima. As aliquotas, retiradas a cada

15 e 25 minutos de reacdo, foram centrifugadas para separacdo da massa celular, como
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descrito anteriormente. Foram feitas 20 bateladas consecutivas sem pernoite. Os
carboidratos das amostras de sobrenadante foram analisados em cromatégrafo liquido

Dionex, como descrito no item 4.4.2.1.

4.6. Producao de isomaltulose a partir de sacarose por células livres de Erwinia

sp. D12 em escala piloto

Ap6s o estudo da producdo isomaltulose, por células livres de Erwinia sp. D12, em
escala de bancada foram realizados ensaios piloto em que foi verificado o comportamento
das células livres na producdo de isomaltulose. Alguns ajustes foram necessarios devido

ao aumento da escala de producdo.

A producdo de massa celular foi realizada utilizando-se meio de cultivo otimizado
como descrito no item 4.3, composto de melago-de-cana de agtcar (150 g/L), Milhocina®

(20 g/L) e extrato de levedura Prodex Lac SD® (15 g/L) e pH ajustado a 7,5.

4.6.1. Pré-inoculo: frascos Erlenmeyers

A cultura de 15 horas da linhagem Erwinia sp. D12, em meio de cultivo inclinado
descrito no item 4.1, foi inoculada em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de
meio de cultivo otimizado descrito acima. Os frascos (Figura 10) foram incubados em

agitador rotatério a 200 rpm a 30°C por 15 horas.
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250 mL
PIREX®

Figura 10: Frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo otimizado contendo dgua
de maceracdo de milho fermentado por células de Erwinia sp. D12.

4.6.2. Pré -inoculo: vaso fermentador de 10 litros

Uma aliquota de 600 mL de pré-inéculo, preparado como descrito no item anterior foi
adicionada assepticamente em vaso fermentador de 10 litros contendo 5.400 mL de meio
de cultivo otimizado. A fermentagdo foi realizada a temperatura ambiente, por 8 horas, na

qual a aeracdo foi mantida constante a 1 vvm (Figura 11).
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Figura 11: Vaso fermentador contendo 6 litros de meio de cultivo otimizado contendo 4gua de maceracio
de milho fermentado com células de Erwinia sp. D12.

4.6.3. Fermentagdo

O conteddo do vaso fermentador foi transferido assepticamente para fermentador de
100 litros, New Brunswick modelo Mobile Pilot Plant Fermentor New Brunswick
Scientific (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, EUA), como mostra a Figura 12,
contendo 54 litros de meio de cultivo otimizado e emulsio anti-espumante Dow Corning®
FG-10 (Dow Corning do Brasil Ltda). A fermentacdo foi realizada a 32°C na qual a
agitacdo e aeracdo foram mantidas constantes a 200 rpm e 0,5 vvm (volume de ar/volume
de meio de cultivo/minuto), respectivamente. Apds 15 horas de fermentagdo, a massa

celular foi separada por centrifugacdo como descrito a seguir.
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Figura 12: Fermentador de 100 litros New Brunswick modelo Mobile Pilot Plant Fermentor.

4.6.4. Recuperacdo da massa celular por centrifugagao

A massa celular foi recuperada e concentrada através da centrifugacdo do meio de
fermentacgao, resfriado em banho de gelo a 15°C, em centrifuga continua de laboratério
CEPA modelo LE (Carl Padberg Zentrifugenbau GmbH, Geroldsecker Vorstadt, Lahr,
Alemanha) a 9.600 x g (Figura 13).
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Figura 13: Centrifuga continua de laboratério CEPA modelo LE.

4.6.5. Conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres em escala piloto

Os ensaios de conversdo de sacarose (agucar cristal) em isomaltulose utilizando-se
células livres, em escala piloto, foram realizados em recipientes de 20 litros em banho-
maria a 35°C. A amostra de massa celular dmida, obtida como descrito no item anterior,
foi ressuspendida em solu¢do de sacarose 35% (p/v), em tampao fosfato 0,003M pH 6,5,
para que a concentragdo celular final fosse 5% ou 10% no meio de reacdo. As células
foram recuperadas em centrifuga continua como descrito no item 4.6.4 e reutilizadas
enquanto houve atividade de glicosiltransferase. Amostras de solu¢do de acicares foram

coletadas e analisadas em cromatdgrafo liquido Dionex, como descrito no item 4.4.2.1.
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4.7. Cristalizacao do Xarope

As etapas de clarificagdo, purificacdo e cristalizacao da isomaltulose foram realizadas

segundo Moraes et al. (2005), com modificacdes.

4.7.1. Clarificacdo do xarope

O xarope contendo alto teor de isomaltulose foi clarificado com auxilio de Sistema de
Ultrafiltragao Romicon® composto de bomba centrifuga de 20 gpm (76 L/min) e coluna

de ultrafiltragdo contendo membrana de PM 50 (50.000 Da).

4.7.2. Purificacdo do xarope

O xarope clarificado por ultrafiltracao foi purificado através de cromatografia de troca
cationica, em coluna Dowex 88 (4 x 30 cm); e anionica, em coluna Dowex MSA1 (4 x 30
cm) em temperatura ambiente. Posteriormente, o xarope deionizado foi tratado com
carvao (LF310) na concentragdo de 0,1% (p/v). O xarope permaneceu em contato com o
carvao por 30 minutos a 45-50°C. Em seguida o xarope foi pré-filtrado sob vacuo
utilizando-se Celite 508, e finalmente, o produto resultante foi filtrado em membrana de

0,45 pm.

4.7.3. Cristalizacdo

O xarope purificado foi concentrado a cerca de 69% (p/v) em rotavapor RE 120 e a
cristalizacdo foi realizada por abaixamento lento da temperatura. O xarope foi incubado
em banho-maria, inicialmente a 50°C, e submetido a agitacdo continua. O banho-maria foi

programado para abaixar 5°C/hora entre 50°C e 35°C. O xarope foi semeado com cristais
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de isomaltulose para auxiliar a cristalizacdo. Os cristais formados foram coletados por
centrifugacdo continua em centrifuga de bancada, adaptada com cesto de nylon. A

secagem dos cristais de isomaltulose foi realizada em estufa a véacuo.

5. RESULTADOS e DISCUSSOES

5.1.Otimizacdo do meio de cultivo utilizando-se subproduto e residuo
agroindustrial para a producao de glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 em

frascos sob agitacao

A metodologia de planejamento experimental e andlise de superficie de resposta foi
utilizada para o estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo na otimizagdo da

producdo da enzima glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp. D12.

O planejamento fatorial fraciondrio 2°! foi utilizado para avaliar as varidveis
independentes melaco de cana-de-agicar (MCA), dgua de maceracio de milho-
Milhocina® (AMM), extrato de levedura Prodex Lac SD® (ELP), K,HPO, e pH que
apresentaram efeito significativo na atividade de glicosiltransferase. O planejamento
fatorial fraciondrio 2> apresenta-se na Tabela 1, e os niveis estudados, com os valores
decodificados, encontram-se na Tabela 2. Cada varidvel independente foi avaliado nos
niveis maximo (+1) e minimo (-1). Foram realizados trés ensaios correspondendo ao

ponto central (0).

A Tabela 3 apresenta os efeitos das varidveis independentes na atividade de
glicosiltransferase e limites de 95% de nivel de confianca (p<0,05). Pode-se observar que
as varidveis independentes MCA, ELP e pH apresentaram efeitos positivos e
significativos na faixa estudada a um nivel de confianca de 95%. A varidvel AMM

apresentou efeito positivo, mas nao significativo na faixa e niveis estudados, sendo fixada
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na concentracio de 20 g/L para posterior otimizagao utilizando-se delineamento composto
central. A varidvel independente K,HPO, apresentou efeito negativo sobre a atividade de
glicosiltransferase, mas nao foi significativo a 95,0% de nivel de confianga, sendo fixada

no nivel inferior (-1) de 0,5 g/L.

Tabela 1: Planejamento fatorial fraciondrio 2°" codificado para estudo do efeito dos componentes do meio
de cultivo (melago de cana-de-agiicar, d4gua de maceracdo de milho- Milhocina®, extrato de
levedura Prodex Lac SD®, K,HPO, e pH) na atividade de glicosiltransferase

Variavel
Ensaio Atividade (UA/mL)
MCA? AMM" ELP¢  K,HPO, pH
1 -1 -1 -1 -1 1 2,27
2 1 -1 -1 -1 -1 1,11
3 -1 1 -1 -1 -1 4,11
4 1 1 -1 -1 1 12,44
5 -1 -1 1 -1 -1 3,59
6 1 -1 1 -1 1 14,68
7 -1 1 1 -1 1 5,56
8 1 1 1 -1 -1 0,20
9 -1 -1 -1 1 -1 2,40
10 1 -1 -1 1 1 5,89
11 -1 1 -1 1 1 5,77
12 1 1 -1 1 -1 0,20
13 -1 -1 1 1 1 5,12
14 1 -1 1 1 -1 0,68
15 -1 1 1 1 -1 4,82
16 1 1 1 1 1 11,92
17 0 0 0 0 0 11,29
18 0 0 0 0 0 12,28
19 0 0 0 0 0 11,30

“MCA: melago de cana de agticar; "AMM: dgua de maceragio de milho- Milhocina®; ‘ELP: extrato de
levedura Prodex Lac SD®.
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Tabela 2: Valores decodificados utilizados no planejamento fatorial fraciondrio 2°" para estudo do efeito
dos componentes do meio de cultivo (melaco de cana-de-acticar, d4gua de maceragdo de milho-
Milhocina®, extrato de levedura Prodex Lac SD®, K,HPO, e pH) na atividade de

glicosiltransferase
Nivel

Variavel

-1 0 +1
MCA® (g/L) 20,0 100,0 180,0
AMM" (g/L) 5,0 20,0 35,0
ELP* (g/L) 5,0 10,0 15,0
K;HPOy4 (g/L) 0,5 1,0 1,5
pH 5,0 7,0 9,0

“MCA: melago de cana de agticar; "AMM: 4gua de maceragio de milho- Milhocina®; “ELP: extrato de
levedura Prodex Lac SD®.

Tabela 3: Efeitos principais dos componentes do meio de cultivo (melago de cana-de-acucar, dgua de
macera¢do de milho- Milhocina®, extrato de levedura Prodex Lac SD®, K,HPO, e pH) na
atividade de glicosiltransferase

Efeito Erro padrao t(2) p
Média* 1,6844 0,2843 5,9246 0,0273
(1) MCA®* 1,1621 0,2843 4,0874 0,0550
(2) AMM" 1,5451 0,2843 5,4344 0,0322
(3) ELP* -0,8963 0,2843 -3,1526 0,0876
(4) K;HPO4 1,6844 0,2843 5,9246 0,0273
(5) pH* 5,8192 0,2843 20,4675 0,0024

“MCA: melago de cana de agticar; "AMM: 4gua de maceragio de milho- Milhocina®; ELP: extrato de
levedura Prodex Lac SD®.

*parametros estatisticamente significativos a 95% de nivel de confianca (p<0,05).

O planejamento composto central rotacional 2} (PCCR-2%) foi utilizado para otimizar
as varidveis independentes melaco de cana-de-acucar (MCA), extrato de levedura Prodex
Lac SD® (ELP) e pH, previamente selecionadas a partir do planejamento fatorial
fraciondrio. O PCCR-2® contendo 17 ensaios incluindo 8 ensaios referentes ao fatorial

completo 2°, 8 ensaios referentes aos pontos axiais (a=1,68), a triplicata no ponto central
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(0) e a varidvel dependente atividade de glicosiltransferase, apresenta-se na Tabela 4, e os

niveis estudados, com os valores decodificados, encontram-se na Tabela 5.

A Tabela 6 apresenta os valores de t, p e coeficientes de regressdo utilizados para a
construcdo do modelo polinomial quadratico da atividade de glicosiltransferase a partir
das varidveis estudadas. Os valores de p sdo utilizados para checar a significancia de cada
coeficiente e também indicam a importancia de cada varidvel ou interagcdo entre varidveis
na resposta do modelo. Quanto maior a magnitude do valor de t e menor o valor de p,
maior serd a significancia do coeficiente, como pode ser observado na Tabela 6, em que
somente MCA (L) e a interacdo entre ELP e pH ndo foram significativos a 95% de nivel

de confianga (p<0,05).

A andlise de varidncia (ANOVA) estd representada na Tabela 7. As medidas de
correlagdo utilizadas para se estimar o modelo foram o coeficiente de correlagdo (R) e o
coeficiente de determinagdo (Rz). Quanto maior a proximidade de R da unidade (1)
melhor a correlacdo entre os valores de atividade preditos pelo modelo e os valores
observados. Foi obtido um valor de R de 0,98 indicando uma correlacdo satisfatéria. O
valor do coeficiente de determinacdo obtido foi de 0,97 indicando que apenas 3% do total
da variacdo das respostas obtidas ndo é explicado pelo modelo. O valor de F obtido a
partir da ANOVA foi de 38,33 (11,65 vezes maior do que o valor de Fpeaq0=3,29)
indicou que o modelo para a atividade de glicosiltransferase pode ser considerado
estatisticamente significativo a 95% de nivel de confianca. Estes resultados podem ser
considerados excelentes a 95% de nivel de confianca e suficientes, permitindo obter um
modelo codificado que descreve as respostas em funcdo das varidveis analisadas. A partir
da valida¢do dos parametros de estudo, foi obtido o modelo polinomial quadritico que

representa o comportamento da atividade enzimatica (Equacao 1):

Atividade =10,76 —1,74.MCA®* +0,57.ELP —1,J0ELP* - 0,70.pH —0,33.pH* —0,50.MCA.ELP +0,56. MCA.pH (1)
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Tabela 4: Planejamento composto central rotacional 2° codificado para otimizacio dos componentes do
meio de cultivo (melaco de cana-de-aciicar, extrato de levedura Prodex Lac SD® e pH) na atividade de
glicosiltransferase

Ensaio Varidvel Atividade (UA/mL)
MCA®? ELP" pH
1 -1 -1 -1 7,88
2 +1 -1 -1 7,53
3 -1 +1 -1 10,21
4 +1 +1 -1 7,77
5 -1 -1 +1 5,56
6 +1 -1 +1 7,37
7 -1 +1 +1 7,83
8 +1 +1 +1 7,71
9 -1,68 0 0 4,96
10 +1,68 0 0 6,35
11 0 -1,68 0 6,71
12 0 +1,68 0 8,23
13 0 0 -1,68 0,70
14 0 0 +1,68 8,26
15 0 0 0 10,84
16 0 0 0 10,64
17 0 0 0 10,72

“MCA: melaco de cana de agticar; "ELP: extrato de levedura Prodex Lac SD®.
Agua de maceracio de milho- Milhocina® fixado em 20 g/L; K,HPO, fixado em 0,5 g/L.

Tabela 5: Valores decodificados utilizados no planejamento composto central rotacional 2’ para
otimizacdo dos componentes do meio de cultivo (melaco de cana-de-acticar, extrato de
levedura Prodex Lac SD® e pH) na atividade de glicosiltransferase

Nivel
Variavel -1,68 -1 0 +1 +1,68
MCA? (g/L) 30,00 78,60 150,00 221,40 270,00
ELP" (g/L) 2,00 7,30 15,00 22,70 28,00
pH (g/L) 6,0 7.6 8,5 9.4 10,0

“MCA: melaco de cana de agticar; "ELP: extrato de levedura Prodex Lac SD®.
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Tabela 6: Resultados do coeficiente de regressao, desvio padrdo e limites de confianca na otimizagao dos
componentes do meio de cultivo (melaco de cana-de-agucar, extrato de levedura Prodex Lac
SD® e pH) na atividade de glicosiltransferase

Coeficiente de Regressio Desvio Padrao t(2) p
Média* 10.7563 0.0584 184.2307 3.5265E-07
(1) Melaco (L) 0.0895 0.0316 2.8284 6.6277E-02
Melaco (Q)* -1.7367 0.0337 -51.5419 1.6084E-05
(2) ELP (L)* 0.5667 0.0316 17.9065 3.7982E-04
ELP (Q)* -1.0954 0.0337 -32.5098 6.3966E-05
(3) pH (L)* -0.6972 0.0391 -17.8304 3.8467E-04
pH (Q)* -0.3292 0.0419 -7.8659 4.2808E-03
1L x 2L.* -0.5025 0.0413 -12.1575 1.1980E-03
1L x 3L* 0.5611 0.0413 13.5749 8.6465E-04
2L x 3L 0.0041 0.0413 0.0988 9.2750E-01

*parametros estatisticamente significativos a 95% de nivel de confianga.
L: parametro linear; Q: pardmetro quadratico.

Tabela 7: Andlise de variancia no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo (melagco de cana-
de-agicar, extrato de levedura Prodex Lac SD® e pH) na atividade de glicosiltransferase

Fonte de Soma Graus de Média
Teste F

Variacao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 53,66 07 7,67 38,33
Residuos 1,80 09 0,20

Falta de Ajuste 1,76 06

Erro Puro 0,04 03

Total 55,46 16

Coeficiente de correlagdo: R>=0,97.
F0,95;7;9 = 3,29

O modelo polinomial quadratico foi utilizado para construir as superficies de resposta
e curvas de contorno. As Figuras 14a e 14b mostram os efeitos dos componentes melaco
de cana-de-acucar, 4gua de maceragdao de milho e pH, na produgdo de glicosiltransferase

pela linhagem Erwinia sp. D12.
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As Figuras 14a e 14b indicam que para a varidvel MCA a faixa em que se obteria a
maior atividade enzimadtica seria 80-200 g/L, sendo a concentracdo 6tima de 150 g/L.
Valores acima de 200 g/L. desta concentragdo provocaram queda na produgdo de
glicosiltransferase, provavelmente devido a inibicdo do crescimento do microrganismo
em altas concentracOes de acticares. Com relacao a varidvel ELP a faixa de concentracdo
de 10-24 g/L estimularia a produ¢do da enzima, em que a concentragdo Otima foi de 15
g/L (Figura 14b). Pode-se observar, pela Figura 14a, que a produgio de glicosiltransferase

atingiu altos valores na faixa de pH entre 7,5 ¢ 9,0.

Utilizando-se meio de cultivo otimizado composto de melaco de cana-de-acucar (150
g/L), dgua de maceragdo de milho (20 g/L), extrato de levedura Prodex Lac SD® (15 g/L),
K,HPO, (0,5 g/L) e pH 8,5 foi obtido a maior atividade enzimatica de 10,84 UA/mL de

glicosiltransferase na fermentacao pela linhagem de Erwinia sp. D12.

Simultaneamente ao planejamento composto central rotacional 2* foram realizados
ensaios utilizando-se meio de cultivo composto pelas concentragdes referentes ao ensaio
do ponto central (0). No entanto, ndo se adicionou K,HPO, e o pH foi ajustado para 7,5,
sendo obtido atividade de glicosiltansferase de 12,40 UA/mL de meio de cultivo apds 8
horas de fermentagdo. O valor de atividade foi maior do que a atividade média obtida de
10,77 UA/mL de meio de cultivo utilizando-se meio de cultivo otimizado, correspondente

aos pontos centrais do PCCR- 2%,

A atividade de glicosiltransferase foi 4,2 vezes maior do que a obtida pela linhagem
Klebsiella sp. de 2,95 UA/mL em que as células foram fermentadas em meio de cultivo
contendo 1% de peptona bacterioldgica, 0,4% de extrato de carne e 4% de sacarose (Park
et al., 1996). Huang et al. (1998) examinaram os efeitos de diferentes fontes de carbono,
fontes de nitrogénio e sais na producdo da enzima intracelular de Klebsiella planticolla
CCRC 19112. Os autores obtiveram atividade médxima de 11,08 UA/mL em meio de

cultivo composto de 1% de triptona bacteriolégica, caldo de triptona de soja e 0,5% de
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NaCl. Utilizando-se meio de cultivo composto de 1,5 g/LL de peptona, 0,5 g/L de
MgS0O,.7H,0, 1 g/l de K,HPO,, 1 g/L NaCl, e diferentes fontes de carbono, Li et al.
(2003), obtiveram melhores resultados utilizando-se sacarose, rafinose e frutose, obtendo-

se respectivamente, 15,12 UA/mL, 13,62 UA/mL e 11,08 UA/mL a partir da fermentacdo
da linhagem Klebsiella sp. LX3.
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Figura 14: Superficies de resposta e curvas de contorno para atividade de glicosiltransferase.

(a) em fun¢do da concentracdo de melago de cana (MCA) e pH.

(b) em funcdo da concentracdo de melaco de cana (MCA) e extrato de levedura Prodex Lac SD® (ELP)
(Agua de maceragdo de milho- Milhocina® fixado em 20 g/L; K,HPO, fixado em 0,5 g/L).
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Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o melaco de cana-de-acucar, o
extrato de levedura comercial Prodex Lac SD® e a dgua de maceracdao de milho sdo
excelentes fontes de carbono e nitrogénio contribuindo para o crescimento microbiano e
producdo da enzima glicosiltransferase, além de diminuirem os custos de fermentacdo do

microrganismo e, posteriormente, do processo de producdo de isomaltulose.

5.2.Producao de glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 em fermentador de 6,6

litros utilizando-se meio de cultivo otimizado

A producao de glicosiltransferase foi realizada em fermentador de 6,6 L a partir de
meio de cultivo otimizado composto de melago de cana-de-agucar (150 g/L), dgua de
maceragdo de milho (20 g/L), extrato de levedura Prodex Lac SD® (15 g/L) e pH ajustado
a 7,5. No estudo da relagdo entre o tempo de fermentacao, crescimento do microrganismo,
alteracdo do pH do meio de cultivo e producdo de glicosiltransferase pela linhagem
Erwinia sp. D12, nas temperaturas de 25°C, 27°C e 30°C com agitacao de 200 rpm e
aeracdo de 1 vvm, foi obtido maior atividade de glicosiltransferase de 22,49 UA/mL de

meio de cultivo apds 8 h de fermentacgdo, a 27°C.

As Tabelas 8, 9, e 10 e as Figuras 15, 16 e 17 mostram as cinéticas de crescimento do
microrganismo e producdo de glicosiltansferase pela linhagem Erwinia sp. D12 a partir de
meio de cultivo otimizado. Pode-se observar que a produgdo de glicosiltransferase, nas
trés temperaturas, coincide com a fase de crescimento exponencial e que, apds 8 a 9 horas
de fermentagdo, a atividade comecga a declinar. Verifica-se ainda, que a fase lag do
crescimento microbiano € muito curta e que o pH permanece praticamente constante, em
torno de 6, durante a fermentacdo, indicando que ha pouca produg¢ao de compostos acidos

no meio.
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Tabela 8: Influéncia do tempo de fermentacdo na atividade de glicosiltransferase, crescimento do
microrganismo e alteragdo do pH durante a fermentagdo de Erwinia sp. D12 em meio de cultivo otimizado
contendo dgua de maceracdo de milho, em fermentador de 6,6 L, a 25°C

Tempo (horas) Massa Celular (DO/660nm) Atividade (UA/mL) pH
2 93,70 0,61 6,4
4 117,64 4,21 6,3
6 151,94 11,88 6,3
7 173,24 16,03 6,3
8 165,92 17,12 6,4
9 161,44 21,59 6,4
10 175,02 16,28 6,4
11 179,78 15,19 6,3
12 197,96 15,61 6,2
26 232,28 17,79 6,0
250 30
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Figura 15: Estudo da relacdo entre tempo de fermentacdo, crescimento do microrganismo, produgdo de
glicosiltransferase e alteracdio do pH do meio de cultivo otimizado contendo dgua de
maceragdo de milho a 25°C.
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Tabela 9: Influéncia do tempo de fermentagdo na atividade de glicosiltransferase, crescimento do
microrganismo e alteracdo do pH durante a fermentacdo de Erwinia sp. D12 em meio de cultivo
otimizado contendo dgua de maceragdo de milho, em fermentador de 6,6 L, a 27°C

Tempo (horas)  Massa Celular (DO/660nm) Atividade (UA/mL) pH

2 105,34 0,83 6,1

4 144,26 7,89 6,2

6 178,56 15,41 6,2

7 182,40 21,22 6,2

8 188,68 22,49 6,2

9 188,10 16,75 6,3

10 196,38 16,63 6,2

11 208,94 14,88 6,1

12 196,90 15,73 6,1

26 211,14 16,77 5,9

250 30

225 A - 25

200
- 0%
@) ©
8 175 - o)
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Figura 16: Estudo da relacdo entre tempo de fermentacéo, crescimento do microrganismo, produgdo de
glicosiltransferase e alteracdo do pH do meio de cultivo otimizado contendo 4gua de
maceragdo de milho a 27°C.
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Tabela 10: Influéncia do tempo de fermentacdo na atividade de glicosiltransferase, crescimento do
microrganismo e alteracio do pH durante a fermentacdo de Erwinia sp. D12 em meio de
cultivo otimizado contendo dgua de maceragdo de milho, em fermentador de 6,6 L, a 30°C

Tempo (horas)  Massa Celular (DO/660nm) Atividade (UA/mL) pH

2 102,40 1,92 6,1

4 139,72 10,10 6,1

6 186,02 13,60 6,1

7 145,18 10,21 6,2

8 181,68 17,05 6,1

9 208,98 8,50 6,0

10 209,96 6,04 5,9

11 213,28 4,74 5,9

12 211,88 4,84 5,9

26 236,58 5,61 5,9
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) 20 o
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Figura 17: Estudo da relacdo entre tempo de fermentacdo, crescimento do microrganismo, producio de
glicosiltransferase e alteracdo do pH do meio de cultivo otimizado contendo 4gua de
maceragdo de milho a 30°C.
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A Tabela 8 e Figura 15 mostram que a maior atividade de 21,59 UA/mL de meio de
cultivo, a 25°C, foi obtida apds 9 horas de fermentacdao. Na fermentacdo a 27°C, como
mostram a Tabela 9 e Figura 16 foi obtida a maior atividade de 22,49 UA/mL de meio de
cultivo apo6s 8 horas de fermentagdo. Tanto a 25°C como a 27°C houve uma queda gradual
na atividade ao longo da fermentacdo, obtendo-se apds 26 horas 17,79 UA/mL de meio de
cultivo e 16,77 UA/mL de meio de cultivo, respectivamente. A Tabela 10 e a Figura 17
mostram que, na fermentacdo do microrganismo a 30°C, houve uma menor produgdo de
glicosiltransferase sendo obtido 17,05 UA/mL de meio de cultivo apds 8 horas. O declinio
na atividade enzimatica foi acentuada apds 8 horas, atingindo uma baixa atividade de 5,61

UA/mL de meio de cultivo ap6s 26 horas.

A producdo da enzima glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 € influenciada pela
temperatura e pelo tempo de fermentagdo, como se verifica nas Tabelas 8, 9, e 10 e nas
Figuras 15, 16 e 17. A maior atividade enzimdtica de 22,49 UA/mL de meio de cultivo foi
obtida apds 8 h de fermentacdao a 27°C, durante a fase de crescimento exponencial do
microrganismo, indicando que a enzima produzida seria um metabdlito primario, ou seja,
associado ao crescimento celular. O pH do meio de cultivo permaneceu préximo de 6,0,
sem alteracdes significativas, ao longo da fermentagcdo nas trés temperaturas, sugerindo

pouca produgdo de compostos dcidos como subproduto.

A producdo de enzima em fermentador foi semelhante ao resultado obtido por Moraes
et al (2005), utilizando a bactéria Erwinia sp. D12 em meio de cultivo composto de 4% de
peptona bacterioldgica, 0,4% de extrato de carne e 12% de melaco de cana-de-agucar, em
que foi obtida maxima atividade de 15,61 UA/mL de meio de cultivo, ap6s 8 h de
fermentacao a 30°C. Os autores ainda verificaram que, em temperaturas mais altas, como
a 30°C, houve uma queda rdpida da atividade enzimadtica durante a fermentacdo, devido
ao fato da enzima glicosiltransferase ser termossensivel, relatada anteriormente por

Celestino (1998).
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5.3. Otimizacao do processo de imobilizacdo de células de Erwinia sp. D12 para a

conversao de sacarose em isomaltulose

5.3.1. Estudo preliminar da influéncia do tratamento das células integras
imobilizadas de Erwinia sp. D12 em alginato de cdlcio com os aditivos

polietilenoimina e glutaraldeido na conversdo de sacarose em isomaltulose

Em ensaio preliminar foram estudados a influéncia do tratamento das células integras
imobilizadas em alginato de cédlcio com aditivos polietilenoimina e glutaraldeido e o
efeito na estabilidade das células na producdo de isomaltulose como descrito no item

4.4.2.

A Figura 18 mostra a producdo de isomaltulose utilizando-se granulos contendo
células integras imobilizadas com e sem tratamento de aditivos polietilenoimina e
glutaraldeido em colunas de leito empacotado. Pode-se observar que, utilizando-se
granulos sem tratamento com aditivos, a maior conversao de 60,54% ocorreu apds 12
horas. Foi verificado que a conversdo manteve-se alta até 60 horas, com 47,96% de
conversdao. Apds 72 horas foi obtido 33,94 % de conversdo sendo que, apds este periodo,
ocorreu uma queda acentuada e gradativa da transformacdo de sacarose em isomaltulose

atingindo-se uma conversdo de 3,15 % apds 192 horas.

A coluna empacotada com granulos contendo células imobilizadas tratadas com
aditivos mostrou maior estabilidade. A conversdo inicial foi menor em relagdo a coluna
contendo granulos sem tratamento com aditivos, no entanto a conversao de 27,15% de
isomaltulose obtida apds 12 horas aumentou gradativamente atingindo-se méxima
conversao de 47,86%, apOs 84 horas. A conversdo permaneceu estavel, entre 40-45% até
168 horas, declinando para 25,18% apds 192 horas. Foi verificado que o tratamento dos

granulos com os aditivos, polietilenoimina e glutaraldeido, diminuiu a atividade e
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conseqiientemente a conversdo de sacarose em isomaltulose, no entanto houve um

aumento significativo na estabilidade das células imobilizadas.

De acordo com a literatura, a utilizagdo de aditivos na imobilizacdo de células, apesar
de provocar uma queda na atividade enzimdtica e conseqlientemente na conversao,
mostrou-se benéfica no aumento da estabilidade enzimatica, obtendo-se a conversao de
substrato a produto por um periodo maior do que aquelas células sem tratamento com

aditivos (Shimizu et al., 1982 e Tsuyuki et al., 1992).
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Figura 18: Producdo de isomaltulose utilizando-se granulos contendo células integras
imobilizadas de Erwinia sp. D12, em alginato de célcio, com e sem tratamento de
aditivos polietilenoimina e glutaraldeido, em colunas de leito empacotado.
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5.3.2. Otimizacdo dos aditivos polietilenoimina e glutaraldeido na imobilizagdo
das células integras de Erwinia sp. D12 em alginato de cdlcio, utilizando-se

planejamento experimental

ApO6s o estudo preliminar, foi realizada a otimizacdo dos aditivos no tratamento dos
granulos contendo células integras imobilizadas e a influéncia dos aditivos na conversao
de sacarose em isomaltulose como descrito no item 4.4.3. Utilizou-se a metodologia de
planejamento experimental e andlise de superficie de resposta com o objetivo de
determinar as concentracdes 6timas de polietilenoimina e glutaraldeido e racionalizar o
uso destes aditivos e obter maior estabilidade das células imobilizadas na conversdao de

sacarose em isomaltulose.

O planejamento composto central rotacional 2* (2-PCCR) utilizado para avaliar as
varidveis independentes polietilenoimina e glutaraldeido e a varidvel dependente ou
resposta, dada pela conversdo de sacarose em isomaltulose (%), estd ilustrado na Tabela
11. Os ensaios foram realizados em frascos sob agitacdo totalizando 11 experimentos
incluindo quatro ensaios referentes ao fatorial 2% (-1 e +1), trés repeti¢cdes no ponto central
(0) para se estimar o erro e conseqiiente andlise de variancia e 4 ensaios nos pontos axiais
(v =1,41) para se obter o modelo polinomial quadrético, gerando apds validacdo

estatistica, a superficie de resposta e a curva de contorno.

A conversao de sacarose em isomaltulose foi avaliada apés 12 horas, 24 horas e 36
horas, no entanto como as maiores taxas de conversdo foram observadas apds 12 horas, as
andlises estatisticas foram realizadas neste periodo. Pode-se observar que a conversio de
sacarose em isomaltulose variou de um minimo de 38,99% no ensaio 2 (0,75% de
polietilenoimina e 0,02% de glutaraldeido) e atingiu mdxima conversao de 72,27 % no
ensaio 5 (0% de polietilenoimina e 0,06% de glutaraldeido), apés 12 horas de conversao.

Os trés niveis estudados das concentracdes dos componentes de meio de cultivo

101



polietilenoimina e glutaraldeido e os seus valores decodificados encontram-se na Tabela

12.

Tabela 11: Planejamento composto central rotacional-2> codificado no estudo do efeito dos aditivos
polietilenoimina e glutaraldeido no tratamento de células integras imobilizadas na conversdo
de sacarose em isomaltulose

Variavel Isomaltulose (%)
Ensaio
Polietilenoimina  Glutaraldeido 12 horas 24 horas 36 horas
1 -1 -1 65,92 56,65 52,30
2 +1 -1 38,99 47,27 49,41
3 -1 +1 68,35 61,75 63,18
4 +1 +1 45,89 50,77 51,58
5 -1,41 0 72,27 56,96 55,73
6 1,41 0 33,25 47,83 52,76
7 0 -1,41 32,54 45,01 44,65
8 0 1,41 42,08 58,40 47,69
9 0 0 58,52 48,76 47,69
10 0 0 61,33 47,02 47,89
11 0 0 57,17 50,48 48,49

Tabela 12: Valores decodificados utilizados no planejamento composto central rotacional-2> codificado no
estudo do efeito dos aditivos polietilenoimina e glutaraldeido no tratamento de células integras
imobilizadas na conversio de sacarose em isomaltulose

Nivel
Variavel
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Polietilenoimina (p/v %) 0,0 0,10 0,38 0,65 0,75
Glutaraldeido (v/v %) 0,0 0,02 0,06 0,11 0,13

A Tabela 13 apresenta os valores de t, p e coeficientes de regressao para a conversao
de sacarose em isomaltulose por granulos contendo células integras imobilizadas e

tratadas com aditivos e utilizados para a constru¢do do modelo polinomial quadratico. A
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Tabela 14 representa a andlise de variancia (ANOVA) utilizada para a validagcdo

estatistica do modelo a partir das varidveis, polietilenoimina e glutaraldeido, estudadas.

Observa-se, na Tabela 13, que de todos os parametros somente a polietilenoimina
quadrético e a interacdo entre polietilenoimina e glutaraldeido nao foram significativos a

90% de nivel de confianca (p<0,10).

Tabela 13: Resultados do coeficiente de regressdo, desvio padrdo e limites de confianga no estudo do
efeito dos aditivos polietilenoimina e glutaraldeido no tratamento de células integras
imobilizadas na conversdo de sacarose em isomaltulose

Coeficiente Desvio
de Regressao Padrao ‘@ P
Média* 58,97 1,23 48,1143 0,0004
(1) Polietilenoimina (L)* -13,09 0,75 -17,4155 0,0033
Polietilenoimina (Q) -0,65 0,90 -0,7224 0,5451
(2) Glutaraldeido (L)* 2,85 0,75 3,7978 0,0629
Glutaraldeido (Q)* -8,42 0,90 -9,3872 0,0112
1L x 2L 1,12 1,06 1,0537 0,4025

*parametros estatisticamente significativos a 90% de confianca.
(L) parametro linear; (Q) parAmetro quadrético.

A partir da ANOVA foi obtido o modelo que possui um valor de R? satisfatério, um
valor significativo F, e o valor da falta de ajuste é pequeno em relacdo ao valor da
regressdo, o que caracteriza um modelo que pode ser eficientemente utilizado para
predizer as respostas de conversdo de sacarose em isomaltulose em funcdo das varidveis

independentes polietilenoimina e glutaraldeido.

O coeficiente de determinagdo (R%) de 0,90 indica que o modelo estatistico para

predizer a conversdo de sacarose em isomaltulose pode explicar aproximadamente 90%
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da variabilidade nas respostas e que somente 10% do total da variacdo ndo € explicada

pelo modelo.

Para confirmar a validade e adequacdo do modelo para representar o sistema, realizou-
se a andlise de variancia e o teste F, em que o valor de Fexperimentat Obtido (20,01) foi cerca
de 6,51 vezes maior do que o valor de Fperado (Fo.00:3:7=3,07), sendo considerado excelente
a 90% de nivel de confianga, e permitem obter um modelo polinomial de segunda ordem

ou quadrdético codificado que descreve as respostas em funcio das varidveis analisadas.

Tabela 14: Andlise de varidncia no estudo do efeito dos aditivos polietilenoimina e glutaraldeido no
tratamento de células integras imobilizadas na conversio de sacarose em isomaltulose

Soma Graus de Média
Fonte de Variacao Teste F
Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 1.846,40 03 615,47 20,01
Residuos 215,31 07 30,76
Falta de Ajuste 206,30 05
Erro Puro 9,01 02
Total 2.061,71 10

Coeficiente de determinacio: R>= 0,90
Fo90.3.7 = 3,07

Ap6s andlise da ANOVA e da validagdo dos parametros de estudo, foi obtido o
modelo polinomial quadratico que representa o comportamento da conversao de sacarose
em isomaltulose, por granulos contendo células integras imobilizadas com aditivos
polietilenoimina e glutaraldeido, e que gera a superficie de resposta e curva de contorno.
A Equacdo 2 foi obtida segundo os pardmetros e coeficientes de regressdo indicados na

Tabela 13:

Isomaltulose(%)=58,97-13,09. Polietilenoimina-8,49. Polietilenoimina®+2,85.Glutaraldeido )
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O modelo foi utilizado para construir a superficie de resposta e curva de contorno. A
Figura 19 mostra os efeitos dos aditivos polietilenoimina e glutaraldeido na conversdo de
sacarose em isomaltulose. Pode-se observar que, dentro da faixa estudada de
concentracdo de aditivos, hd uma tendéncia em se obter uma maior taxa de conversao
quando se utiliza uma menor quantidade do aditivo polietilenoimina (abaixo de 0,1%),

tendendo a concentracao nula do mesmo.

Verifica-se na Tabela 11 que os maiores valores de conversao apos 12 horas, apontam
para uma menor concentracdo de polietilenoimina, sendo que a maxima conversdo de
72,27% de conversdao foi obtida no ensaio 5, que possui concentracio nula de
polietilenoimina e 0,06% de glutaraldeido. Com relacdo ao aditivo glutaraldeido, observa-

se pela Figura 19, que a concentracao ideal € de 0,06% (p/v), dentro da faixa estudada.

I 5,594
B 15,994 0,13

[ z0,596 ’
[ 37,996
[ 44,997
[ 51,998
B 58,998
B 55,999
Bl 72,999
Il above

Glutaraldeido (%5)

0,02

0 0,10 0,38 0,65 0,75

Polietilenoimina (%)

Figura 19: Superficie de resposta e curva de contorno para estudo do efeito dos aditivos polietilenoimina e
glutaraldeido no tratamento de células integras imobilizadas na conversdo de sacarose em
isomaltulose em funcio da concentragdo de polietilenoimina e glutaraldeido.
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5.3.3. Influéncia do tratamento das células integras imobilizadas de Erwinia sp.
D12 com aditivo glutaraldeido na estabilidade da producdo de isomaltulose

utilizando-se colunas de leito empacotado

A influéncia do tratamento das células integras imobilizadas de Erwinia sp. D12 em
alginato de cdlcio, com o aditivo glutaraldeido 0,06%, na estabilidade e na producgdo de
isomaltulose foi testada em processo continuo, em colunas de leito empacotado, como

descrito no item 4.4.4.

A Figura 20 mostra os valores de conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se
granulos de células integras imobilizadas tratadas e ndo tratadas com o aditivo
glutaraldeido 0,06%. Utilizando-se granulos de células imobilizadas sem tratamento com
aditivo foi obtido uma conversdao maxima de 66,08%, a partir de uma solucdo de sacarose
35%, apds 42 horas. No entanto, a estabilidade da coluna foi baixa, sendo que a conversao
declinou rapidamente ao longo do tempo, passando de 37,33% apds 66 horas para 0% de

conversao em 282 horas.

Na coluna contendo granulos de células imobilizadas tratados com o aditivo
glutaraldeido, a conversdo inicial foi de 54,78% apds 6 horas, e a producdo de
isomaltulose manteve-se estdvel entre 55-60% até 114 horas. A partir deste periodo houve
um lento e gradual aumento da conversdao de sacarose em isomaltulose, quando atingiu
71,42%, ap6s 256 horas equivalente ao décimo primeiro dia de conversdo. Apds este

periodo a conversao diminuiu para 53,61% de isomaltulose.

Foi verificado que o tratamento dos granulos das células integras imobilizadas em
alginato de célcio, com concentra¢ao otimizada de glutaraldeido, aumentou a estabilidade
e a conversdo de sacarose em isomaltulose, em comparagdo com os granulos sem

tratamento com aditivo.
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Figura 20: Producdo de isomaltulose utilizando-se granulos contendo células integras
imobilizadas de Erwinia sp. D12, em alginato de cdlcio, com e sem tratamento do
aditivo 0,06% de glutaraldeido, em colunas de leito empacotado.

5.3.4. Influéncia do fluxo de substrato na producdo de isomaltulose utilizando-
se células de Erwinia sp. D12 cultivadas em diferentes meios, imobilizadas

em alginato de cdlcio, em colunas de leito empacotado

A influéncia do fluxo de substrato na conversio de sacarose em isomaltulose
utilizando-se células de Erwinia sp. D12, cultivadas em diferentes meios de cultivo,
imobilizadas em alginato de cdlcio e tratadas ou ndo com glutaraldeido foi testada como

descrito no item 4.4.5.
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Foram realizados seis ensaios, como pode ser visualizado na Figura 21, em que o
tratamento dos granulos de células integras imobilizadas com alginato de célcio, com o
aditivo glutaraldeido (CIPG-0,33; CIPG-0,56; CIMG-0,56 ¢ CIMG-0,69) aumentou a
estabilidade, mantendo a conversdo de sacarose em isomaltulose por um periodo maior
quando comparada aquelas colunas contendo granulos sem tratamento com aditivo (CIP-

0,33 e CIP-0,56).

Foi verificado que as colunas CIPG-0,33, CIPG-0,56 e CIMG-0,56, contendo granulos
de células imobilizadas tratados com aditivo, mostraram um perfil de conversdo e
estabilidade semelhantes. A taxa de conversdo em isomaltulose manteve-se em torno de
50-60% por dezesseis dias. Utilizando-se fluxo de 0,69 mL/min na coluna CIMG-0,69
pode-se observar que a conversdo foi mantida semelhante as colunas CIPG-0,33, CIPG-
0,56 e CIMG-0,56; no entanto a partir do décimo primeiro dia em que foi obtido 52% de
isomaltulose, a conversdo de sacarose em isomaltulose comecgou a declinar gradualmente,
atingindo cerca de 36% de isomaltulose no décimo sexto dia, ocorrendo uma diminuicdo

da conversdao num curto periodo de tempo em relagiao aos fluxos menores.

Os experimentos realizados indicaram que ndo houve diferenca no perfil de conversao
de sacarose em isomaltulose quando se utilizaram diferentes meios para a obtencdo de
células de Erwinia sp. D12, sendo vantajosa a utilizacdo do meio de cultivo otimizado
contendo dgua de maceragdo de milho por ser de menor custo. Foi verificado também que
o fluxo mais apropriado foi o de 0,56 mL/min, pois apesar de fluxos menores (0,33
mL/min) apresentarem perfis semelhantes, a produtividade € maior num fluxo maior (0,56

mL/min).
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Figura 21: Influéncia do fluxo de substrato na producdo de isomaltulose utilizando-se células
integras de Erwinia sp imobilizadas em alginato de cdlcio tratadas ou ndo com
0,06% de glutaraldeido, em colunas de leito empacotado.

o CIP-0,33: células obtidas do meio de cultivo otimizado contendo peptona, imobilizadas em alginato
de célcio sem tratamento com 0,06% de glutaraldeido, com fluxo de 0,33 mL/min.

@ CIPG-0,33: células obtidas do meio de cultivo otimizado contendo peptona, imobilizadas em alginato
de célcio com tratamento com 0,06% de glutaraldeido, com fluxo de 0,33 mL/min.

0 CIP-0,56: células obtidas do meio de cultivo otimizado contendo peptona, imobilizadas em alginato
de célcio sem tratamento com 0,06% de glutaraldeido, com fluxo de 0,56 mL/min.

m CIPG-0,56: células obtidas do meio de cultivo otimizado contendo peptona, imobilizadas em alginato
de célcio com tratamento com 0,06% de glutaraldeido, com fluxo de 0,56 mL/min.

* CIMG-0,56: células obtidas do meio de cultivo otimizado contendo dgua de maceracdo de milho,
imobilizadas em alginato de cdlcio com tratamento com 0,06% de glutaraldeido, com
fluxo de 0,56 mL/min.

* CIMG-0,69: células obtidas do meio de cultivo otimizado contendo dgua de maceragdo de milho,
imobilizadas em alginato de cdlcio com tratamento com 0,06% de glutaraldeido, com
fluxo de 0,69 mL/min.
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5.3.5. Estudo do tempo de vida util das células integras de Erwinia sp. D12
imobilizadas em alginato de cdlcio tratadas e ndo tratadas com aditivo

glutaraldeido utilizando-se colunas de leito empacotado

5.3.5.1. Comparacdo da vida util das células integras imobilizadas em

alginato de cdlcio tratadas e ndo tratadas com glutaraldeido

O estudo da vida til das células integras de Erwinia sp. D12 imobilizadas em alginato
de calcio, tratadas e ndo tratadas com glutaraldeido, em colunas de leito empacotado foi

testado como descrito no item 4.4.6.1.

A Figura 22 ilustra a produgdo de isomaltulose e a quantidade de células vidveis de
Erwinia sp D12 nas solugdes de acucares eluidas das colunas de células integras
imobilizadas em alginato de célcio, tratadas e ndo tratadas com 0,06% de glutaraldeido.
Foi verificado que na coluna contendo granulos sem tratamento com o aditivo
glutaraldeido a conversao maxima de 60,81% foi obtida no segundo dia de conversao
continua. Apds esse periodo houve uma queda continua e acentuada da conversao de

sacarose em isomaltulose sendo praticamente nula apds o décimo sétimo dia.

Foi observado ainda que a quantidade de células vidveis obtidas a partir do produto
formado aumentou gradualmente atingindo contagem mdaxima de 20x10" UFC/mL no
sétimo dia. Posteriormente a quantidade de células vidveis encontrada diminuiu

gradualmente atingindo 4,6x10* UFC/mL no décimo nono dia.
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Figura 22: Comparagdo da produgdo de isomaltulose por células integras imobilizadas de Erwinia
sp. D12 em alginato de cdlcio tratadas e ndo tratadas com 0,06% de glutaraldeido em
colunas de leito empacotado utilizando-se células provenientes da fermentacdo em
meio de cultivo otimizado contendo dgua de maceragdo de milho.

m Isomaltulose CIM-0,56:

A Isomaltulose CIMG-0,56:

Células viaveis- CIM:

Células viaveis- CIMG:

células obtidas do meio de cultivo otimizado contendo dgua de maceracao
de milho, imobilizadas em alginato de cdlcio sem tratamento com 0,06%
de glutaraldeido, com fluxo de 0,56 mL/min.

células obtidas do meio de cultivo otimizado contendo dgua de maceracio
de milho, imobilizadas em alginato de célcio com tratamento com 0,06%
de glutaraldeido, com fluxo de 0,56 mL/min.

células vidveis na solucdo de acucar eluida da coluna de granulos
contendo células integras imobilizadas sem tratamento com 0,06% de
glutaraldeido.

células vidveis na solucdo de acucar eluida da coluna de granulos
contendo células integras imobilizadas com tratamento com 0,06% de
glutaraldeido.
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Na coluna contendo granulos de células integras imobilizadas tratados com aditivo
glutaraldeido, a maior conversdo de sacarose em isomaltulose de 65,34% foi obtida no
quinto dia apds conversdo continua. A queda na conversdo foi gradual e menos acentuada
do que em relac@o aos granulos sem aditivo. A contagem de células vidveis foi menor em
relacdo a coluna contendo granulos sem tratamento com aditivo, sendo um indicativo de

que o aditivo glutaraldeido contribuiu na retencdo das células no gel.

5.3.5.2. Vida itil das células integras imobilizadas em alginato de cdlcio

tratadas com glutaraldeido

A vida util das células integras de Erwinia sp. D12 imobilizadas em alginato de calcio
e tratadas com 0,06% de glutaraldeido, em coluna de leito empacotado, foi testada como

descrito no item 4.4.6.2.

A producdo de isomaltulose foi acompanhada por quatro semanas para se verificar a
vida qtil e estabilidade da coluna. A Figura 23 apresenta os valores de conversdo de
sacarose em isomaltulose e em outros acticares. No primeiro dia foi obtido 53,61% de
conversdao de sacarose em isomaltulose, sendo que houve um aumento gradual da

conversao atingindo-se um maximo de 59,66% de isomaltulose no quarto dia.

A coluna manteve-se estavel, com valores de conversio entre 52-60% em isomaltulose
até o décimo dia, em que se obteve 52,11% de isomaltulose. A partir deste periodo houve
uma queda gradual na conversdo sendo que foi obtido no vigésimo oitavo dia cerca de
8,88% de isomaltulose. Pode-se observar também que, a quantidade de sacarose ndo
convertida nos quatro primeiros dias foi baixa, entre 7-9%. No entanto, apos este periodo,
houve aumento gradual da quantidade de sacarose ndo convertida apresentando cerca de
84,24% do total no vigésimo oitavo dia. Foi verificado ainda que, a quantidade de glicose
e frutose produzidas durante o processo foi baixa, entre 2-4% de glicose e 1-3% de
frutose, sendo que apds dezessete dias de conversdo ja ndo havia mais a presenca destes

dois agucares.
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Figura 23: Tempo de vida qtil das células integras imobilizadas de Erwinia sp. D12 em alginato de
célcio tratadas com 0,06% de glutaraldeido em colunas de leito empacotado utilizando-se
células cultivadas em meio de cultivo otimizado contendo d4gua de macerag@o de milho.

O efeito do uso de polietilenoimina e glutaraldeido na imobilizacdo de células de
Serratia plymuthica NCIB- 8285 foi estudado por Shimizu et al. (1982), em processo em
batelada, na conversio de sacarose em isomaltulose. Os autores citaram a
polietilenoimina como um agente responsavel pela formagdo de ligagdes cruzadas nas
células imobilizadas em alginato de cdlcio e que, o glutaraldeido conferiria maior
resisténcia e forca fisica aos granulos de alginato. Utilizando-se células imobilizadas nao
tratadas com aditivos, na primeira batelada, foi obtido 62,9% de isomaltulose a partir de
solucdo de sacarose 30%. Apds a segunda batelada a conversdo decresceu para 8,4% e

apos a terceira batelada nao houve mais transformagdo da sacarose em isomaltulose.
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Os autores ainda verificaram que, ao se utilizar células imobilizadas tratadas com
0,1% de glutaraldeido, foi obtido apds a primeira batelada 31% de isomaltulose; no
entanto, foi conferida as células maior estabilidade da conversao, sendo obtidas
conversdes proximas de 20% por mais oito bateladas. Observaram também que, ao se
utilizar 1,5% de polietilenoimina uma grande quantidade de glutaraldeido, cerca de 1%,
foi requerida. Foram realizadas trinta e seis bateladas com taxas de conversao de 50% em

isomaltulose e outras setenta bateladas com conversodes de 25%, aproximadamente.

Tsuyuki et al. (1992) utilizaram uma suspensdo de 40% de células de Klebsiella
planticola MX 10 imobilizada em solucdo 5% de alginato para converter sacarose em
isomaltulose. Os granulos foram tratados com solu¢do de polietilenoimina 2% por 5
minutos; e posteriormente, com solu¢do de glutaraldeido 0,5 % por 20 minutos. As
células imobilizadas, dispostas em colunas (50 x 180 mm), converteram totalmente a

solucdo 25% de sacarose sendo obtido 65,4% de isomaltulose e 29,7% de trealulose.

Ahn et al. (2003) utilizaram células imobilizadas da linhagem Erwinia rhapontici
ATCC 29283 para converter sacarose em isomaltulose. A suspensdo celular 40% foi
misturada com igual volume de solucao de alginato de sédio 5% e gotejadas em solucdo
de CaCl, 0,15 M para formar os granulos contendo células imobilizadas; e posteriormente
foram dispostas em colunas encamisadas (50 x 180 mm) a 30°C, com circulacdo de
solucdo de sacarose 55%. Foram testadas temperaturas a 27°C, 30°C e 33°C e os
rendimentos iniciais de isomaltulose foram respectivamente, 79%, 89% e 85% e

diminuiram para 67%, 79% e 57% ap6s 60 dias, respectivamente.

Moraes et al. (2005) obtiveram méxima conversao de sacarose em isomaltulose de
56,4% quando uma solu¢do 19,4% de sacarose foi circulada através de colunas
encamisadas (25 x 200 mm) contendo células imobilizadas de Erwinia sp. D12
(suspensao celular 20% em solucdo de alginato 1%) a um fluxo de substrato de 21,88

mL/h e temperatura de 35°C.
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Os resultados obtidos no estudo do tratamento das células integras de Erwinia sp. D12
imobilizadas em alginato de célcio, com aditivos, teve como conseqiiéncia o incremento
da conversdo de sacarose em isomaltulose e um aumento na estabilidade da coluna
contendo os granulos de células imobilizadas. A reducdo acentuada da conversdo de
sacarose em isomaltulose pelas colunas contendo granulos ndo tratados com aditivo
glutaraldeido poderia ser devido a ndo retengdo das células pelo suporte. Os granulos
tratados com glutaraldeido mantiveram a estabilidade da conversao por um periodo maior,
devido provavelmente a maior retencdo de células no interior e na superficie dos granulos

de alginato.

5.3.6. Estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células
integras, células lisadas e extrato enzimdtico bruto de Erwinia sp. DI2
imobilizados em alginato de cdlcio, submetidos a diferentes tratamentos, em

processo em batelada

O estudo da conversdao de sacarose em isomaltulose utilizando-se células integras,
células lisadas e extrato enzimético bruto de Erwinia sp. D12 imobilizados em alginato de
célcio, submetidos a diferentes tratamentos, em processo em batelada, foi realizado de

acordo com o item 4.4.7.
A Figura 24 mostra os granulos timidos e secos de células e de extrato bruto de

glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 imobilizados em alginato de cdlcio, que foram

testados para a conversdo de sacarose em isomaltulose.
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(©) (d)

Figura 24: Granulos contendo células imobilizadas de Erwinia sp. D12 em alginato de célcio.

(a) Granulos imidos de Células Integras Imobilizadas (CII).
(b) Extrato Enzimatico Bruto Imobilizado (EI).

(c) Células fntegras Imobilizadas e Secas (CIIS).

(d) Extrato Enzimatico Bruto Imobilizado e Seco (EEIS).
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A Figura 25 mostra a conversido de sacarose em isomaltulose utilizando-se granulos
umidos ou secos de células integras, extrato de células sonicadas e extrato bruto de
glicosiltransferase, imobilizados em alginato de cdlcio com tratamento de glutaraldeido,

em processo em batelada.

As amostras que se mostraram mais eficientes tanto em relagdo ao rendimento em
isomaltulose como na estabilidade da conversdo foram os granulos contendo extrato
enzimdtico bruto imobilizado em alginato de célcio (EEI), que apresentaram estabilidade
durante cinco bateladas, nas quais foram obtidas taxas de conversao entre 59,7%-63,7%;
os granulos de células sonicadas e imobilizadas em alginato de cdlcio (CSI) que

apresentaram taxa de conversao entre 47,6%-62,6%.

Os granulos de extrato enzimatico tratado com glutaraldeido e imobilizado em
alginato de célcio (EEGI) apresentaram alta taxa de conversdo nas duas primeiras
bateladas, nas quais foram obtidas 63,3% e 64,3% de isomaltulose, no entanto houve uma

queda na conversao e na quinta batelada foi obtido 40,7% de isomaltulose.

Os granulos secos de células integras imobilizadas (CIIS) e de células sonicadas
imobilizadas (CSIS) que apresentaram conversdo na faixa de 49,3-57,2% e 40,3-58,0%

respectivamente, também mostraram boa estabilidade.
Os granulos umidos de extrato enzimatico bruto (EEI) e de células sonicadas (CSI),

imobilizadas em alginato de cdlcio, que apresentaram maior conversdo de sacarose em

isomaltulose foram testados, em seguida, em colunas em leito empacotado.
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Figura 25: Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando granulos timidos ou secos de células
integras, extrato de células sonicadas e extrato bruto de glicosiltransferase, imobilizados em
alginato de célcio com tratamento de glutaraldeido, em processo em batelada.

B Isomaltulose-CII:

HE Isomaltulose-CIIS:
B Isomaltulose-CSI:
M Isomaltulose-CSIS:
Isomaltulose-CSGI:

E Isomaltulose-CSGIS:

M [somaltulose-EEL:
Fd Isomaltulose-EEIS:

B Jsomaltulose-EEGI:

K Isomaltulose-EEGIS:

% de isomaltulose obtida a partir de Células Integras Imobilizadas.

% de isomaltulose obtida a partir de Células Integras Imobilizadas e Secas.
% de isomaltulose obtida a partir de Células Sonicadas Imobilizadas.

% de isomaltulose obtida a partir de Células Sonicadas Imobilizadas e Secas.

% de isomaltulose obtida a partir de Células Sonicadas tratadas com
Glutaraldeido e Imobilizadas.

% de isomaltulose obtida a partir de Células Sonicadas tratadas com
Glutaraldeido, Imobilizadas e Secas.

% de isomaltulose obtida a partir de Extrato Enzimatico Bruto Imobilizado.

% de isomaltulose obtida a partir de Extrato Enzimatico Bruto Imobilizado e
Seco.

% de isomaltulose obtida a partir de Extrato Enzimdtico Bruto tratado com
Glutaraldeido e Imobilizado.

% de isomaltulose obtida a partir de Extrato Enzimdtico Bruto tratado com
Glutaraldeido, Imobilizado e Seco.
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5.3.7. Produgdo de isomaltulose utilizando-se granulos de extrato enzimdtico
bruto e de células sonicadas de Erwinia sp. D12, imobilizados em alginato

de cdlcio, em colunas de leito empacotado

A Figura 26 mostra que nos trés primeiros dias houve maior conversao utilizando-se
EEI, nos quais foram obtidos 59,6%, 62,9% e 62,1% de isomaltulose. No entanto apds o
terceiro dia ocorreu queda gradual da conversdo de sacarose em isomaltulose, sendo que
ap6s dezenove dias de uso continuo, os granulos de extrato enzimatico bruto imobilizado

(EEI) ndo apresentaram mais atividade.

Nos trés primeiros dias a coluna de CSI apresentou conversdo de 58,4%, 57,8% e
56,9% de sacarose em isomaltulose. Foi observado que a coluna de CSI apresentou
estabilidade um pouco superior em relacdo a EEI, mas a queda na conversao iniciou-se a
partir do nono dia e foi obtido um perfil de queda na conversdo de sacarose em
isomaltulose semelhante a coluna de EEI, e apds vinte e um dias de uso continuo, os
granulos de células sonicadas imobilizadas ndo apresentaram atividade de

glicosiltransferase.

A estabilidade operacional do extrato enzimdtico bruto e das células sonicadas,
imobilizadas em alginato de cédlcio em coluna leito empacotado, na conversao de sacarose
em isomaltulose, ndo foi satisfatéria, pois a conversao manteve-se estavel em torno de 50-
60% por apenas nove dias. Outros trabalhos também relataram a conversdo de sacarose
em isomaltulose, em processo continuo, utilizando-se células microbianas imobilizadas
em alginato de célcio como, por exemplo, células de Erwinia rhapontici (Cheetham et al.,
1985) e de Erwinia rhapontici BN68689 (Ahn et al., 2003). No entanto, uma comparacao
direta poderia ndo ser o mais apropriado, devido as diferencas entre as condi¢des

operacionais e de imobilizacgdo.
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Figura 26: Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se grinulos de extrato enzimatico
bruto (EEI) e de células sonicadas (CSI) de Erwinia sp. D12, imobilizadas em alginato
de célcio, em colunas de leito empacotado.

A Jsomaltulose-CSI: % de isomaltulose obtida a partir de Células Sonicadas Imobilizadas em alginato
de célcio.

B [somaltulose-EEL: % de isomaltulose obtida a partir de Extrato Enzimatico Bruto Imobilizado em
alginato de calcio.
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Cheetham et al. (1985) descreveram que as células de Erwinia rhapontici NC PPB
1578, imobilizadas em granulos de alginato de célcio, apresentaram conversdo de
sacarose em isomaltulose de aproximadamente 90%. Os carboidratos foram analisados
em cromatografo liquido Waters Prep LC/system 500A com detector por indice de
refracdo e coluna PrepPak 500/C18. O alto rendimento em isomaltulose poderia ser
devido a ndo separagdo cromatografica da isomaltulose e do isOmero trealulose, pois
equipamentos antigos nao tinham capacidade de separacdo como os novos cromatdgrafos
liquidos de troca i0nica, mais modernos. Nesse caso os dois isomeros podem ter sido
considerados como isomaltulose. Nesse estudo a imobilizacdo celular foi realizada
misturando-se suspensdo celular 20% e solu¢do de alginato de s6dio 5%. A meia vida das
células imobilizadas em coluna de 200x15 cm foi de aproximadamente 8.600 horas em

processo continuo a 30°C, utilizando-se solu¢do de sacarose 1,6M ajustada a pH 7,0.

Ahn et al. (2003) utilizaram a linhagem Erwinia rhapontici BN68689 para converter
sacarose em isomaltulose. A imobilizacdo foi realizada a partir de suspensao celular 40%
(p/v), misturada com igual volume de solucdo de alginato de s6dio 5%. Os granulos foram
empacotados em colunas (180 x 50 cm e capacidade de 300 mL) a 30 °C e alimentados
com solucdo de sacarose 55% (p/v) pH 7,0. Foram testadas temperaturas a 27°C, 30°C e
33°7C e os rendimentos iniciais de isomaltulose foram respectivamente, 79%, 89% e 85%
e diminuiram para 67%, 79% e 57% ap6s 60 dias, respectivamente. Para andlise dos
acucares foi utilizado cromatégrafo liquido Waters 410, com detector por indice de

refracdo.
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5.3.8. Estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose por células integras de
Erwinia sp. D12 imobilizadas com acetato de quitosana utilizando-se

Jrascos sob agitacdo e metodologia de superficie de resposta

Com o intuito de verificar um suporte alternativo foi testada a imobiliza¢ao de células

de Erwinia sp D12 em acetato de quitosana, como descrito no item 4.4.9.

Os maiores valores de producao de isomaltulose foram obtidos apds 24 h de conversao
(Tabela 15). A maxima conversao de sacarose em isomaltulose de 65,70% foi observada
no ensaio 2 em que as condicdes de conversdo foram temperatura de 35°C, pH 5,5 e
solucdo de sacarose 35%. A média obtida pelos quatro ensaios, correspondentes ao ponto
central, foi de 60,02% de isomaltulose em que a temperatura foi mantida a 30°C, pH 6,0 e

solucdo de sacarose 40%.

As respostas obtidas, referentes a conversdo de sacarose em isomaltulose foram
avaliadas estatisticamente a um nivel de 95% de confianca e tiveram efeitos significativos
na producdo de isomaltulose. Os efeitos principais e interacdes das varidveis estudadas
encontram-se na Tabela 17. Foi verificado que as varidveis temperatura, pH e solu¢iao de
sacarose afetaram significativamente (p<0,05) a producao de isomaltulose; sendo que, o
efeito principal da temperatura foi positivo, sugerindo que o aumento da temperatura,
dentro da faixa estudada, resultaria em um incremento na produc¢iao de isomaltulose. O
efeito do pH foi negativo, sugerindo que o aumento do seu valor, poderia diminuir a
producdo de isomaltulose. A varidvel solu¢do de sacarose ndo apresentou efeito principal
significativo (p foi maior do que 0,05), no entanto apresentou efeitos significativos

quando houve sua interagdo com pH e temperatura.
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Tabela 15: Planejamento fatorial composto central-2’ codificado para estudo do efeito das varidveis
temperatura, pH e concentracdo da solucdo de sacarose na conversio de sacarose em
isomaltulose por células integras imobilizadas de Erwinia sp. D12 em acetato de quitosana

Variavel Isomaltulose (%)
Ensaio
T? (°C) pH cs® (%) 12 horas 24 horas 36 horas
1 -1 -1 -1 51,91 55,20 53,96
2 +1 -1 -1 57,17 65,70 56,45
3 -1 +1 -1 52,06 39,63 54,04
4 +1 +1 -1 56,38 64,46 52,04
5 -1 -1 +1 52,29 51,53 47,31
6 +1 -1 +1 46,05 62,03 48,68
7 -1 +1 +1 52,02 50,99 45,09
8 +1 +1 +1 58,09 58,70 46,64
9 0 0 0 56,93 61,09 58,41
10 0 0 0 58,29 59,92 56,49
11 0 0 0 58,41 60,75 55,67
12 0 0 0 58,48 58,31 56,48

“Temperatura; "Concentragdo de sacarose.

Tabela 16: Valores decodificados utilizados no planejamento fatorial composto central-2® codificado para
estudo do efeito das varidveis temperatura, pH e concentragdo da solugdo de sacarose na
conversdo de sacarose em isomaltulose por células integras imobilizadas de Erwinia sp. D12 em
acetato de quitosana

Nivel
Variavel
-1 0 1
Temperatura (°C) 25 30 35
pH 5.5 6.0 6.5
Concentragdo de Sacarose (%) 35 40 45
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Tabela 17: Anélise dos efeitos principais e interagdes das varidveis temperatura, pH e concentracido da
solucdo de sacarose na conversdo de sacarose em isomaltulose por células integras
imobilizadas de Erwinia sp. D12 em acetato de quitosana

Variavel Efeito Desvio t(3) p
Padrao

(1) Temperatura (L) * 13,3850 0,8767 15,2671 0,0006
(2) pH (L)* -5,1700 0,8767 -5,8969 0,0097
(3) Concentracao de Sacarose -0,4350 0,8767 -0,4962 0,6539
1x2% 2,8850 0,8767 3,2907 0,0461
1 x 3% -4,2800 0,8767 -4,8818 0,0164
2 x 3% 3,2350 0,8767 3,6899 0,0345

*parametros estatisticamente significativos a 95% de nivel de confianca (p<0.05).

Tabela 18: Andlise de variancia no estudo do efeito das varidveis temperatura, pH e concentracdo da
solucdo de sacarose na conversdo de sacarose em isomaltulose por células integras
imobilizadas de Erwinia sp. D12 em acetato de quitosana

Fonte de Soma Graus de Média
Teste F*
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 485,99 5 97,20 6,94
Residuo 84,03 6 14,01
Falta de Ajuste 79,42 3
Erro Puro 4,61 3
Total 570,02 11

Coeficiente de determinagio: R? = 0.85; *Fuodelo (regressdo/residuo); Fyos.5.6 = 4.39 (tabelado).

A Tabela 18 mostra a andlise de variancia (ANOVA) para a produgdo de isomaltulose.
O modelo obtido pode ser considerado preditivo e significativo a um nivel de confianca
de 95%, como evidenciado pelo teste F, em que 0 Feyperimentat (Finodelo=6,94) foi maior do
que 0 Fupelado, com valor correspondente de 4,39. A adequacdo do modelo foi verificada
pelo coeficiente de determinacdo (R*=0,85). O erro puro apresentou um baixo valor de

4,62, indicando boa reprodutibilidade dos valores obtidos. Estes resultados foram
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suficientes e satisfatorios para a obten¢do de um modelo que representa a relacdo real

entre as varidveis independentes e a producdo de isomaltulose.

Ap6s a ANOVA e validagdo das varidveis estudadas, o modelo de primeira ordem que
representa a producio de isomaltulose a partir de células imobilizadas em quitosana foi
utilizado para gerar as superficies de resposta e curvas de contorno. A equacao 3 prediz a
producdo de isomaltulose dentro da faixa estudada das varidveis temperatura, pH e

concentragéo de sacarose:

Isomaltulo se(%) = 57,36 + 6,69 Temperatur a — 2,59.pH + 1,44 Temperatur a.pH — 2,14 Temperatur a.Sacarose +1,62.pH .Sacarose (3)

As superficies de resposta e curvas de contorno estdo representadas nas Figuras 27a e
27b. Pode-se observar que haveria um incremento da producdo de isomaltulose em
temperaturas mais altas, sendo a temperatura 6tima de 35°C. Também se pode verificar
que haveria um aumento na conversdao de sacarose em isomaltulose em valores de pH

mais baixos, ao redor de 6,0 e em concentracdes de sacarose proxima de 35%.

Estes resultados foram similares aos obtidos por Krastanov e Yoshida (2003), que
utilizaram células imobilizadas de Serratia plymuthica ATCC15928, imobilizadas com
quitosana, e secas a temperatura ambiente por 24 h. As células imobilizadas apresentaram
pH 6timo de 6,2-6,3 na conversdo de sacarose em isomaltulose e temperatura 6tima de
44-45°C a partir de uma solugdo de sacarose 40%. Utilizando-se as células imobilizadas
em reator tipo batelada e 200mL de solucdo de sacarose 40% foram obtidos 79,84% de
isomaltulose, 2,89% de glicose, 5,67% de frutose, 6,95% de trealulose, 1,2% de
isomaltose, 2,57% de outros aguicares e 0,88% de sacarose ndo convertida, apds 4 horas

de reagao.
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No presente estudo de conversdo de sacarose utilizando células de Erwinia sp. D12
imobilizadas em quitosana em frascos agitados em processo de batelada, foi obtido cerca
de 64,5 % de isomaltulose, no entanto ndo foi possivel realizar os estudos em coluna de

leito empacotado devido a baixa resisténcia fisica dos granulos de quitosana, que se
rompiam na coluna.

g0 B 46,173
0 W 43,197
ot 7 I 50,222
% 50 [ 52,246
0 [ 54,27
?} 310 [ 56,294 (a)
2 0 B 55313
g 3 B 60342
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&/ o Bl :hove
i~ 25 30 35
Temperatura (°C)
Il 45,267
Sg I 50283
o T B 52308
% g0 ¢ B 5432
5 50 56349 <
2 40 158369 2 (b)
2 40 B 2
g 3 0 B 241 S
o 2 B 64431 R
= 10 - Bl 66451
& - X Il above
k5
%,

25 30

35

Temperatura (°C)

Figura 27: Superficie de resposta e curva de contorno para a conversdo de sacarose em isomaltulose a
partir de células integras imobilizadas de Erwinia sp. D12 em acetato de quitosana.

(a) como fungdo da temperatura e pH.

(b) como fung¢do da temperatura e concentraciao da soluc@o de sacarose.
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5.4. Estudo da conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres

5.4.1. Influéncia da variacdo do pH, da temperatura, da concentracdo de
solucdo de sacarose e da concentragcdao de massa celular na conversdo de

sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres de Erwinia sp. D12

A influéncia do pH, da temperatura, da concentracdo de solu¢do de sacarose e da
concentracdo de massa celular na conversdo de sacarose em isomaltulose foi avaliada
utilizando-se processo em batelada como descrito no item 4.5.2. As cinéticas de
conversdao de sacarose em isomaltulose por células livres estdo apresentadas nas Figuras
28a-f. As Figuras 28a, 28b e 28c mostram a conversdao de sacarose em isomaltulose a
30°C, 35°C e 38°C, respectivamente, em diferentes valores de pH do meio de reagdo. A
conversao maxima de 63,33% de isomaltulose a 38°C foi obtido em pH 5,0, apés 35 min
de reacdo. Na temperatura de 30°C, a maior conversao de 63,83% foi obtida em pH 6,5
ap6s 60 min de reacdo. No entanto, o maior rendimento de isomaltulose foi obtido a 35°C,
quando foram obtidos 64,16% e 64,94% apds 35 min e 45 min, respectivamente, em pH

6,5.

As Figuras 28d, 28e e 28f mostram o efeito da concentracdo de massa celular e
concentra¢ao do substrato na conversdo de sacarose em isomaltulose. O maior rendimento
foi verificado quando se utilizou massa celular 10% e solugdo de sacarose 35% (Figura
28d) e massa celular 15% e solugdo de sacarose 37% (Figura 28e), quando foram obtidos
respectivamente, 69,45% de isomaltulose apdés 15 min, e 69,53% apds 25 min. A
produtividade utilizando-se massa celular 10% e solucdo de sacarose 35% (0,0463 g
isomaltulose/g sacarose/min) foi maior do que quando se utilizou massa celular 15% e
solucdo de sacarose 37% (0,0278 g isomaltulose/g sacarose/min). Posteriormente,
realizou-se ensaio utilizando-se a metodologia de planejamento experimental e anélise de

superficie de resposta para confirmacgao dos resultados obtidos.
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Figura 28: Cinéticas de conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres de Erwinia sp. D12
variando-se o pH e a temperatura (a, b, c), e a concentracdo de massa celular e concentracao
de sacarose (d, e, f).

(a) 30°C x pH; (b) 35°C x pH; (c) 38°C x pH; onde (®)pH 5,0; (®)pH 5,5; (*)pH 6,0; (X)pH 6,5; (4)pH 7.0.

(d) massa celular 10% x sacarose; (e) massa celular 15% x sacarose; (f) massa celular 20% x sacarose;
onde (#®)sacarose 35%; (®)sacarose 37%; (% )sacarose 40%; (X )sacarose 42%:; (A )sacarose 45%.
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. . 4 4 . J .

O planejamento composto central rotacional 2* (PCCR-2") foi utilizado para avaliar o
efeito das varidveis temperatura, pH, concentragdo do substrato sacarose e concentracao
de massa celular imida na conversdao de sacarose em isomaltulose por células livres de

Erwinia sp. D12 no processo em batelada.

O planejamento apresenta-se na Tabela 19, e os niveis estudados, com os valores
decodificados das variaveis, encontram-se na Tabela 20. As analises estatisticas foram
realizadas através dos resultados dos testes de conversao de sacarose em isomaltulose
usando-se células livres de Erwinia sp. D12 nos tempos de 15, 25 e 35 minutos de reacao.
Os resultados referentes a 35 minutos de reacdo de conversdo ndo foram possiveis de
serem avaliados, pois ndo houve validacdo estatistica para os ensaios. Para cada um dos
tempos de reacdo foram realizados 27 ensaios, 16 referentes ao fatorial (+1 e -1), 8

referentes aos pontos axiais (o = 2) e 3 ensaios referentes ao pontos centrais (0).

A Tabela 19 mostra que apds 15 minutos de conversdo o maior rendimento de 66,77%
de isomaltulose ocorreu no ensaio 6 em que os parametros de reagdo foram temperatura a
40°C, pH 5,7, concentragao de massa celular 12,5% e concentra¢do de substrato sacarose
27,5%. O menor rendimento ocorreu no ensaio 11, ocorrendo uma conversao de 25,26%,
em que os parametros do ensaio correspondiam a temperatura de 25°C, pH 6,9,

concentracao de massa celular de 5% e concentragdo de substrato sacarose de 42,5%.

No ensaio 24, foi obtido 29,03% de conversao em isomaltulose apds 15 minutos de
reacdo, podendo ter ocorrido a inibi¢do da reagdo de conversdo pelo substrato sacarose
(50%) devido a alta concentracdo do mesmo, pois no ensaio 23, em que O Unico
parametro que diferiu do ensaio 24 foi a concentracdo de substrato sacarose (20%) o

rendimento foi de 47,62%.
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Tabela 19: Planejamento composto central rotacional-2" codificado para estudo do efeito das varidveis
temperatura, pH, concentracdo de substrato e concentracdo de massa celular na conversiao de

sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres em processo em batelada

Variavel Isomaltulose (%)
Ensaio
Temperatura pH Massa Celular Substrato 1Smin 25 min 35 min
1 -1 -1 -1 -1 57,22 55,14 48,77
2 1 -1 -1 -1 62,90 70,26 58,84
3 -1 1 -1 -1 40,91 57,14 49,89
4 1 1 -1 -1 63,08 57,22 50,54
5 -1 -1 1 -1 40,67 64,04 50,33
6 1 -1 1 -1 66,77 52,33 51,59
7 -1 1 1 -1 45,42 56,97 46,76
8 1 1 1 -1 60,45 57,88 58,76
9 -1 -1 -1 1 31,83 33,95 37,31
10 1 -1 -1 1 40,82 43,29 4473
11 -1 1 -1 1 25,56 32,40 43,11
12 1 1 -1 1 27,67 39,68 46,69
13 -1 -1 1 1 37,24 41,10 37,77
14 1 -1 1 1 37,55 50,87 37,76
15 -1 1 1 1 30,92 48,61 37,50
16 1 1 1 1 31,87 41,63 36,04
17 -2 0 0 0 42,65 44,96 42,19
18 2 0 0 0 53,42 63,44 49,85
19 0 -2 0 0 39,42 43,13 45,71
20 0 2 0 0 35,92 45,46 45,29
21 0 0 -2 0 30,74 41,67 46,49
22 0 0 2 0 49,00 45,80 50,51
23 0 0 0 -2 47,62 55,59 56,81
24 0 0 0 2 29,03 31,45 41,28
25 0 0 0 0 54,93 44,58 42,12
26 0 0 0 0 50,29 44,65 47,54
27 0 0 0 0 47,51 45,24 41,94
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Tabela 20: Valores decodificados utilizados no planejamento composto central rotacional-2" no estudo do
efeito das varidveis temperatura, pH, concentracio de substrato e concentracdo de massa

celular na conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres em processo em

batelada
Nivel -2 -1 0 +1 2
Temperatura (°C) 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0
pH 5,7 6,1 6,5 6,9 7,3
Massa Celular (%) 5,0 7.5 10,0 12,5 15,0
Substrato (%) 20,0 27,5 35,0 42,5 50,0

Os resultados da conversdao apds 25 minutos de reacdo mostram que a menor
conversdao ocorreu no ensaio 24, com rendimento de 31,45% de isomaltulose, em que os
parametros de reacdo do ensaio foram temperatura a 35°C, pH 6,5, concentracdo de massa
celular 10% e concentracdo de substrato sacarose 50%. O maior rendimento de 70,26% de
isomaltulose ocorreu no ensaio 2, a 40°C, pH 6,5, concentracao de massa celular de 7,5%

e concentracao de substrato sacarose de 27,5%.

A Tabela 21 apresenta os efeitos das varidveis independentes na conversao de sacarose
em isomaltulose, os valores de t e p, a 90% de nivel de confianca, ap6s 15 minutos de
conversdo. Pode-se observar que a varidvel temperatura linear apresentou efeito positivo e
significativo na faixa estudada (p<0,10). As varidveis pH (L e Q), concentracdo de massa
celular (Q), concentracdo de substrato sacarose (L e Q) apresentaram efeitos negativos, e
significativos nas faixas estudadas a 90% de nivel de confianca. Estes resultados indicam
que um aumento dos niveis destas varidveis poderia ocasionar um decréscimo no

rendimento de isomaltulose.
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Tabela 21: Resultados do efeito das varidveis temperatura, pH, concentracdo de substrato e concentracio
de massa celular na conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres em
processo em batelada de 15 minutos de reacéo

Efeito Erro Padrao t(2) p
Média* 50,9100 2,1643 23,5228 0,0018
(1) Temperatura (L)* 8,5733 1,5304 5,6021 0,0304
Temperatura (Q) -0,4942 1,6232 -0,3044 0,7896
(2) pH(L)* -4,6767 1,5304 -3,0559 0,0925
pH (Q)* -5,6767 1,6232 -3,4972 0,0729
(3) Massa Celular (L) 3,1183 1,5304 2,0376 0,1785
Massa Celular (Q)* -4,5767 1,6232 -2,8195 0,1061
(4) Substrato (L)* -17,5950 1,5304 -11,4971 0,0075
Substrato (Q)* -5,3492 1,6232 -3,2954 0,0810
1L x 2L -0,1025 1,8743 -0,0547 0,9614
1L x 3L 0,4300 1,8743 0,2294 0,8399
1L x 4L* -7,0775 1,8743 -3,7760 0,0635
2L x 3L 2,7475 1,8743 1,4659 0,2803
2L x 4L -1,7150 1,8743 -0,9150 0,4568
2Lx4L 2,8125 1,8743 1,5005 0,2723

*parametros estatisticamente significativos a 90% de nivel de confianca.

A interacdo dos parametros temperatura e concentracdo de massa celular também
apresentou um efeito negativo, na faixa estudada (p<0,10). Por outro lado, o parametro
temperatura apresentou um efeito significativo e positivo dentro da faixa estudada,
indicando que maiores temperaturas promoveriam aumento no rendimento de

1somaltulose.

A Tabela 22 apresenta a andlise de varidncia (ANOVA) utilizada para a validacdo estatistica e
verificagdo da adequacdo de um modelo capaz de predizer a varidvel resposta ou varidvel
dependente (rendimento de isomaltulose %) em func¢do dos parametros ou varidveis

independentes. O coeficiente de determinagdo (Rz) do modelo foi de 0,80 e o teste F (Fpodelo igual
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a 14,66 e 7,12 vezes maior do que 0 Fupelado= Fo90:7:19 = 2,06) mostram que o modelo foi

satisfatério a 90,0% de nivel de confianca.

Tabela 22: Andlise de varidncia no estudo do efeito das varidveis temperatura, pH, concentracio de
substrato e concentracdo de massa celular na conversio de sacarose em isomaltulose
utilizando-se células livres em processo em batelada de 15 minutos de reago

Fonte de Variacio ng(()ll::iiica Iﬁlr)‘gelll'l;:dee Qu?(fr('l;ztlica Teste F
Regressdo 3090,4593 07 441,4942 14,66
Residuos 572,3368 19 30,1230
Falta de Ajuste 544,2320 17
Erro Puro 28,1048 2
Total 3662,7961 26

Coeficiente de determinacio: R>= 0,90
Fo.00.7:10 = 2,06

O valor de R? de 0,80 indica que cerca de 80% da variagdo total para a resposta de
rendimento de isomaltulose € atribuida as varidveis independentes e 20% do total da
variacdo nao pode ser explicado pelo modelo. O baixo valor do erro puro de 28,10, obtido
pela triplicata utilizada nos pontos centrais (ensaios 25, 26 e 27) indica uma boa

reprodutibilidade do experimento.

O modelo obtido apds a validacdo estatistica, em que os coeficientes dos parametros
de estudos se apresentam na Tabela 23 estad representada pela Equacdo 3 e foi utilizado

para se obter as superficies de respostas e curvas de contorno (Figuras 29a-c):

Isomaltulose(%) = 50,91+ 4,29 Temperatura — 2,34.pH —2,84.pH ? —2.29.MassaCelular® —

3)
—8,80.Substrato — 2,67.Substrato® — 3,54.Temperatura.MassaCelular
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Tabela 23: Resultados do coeficiente de regressao, desvio padrio, t e p no estudo do efeito das varidveis
temperatura, pH, concentracdo de substrato e concentracdo de massa celular na conversiao de
sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres em processo em batelada de 15 minutos

de reagdo
Coeficiente de Regressio Desvio Padrao t(2) p
Média* 50,9100 2,1643 23,5228 0,0018
(1) Temperatura (L)* 4,2867 0,7652 5,6021 0,0304
Temperatura (Q) -0,2471 0,8116 -0,3044 0,7896
(2) pH* -2,3383 0,7652 -3,0559 0,0925
pH (Q)* -2,8383 0,8116 -3,4972 0,0729
(3) Massa Celular (L) 1,5592 0,7652 2,0376 0,1785
Massa Celular (Q)* -2,2883 0,8116 -2,8195 0,1061
(4) Substrato (L)* -8,7975 0,7652 -11,4971 0,0075
Substrato (Q)* -2,6746 0,8116 -3,2954 0,0810
1L x 2L -0,0512 0,9372 -0,0547 0,9614
1L x 3L 0,2150 0,9372 0,2294 0,8399
1L x 4L* -3,5388 0,9372 -3,7760 0,0635
2L x 3L 1,3738 0,9372 1,4659 0,2803
2L x 4L -0,8575 0,9372 -0,9150 0,4568
2Lx4L 1,4063 0,9372 1,5005 0,2723

*parametros estatisticamente significativos a 90% de nivel de confianca
(L) parametro linear; (Q) parametro quadratico.

As Figuras 29a-b mostram as superficies de resposta e curvas de contorno do efeito
das varidveis, temperatura, pH, concentracdo de substrato e concentracdao de massa celular
na conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres de Erwinia sp. D12

em processo em batelada apds 15 minutos de reagao.
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Figura 29: Superficies de resposta e curvas de contorno do efeito das varidveis temperatura, pH,
concentracdo de substrato e concentracdo de massa celular na conversdo de sacarose em
isomaltulose utilizando-se células livres em processo em batelada de 15 minutos de reacao.

(a) em fun¢do da temperatura e massa celular e do substrato.

(b) em funcdo do pH e massa celular.

(c) em func¢do do pH e da concentragdo de substrato.
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A Figura 29a e 29b mostram que a faixa de concentracdo de massa celular para um
maior rendimento estd entre 7,5% a 12,5%, e que a concentracao de conversdo maxima €
de 10%. A Figura 29c indica que pode ser utilizada uma concentragdo de solugdo de
sacarose numa faixa entre 20% e 35% para se obter bons resultados com rendimentos
acima de 50%. Com relacdo a varidvel pH, as Figuras 29b e 29¢ mostram que a melhor
faixa de pH para a conversao de sacarose em isomaltulose estd entre 5,5 e 7,0. A Figura
29a revela uma tendéncia de maiores taxas de conversdao de sacarose em isomaltulose em
temperaturas superiores a 30°C com rendimentos acima de 50% apds 15 minutos de

reacao.

A Tabela 24 apresenta os efeitos das varidveis independentes na conversdo de sacarose
em isomaltulose e valores de t e p, a 95% de nivel de confianca, apds 25 minutos de
reacdo. A varidvel independente temperatura (L e Q) e as interacdes dos parametros
temperatura e pH, temperatura e concentragdo de células livres, pH e concentracdo de
substrato sacarose, pH e concentracao de células livres apresentaram efeitos positivos e

significativos na faixa estudada.

As varidveis independentes pH (L e Q) e concentracdo de massa celular (L)
apresentaram efeitos negativos e significativos nas faixas estudadas a 95,0% de nivel de
confianca. A Tabela 26 apresenta a ANOVA. O coeficiente de determina¢do do modelo
foi de 0,86 ¢ o teste F (Frodelo 1gual a 7,34 € 2,90 vezes maior do que 0 Fyperago= Fo.95:12:14 =
2,53) mostram que o modelo foi satisfatorio a 95,0% de nivel de confianca. Foi obtido
também baixo valor do erro puro de 0,2629, obtido pela triplicata utilizada nos pontos

centrais (ensaios 25, 26 e 27) indicando uma boa reprodutibilidade do experimento.
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Tabela 24: Resultados do efeito das varidveis temperatura, pH, concentracdo de substrato e concentracio
de massa celular na conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres em
processo em batelada de 25 minutos de reacio

Efeito Erro Padrao t(2) p
Média* 44,8233 0,2093 214,1470 0,0000
(1) Temperatura (L)* 5,0642 0,1480 34,2161 0,0009
Temperatura (Q)* 5,9281 0,1570 37,7628 0,0007
(2) pH (L)* -1,2325 0,1480 -8,3274 0,0141
pH (Q)* 0,9756 0,1570 6,2148 0,0249
(3) Substrato (L)* 2,7175 0,1480 18,3608 0,0030
Substrato (Q)* 0,6956 0,1570 4,4312 0,0473
(4) Massa Celular (L)* -15,6442 0,1480 -105,7001 0,0001
Massa Celular (Q) 0,5881 0,1570 3,7464 0,0644
1L x 2L* -2,6538 0,1813 -14,6399 0,0046
1L x 3L* -4,9788 0,1813 -27,4661 0,0013
1L x 4L* 1,8763 0,1813 10,3507 0,0092
2L x 3L* 1,6188 0,1813 8,9301 0,0123
2L x 4L 0,7088 0,1813 3,9099 0,0596
3Lx4L* 5,1788 0,1813 28,5695 0,0012

*parametros estatisticamente significativos a 95% de nivel de confianca.

O modelo obtido apds a validacdo estatistica, em que os coeficientes dos parametros

de estudos se apresentam na Tabela 25, estd representada pela Equacdo 4 e foi utilizado

para gerar as superficies de respostas e curvas de contorno (Figuras 30a-c):

Isomaltulose(%) = 44,82 + 2,53 Temperatum + 2,96.Tempemtma2 -0,62.pH —0,49.pH 2 +1,36.MassaCelubir +
+0,35.MassaCelulir® —7,36.Subtrato— 1,32.Temperatui.pH — 2,48 Temperatun.MassaCelubr +

+0,94.Temperatu.Substrato++0,81.pH.MassaCelubir + 2,58 MassaCelulir.Substrato
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Tabela 25: Resultados do coeficiente de regressdo, desvio padrdo e limites de confianga no estudo do
efeito das varidveis temperatura, pH, concentracio de substrato e concentracdo de massa
celular na conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres em processo em
batelada de 25 minutos de reacdo

Coeficiente de Regressio Desvio Padrao t(2) p
Média* 44,8233 0,2093 214,1470 0,0000
(1) Temperatura (L)* 2,5321 0,0740 34,2161 0,0009
Temperatura (Q)* 2,9641 0,0785 37,7628 0,0007
(2) pH* -0,6163 0,0740 -8,3274 0,0141
pH (Q)* 0,4878 0,0785 6,2148 0,0249
(3) Substrato (L)* 1,3588 0,0740 18,3608 0,0030
Substrato (Q)* 0,3478 0,0785 4,4312 0,0473
(4) Massa Celular (L)* -7,8221 0,0740 -105,7001 0,0001
Massa Celular (Q) 0,2941 0,0785 3,7464 0,0644
1L x 2L* -1,3269 0,0906 -14,6399 0,0046
1L x* -2,4894 0,0906 -27,4661 0,0013
1L x 4L* 0,9381 0,0906 10,3507 0,0092
2L x* 0,8094 0,0906 8,9301 0,0123
2L x 4L 0,3544 0,0906 3,9099 0,0596
3Lx4L* 2,5894 0,0906 28,5695 0,0012

*parametros estatisticamente significativos a 95% de nivel de confianga.
(L) parametro linear; (Q) parametro quadratico.
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Tabela 26: Andlise de variancia no estudo do efeito das varidveis temperatura, pH, concentracdo de
substrato e concentracdo de massa celular na conversio de sacarose em isomaltulose
utilizando-se células livres em processo em batelada de 25 minutos de reago

Fonte de Variaio Quzsl(()ll:;iiica If;,gz:;z:lclee Qulfcflc'l;tlica Teste
Regressao 2137,1841 12 178,0987 7,34
Residuos 339,9130 14 24,2795

Falta de Ajuste 339,6501 12

Erro Puro 0,2629 2

Total 2477,0971 26

Coeficiente de determinacio: R>= 0,86
Foos.12,14 = 2,53

As Figuras 30a-c mostram as superficies de resposta e curvas de contorno do efeito
das varidveis, temperatura, pH, concentracdo de substrato e concentracdao de massa celular
na conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres de Erwinia sp. D12

em processo em batelada apds 25 minutos de reagao.

A Figura 30c mostra que hd uma tendéncia para um maior rendimento (acima de
65%) utilizando-se uma concentracdo de massa celular abaixo de 12,5%, dentro dos
limites estudados, de 5% a 15%. As Figuras 30a e 30b indicam que pode ser utilizada uma
concentracio de soluc¢do de sacarose numa concentragdo de 35% ou menor, para se obter
bons resultados no rendimento (acima de 50%). A Figura 30b mostra que dentro da faixa

estudada de pH, entre 5,5 e 7,5, os rendimentos seriam acima de 60% de isomaltulose.
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Figura 30: Superficies de resposta e curvas de contorno do efeito das varidveis temperatura, pH,
concentracdo de substrato e concentracdo de massa celular na conversdo de sacarose em
isomaltulose utilizando-se células livres em processo em batelada de 25 minutos de reacao.

(a) em fun¢do da temperatura e da concentragdo do substrato.

(b) em func¢ao do pH e da a concentracdo do substrato.

(c) em fungdo da concentragdo da massa celular e do substrato.
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O PCCR-2* foi utilizado para avaliar o efeito das varidveis temperatura, pH,
concentracdo do substrato e concentracdo de células na producdo de isomaltulose por
células livres no processo em batelada. No entanto, a andlise descrita abaixo se refere a
quantidade de sacarose remanescente, ou residual, ap6s cada periodo. O planejamento
apresenta-se na Tabela 27, e os niveis estudados, com os valores decodificados,
encontram-se na Tabela 28. As andlises foram realizadas através dos resultados dos testes
de conversdo de sacarose em isomaltulose usando células livres de Erwinia sp. D12 e
tempos de 15, 25 e 35 minutos de reagdo. Os resultados referentes a 25 e 35 minutos de
reacdo de conversdo nao foram possiveis de serem avaliados, pois ndo houve validagcdo

estatistica para os ensaios.

A Tabela 27 mostra que apds 15 minutos de reagdo a maior quantidade de sacarose
nao convertida de 47,22% ocorreu no ensaio 23 em que os parametros de reagdo foram
temperatura a 35°C, pH 6,5, concentracio de massa celular 5% e concentracdo de
substrato sacarose 27,5%. A conversdo total da sacarose, apds 15 minutos, ocorreu nos
ensaios 5 (temperatura a 30°C, pH 6,0, concentracio de massa celular 12,5% e
concentracio de substrato sacarose 27,5%), 7 (temperatura a 30°C, pH 7,0, concentracdo
de massa celular 12,5% e concentracdo de substrato sacarose 27,5%) e 18 (temperatura a
45,0 °C, pH 6,5, concentragdo de massa celular 10% e concentracdo de substrato sacarose
35%). Foi verificado ainda que, 25 minutos ap6os o inicio da reagdo de conversdo, em

muitos dos ensaios houve transformacao total da sacarose (ensaios de 2 a 8 e ensaio 18).

Praticamente em todos ensaios houve significativa diminuicdo da quantidade de
sacarose, exceto nos ensaios 21 e 24, nos quais restavam mais de 30% de sacarose na
solugdo de reagdo (Tabela 27). No ensaio 21 havia uma menor concentracdo de massa
celular e no ensaio 24, havia uma maior concentracdo do substrato sacarose, o que poderia
explicar uma taxa de conversao menor nos dois ensaios. Apds 35 minutos de reacdo, em
praticamente todos os ensaios ou a sacarose foi esgotada ou havia quantidades residuais
insignificantes, excetuando-se os ensaios 11, 21 e 24 com sacarose remanescente de

13,06, 18,22 e 24,96%, respectivamente.
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Tabela 27: Planejamento composto central 2* codificado para estudo do efeito das varidveis temperatura,
pH, concentragdo de substrato e concentracdo de massa celular na quantidade de sacarose residual durante
a obtencdo de isomaltulose utilizando-se células livres em processo em batelada

Ensaio Variavel Sacarose Residual (%)
Temperatura pH Células Livres Substrato 1Smin  25min 35 min
1 -1 -1 -1 -1 8,68 2,02 0,00
2 1 -1 -1 -1 6,78 0,00 0,00
3 -1 1 -1 -1 7,88 0,00 0,00
4 1 1 -1 -1 8,45 0,00 0,00
5 -1 -1 1 -1 0,00 0,00 0,00
6 1 -1 1 -1 4,16 0,00 0,00
7 -1 1 1 -1 0,00 0,00 0,00
8 1 1 1 -1 2,35 0,00 0,00
9 -1 -1 -1 1 26,17 12,64 4,86
10 1 -1 -1 1 18,75 5,28 1,86
11 -1 1 -1 1 32,17 19,69 13,06
12 1 1 -1 1 18,95 8,07 3,41
13 -1 -1 1 1 13,35 3,63 0,00
14 1 -1 1 1 10,31 2,67 0,00
15 -1 1 1 1 9,64 2,74 0,00
16 1 1 1 1 6,07 1,46 0,00
17 -2 0 0 0 5,55 1,56 0,00
18 2 0 0 0 0,00 0,00 0,00
19 0 -2 0 0 38,73 18,56 6,44
20 0 2 0 0 22,76 6,53 1,99
21 0 0 -2 0 46,34 31,10 18,22
22 0 0 2 0 18,16 3,34 0,00
23 0 0 0 -2 47,22 22,31 7,30
24 0 0 0 2 45,27 30,92 24,96
25 0 0 0 0 20,48 4,89 0,00
26 0 0 0 0 22,38 4,05 0,00
27 0 0 0 0 20,79 4,57 0,00
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Tabela 28: Valores decodificados utilizados no planejamento composto central no estudo do efeito das

varidveis temperatura, pH, concentracio de substrato e concentragdo de massa celular na
quantidade de sacarose residual durante a obtenc¢do de isomaltulose utilizando-se células
livres em processo em batelada

Nivel -2 -1 0 +1 2
Temperatura (°C) 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0
pH 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5
Células Livres (%) 5,0 7.5 10,0 12,5 15,0
Substrato (%) 20,0 27,5 35,0 42,5 50,0

A Figura 31 apresenta os efeitos das varidveis independentes na conversao de sacarose

em isomaltulose e limites de 90% de nivel de confianca. Pode-se observar que a varidvel

substrato (L e Q) apresentou efeito positivo e significativo na faixa estudada (p<0,10). As

varidveis temperatura (L e Q), pH (L), concentracdo de massa celular (L) apresentaram

efeitos negativos, e significativos nas faixas estudadas a 90% de nivel de confianca.

p=0,10
(1) Temperatura (L) B 7] -33.8401
{(3) Massza Celular (I T ] -27.697
{(4) Substrato (L) i 7 18,66561
Substrato (Q) 7 ] 1540283
1Lb x 4L ) -7,95376
3L x 4L ) -7,69369
(2) pH (L) ) -6,93477
Temperatura (Q) ] -6.6424
\Lxx3L 7777777 5363818
2L x3L -4,12771
PH Q) 12,1563
1L x2L 77 -1.3%082
Massa Celular (Q) 77 - 450761
2L x 4L 77777 - 19366

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Estimativa dos Efeitos

Figura 31: Resultados do efeito das varidveis temperatura, pH, concentracdo de substrato e

concentracdo de massa celular na quantidade de sacarose residual durante a
obtencdo de isomaltulose utilizando-se células livres em processo em batelada de
15 minutos de reacao.
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A Tabela 29 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) utilizada para a validagdo
estatistica e verificacdo da adequagcdao de um modelo que fornega a varidvel resposta ou
varidvel dependente (sacarose residual) em fungdo dos parametros ou varidveis

independentes.

Tabela 29: Andlise de varidncia no estudo do efeito das varidveis temperatura, pH, concentragdo de
substrato e concentracio de massa celular na quantidade de sacarose residual durante a
obtencdo de isomaltulose utilizando-se células livres em processo em batelada de 15 minutos

de reacdo
.~ Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Quadratica Liberdade Quadratica Teste
Regressao 3124,5321 10 312,4532 2,20
Residuos 2271,0025 16 141,9377
Falta de Ajuste 2268,9244 14
Erro Puro 2,0781 2
Total 5395,5345 26

Coeficiente de correlacdo: R = 0,80; Fyg0.10.16 = 2,03

O teste F (Fiogero 1gual a 2,20, maior do que 0 Fiperado=Fo0.90:10:16=2,03) mostra que o
modelo foi satisfatério a 90% de nivel de confianca. O baixo valor do erro puro de 1,04
obtido pela triplicata utilizada nos pontos centrais (ensaios 25, 26 e 27) indica uma boa
reprodutibilidade do experimento. O modelo obtido apds a validagdo estatistica, em que
os coeficientes dos parametros de estudos se apresentam na Tabela 30, foi utilizado para

se obter as superficies de respostas e curvas de contorno (Figura 30).

Sacarose(%) = 21,22 — 1,38 Temperatura — 7,47.Temperatura2 —1,44.pH —5,76 MassaCelular + 1,37 Temperatura.MassaCelular — (5)
—2,03Temperatura.Substrato —1,05.pH .MassaCelular —1,9619. pH .substrato

165



Tabela 30: Resultados do coeficiente de regressdo, desvio padrdo e limites de confianca no estudo do
efeito das varidveis temperatura, pH, concentracio de substrato e concentracdo de massa
celular na quantidade de sacarose residual durante a obtencdo de isomaltulose utilizando-se
células livres em processo em batelada de 15 minutos de reacao

Coeficiente de Regressio Desvio Padrao t(2) p
Média* 21,2167 0,5885 36,0515  0,0008
(1) Temperatura (L)* -1,3821 0,2081 -6,6424 0,0219
Temperatura (Q)* -7,4682 0,2207 -33,8401  0,0009
(2) pH* -1,4429 0,2081 -6,9348 0,0202
pH (Q) -0,4757 0,2207 -2,1556 0,1639
(3) Massa Celular (L) * -5,7629 0,2081 -27,6970  0,0013
Massa Celular (Q) -0,0995 0,2207 -0,4508 0,6963
(4) Substrato (L)* 3,8838 0,2081 18,6656  0,0029
Substrato (Q)* 3,3993 0,2207 15,4028  0,0042
1L x 2L -0,3544 0,2548 -1,3906 0,2989
1L x 3L* 1,3669 0,2548 5,3638 0,0330
1L x 4L* -2,0269 0,2548 -7,9538 0,0154
2L x 3L* -1,0519 0,2548 -4,1277 0,0540
2L x 4L -0,0506 0,2548 -0,1987 0,8609
2L x4 L* -1,9619 0,2548 -7,6987 0,0165

*parametros estatisticamente significativos a 90% de nivel de confianga.
(L) parametro linear; (Q) parametro quadratico.

As Figuras 32a-c mostram as superficies de resposta e curvas de contorno do efeito
das varidveis, temperatura, pH, concentracdo de substrato e concentracdao de massa celular
na quantidade de sacarose residual durante a obtengcdo de isomaltulose utilizando-se
células livres em processo em batelada apds 15 minutos de reacdo. A Figura 32c mostra
que dentro da faixa estudada a concentracdo de células livres para um maior rendimento

seria igual ou maior do que 10%.
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Figura 32: Superficies de resposta e curvas de contorno do efeito das varidveis temperatura, pH, concentragdo
de substrato e concentracdo de massa celular na quantidade de sacarose residual durante a obtencao
de isomaltulose utilizando-se células livres em processo em batelada de 15 minutos de reagao.

(a) em fungdo da temperatura e do substrato.
(b) em funcao do pH e do substrato.
(c) em fungdo da massa celular e do substrato.
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As Figuras 32a, 32b e 32c¢ indicam que pode ser utilizada uma concentracdo de
solucdo de sacarose numa faixa entre 20% e 40% para se obter bons resultados de
conversdo, sendo que a concentragdo Otima seria de 35%. Com relacdo a varidvel pH, a
Figura 32b mostra que, dentro da faixa estudada, os melhores valores de pH para a
conversao de sacarose em isomaltulose estariam acima de 6,5. A Figura 32a mostra uma
cela com duas faixas de Otimo, a primeira revela uma tendéncia de maior taxa de

conversao de sacarose por volta de 30°C e uma segunda, acima de 40°C.

5.4.2. Estudo da producdo de isomaltulose por células livres em processo em

batelada: otimizagdo da conversdo de sacarose em isomaltulose

A conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres, em processo em batelada,
foi testada utilizando-se trés ensaios em que foram obtidas maiores taxas de conversao de

1somaltulose como descrito no item 4.5.3.

A Figura 33 mostra a produg¢do de isomaltulose e de outros acucares, utilizando-se
massa celular 10%, concentra¢do de substrato sacarose 35% e incubagdo a 35°C, pH 6,5 e
200rpm (Ensaio A) em que as células de Erwinia sp. D12 foram utilizadas durante 10
bateladas. A maior conversido de sacarose em isomaltulose ocorreu na primeira batelada
em que foi obtido 73,23% de isomaltulose, ndo restando sacarose residual. Nos demais
ensaios a conversiao em isomaltulose variou entre 50-65%, exceto na sexta batelada, em
que foi obtido 45,15% de isomaltulose. A formacdo de outros agicares como glicose e
frutose foi minima, em torno 1% em todos os ensaios realizados. A presencga de sacarose
residual foi nula até a nona batelada, restando cerca de 1,29% na décima batelada. Foi
verificado que a conversiao de sacarose em isomaltulose foi alta, acima de 50%, e que as

células foram vidveis por 10 bateladas.
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Figura 33: Producdo de isomaltulose por células livres de Erwinia sp. D12, em processo em
batelada: otimizacdo da conversdo (Ensaio A- massa celular 10,0%, concentracdo de
substrato sacarose 35% ,temperatura 35°C, pH 6,5 e 200rpm).

A Figura 34 mostra a producdo de isomaltulose e outros agtcares utilizando-se massa
celular 12,5%, concentracdo de substrato sacarose 27,5%, 40°C, pH 6,0 e 200rpm (Ensaio
B) durante 10 bateladas. Foi observado que nas seis primeiras bateladas a conversao de
sacarose em isomaltulose atingiu valores entre 59-77%. A maior conversdo de 77,0% em
isomaltulose ocorreu na segunda batelada. Apesar da alta producdo de isomaltulose foi
verificado que a formacao desse agticar ocorreu somente até a sexta batelada. Na sétima
batelada a formacgdo de isomaltulose foi 5,45%, sendo que ndo houve formagdo de
isomaltulose na oitava e nona batelada. Na décima batelada a formacdo de isomaltulose
foi cerca de 1,92% sendo que a partir da sétima batelada mais de 85% de sacarose nao

havia sido transformada.
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Figura 34: Producio de isomaltulose por células livres de Erwinia sp. D12, em processo em batelada:
otimizagdo da conversdo (Ensaio B- massa celular 12,5%, concentracdo de substrato
sacarose 27,5%, 40°C, pH 6,0 e 200rpm).

A Figura 35 mostra a produgdo de isomaltulose utilizando-se massa celular 7,5%,
concentracdo de substrato sacarose 27,5%, 40°C, pH 7,0 e 200rpm (Ensaio C). Foi
verificado que a conversdo em isomaltulose foi mdxima na segunda batelada, quando foi
obtido 74,99% de isomaltulose. A partir da terceira batelada, em que foi obtido 72,84% de
isomaltulose, a conversdo foi diminuindo gradativamente até a sexta batelada quando foi
obtido 57,53% de isomaltulose; sendo que a partir desta batelada, houve uma queda
acentuada. Nas trés ultimas bateladas a quantidade de isomaltulose foi pequena, sendo

obtidas, 5,78%, 13,79% e 12,56%, respectivamente.
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Figura 35: Producdo de isomaltulose por células livres de Erwinia sp. D12, em processo em
batelada: otimizagdo da conversdo (Ensaio C- massa celular 7,5%, concentracdo de
substrato sacarose 27,5%, 40°C, pH 7,0 e 200rpm).

Na Figura 36 estd representada a producdo de isomaltulose utilizando-se células livres
de Erwinia sp. D12, em processo em batelada, nas condicdes dos ensaios A, B e C. Foi
observado que, com excecdo da primeira batelada, os ensaios B e C, apresentam uma
conversao em isomaltulose um pouco superior a do ensaio A até a sexta batelada. No
entanto, a partir da sétima batelada, foi observado que houve uma queda na producio de

isomaltulose nos ensaios B e C e uma maior estabilidade das células livres no ensaio A.
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Pode-se concluir que os parametros utilizados no ensaio A (massa celular 10%,
concentracdo de substrato sacarose 35% (p/v), temperatura a 35°C, pH 6,5, e 200rpm)
foram os mais adequados no que se refere a estabilidade das células e conversdao de
sacarose em isomaltulose. Uma explicacdo para a queda na producdo de isomaltulose
ocorrida nos ensaios B e C seria a temperatura de 40°C, mais alta que a do ensaio A, de
35°C. Apesar do aumento de temperatura favorecer a velocidade de transformacio e a
temperatura de 40°C se aproximar da temperatura 6tima, como demonstrado no item
4.4.1, a alta temperatura poderia ter inativado a enzima, que ndo é termoestavel,

provocando a queda na produgdo.

100

90 |
80 |
70 -
60 -
50 -
40 1

Isomaltulose (%)

30
20 A
10 A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Batelada

E Isomaltulose A O Isomaltulose B O Isomaltulose C

Figura 36: Produgdo de isomaltulose por células livres de Erwinia sp. D12, em processo em batelada
utilizando-se os pardmetros dos ensaios A, B e C.
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5.4.3. Estudo da producdo de isomaltulose por células livres em processo em

batelada: reativagdo celular

A reativacao das células de Erwinia sp. D12, apds reutilizacdo repetida para conversao
de sacarose em isomaltulose, foi verificada pela incubagdo das células em novo meio de

cultivo como descrito no item 4.5.4.

A Figura 37 mostra que nas quatro primeiras bateladas houve uma variagdo na
conversdo de sacarose em isomaltulose, oscilando entre 60-70% de conversdo; sendo
estabilizadas na quinta e sexta bateladas. Na quinta batelada a conversao foi de 70,8% de
isomaltulose, sendo que a partir da sexta batelada houve uma queda continua na
conversao, atingindo 61,8% na oitava batelada. Foi verificado que a tentativa de reativar
as células de Erwinia sp. D12 através da incubacio das células em novo meio de cultivo,

apos a oitava batelada, nao resultou em recuperacdo da atividade de glicosiltransferase.

Nas oito bateladas posteriores, foi observada queda na conversio em isomaltulose,
sendo que na primeira batelada apds a tentativa de reativacao das células foi obtida cerca
de 55,46% de isomaltulose e na ultima batelada foi obtido somente 34,78% de

isomaltulose, restando cerca de 41,77% de sacarose nao transformada.

179



180



80

70 h Tratamento das células da oitava
60 -
50 -

40

Conversao (%)

30

20

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Batelada

—*— Glicose (%) —<— Frutose (%) —&— Sacarose (%) —¢— Isomaltulose (%)

/ batelada com novo meio de cultivo

16

Figura 37: Estudo da reativacdo das células livres de Erwinia sp. D12 utilizadas no processo em

batelada na producio de isomaltulose.

5.4.4. Estudo da alteracdo da quantidade de massa celular e contagem de

células vidveis durante a produgdo de sacarose em isomaltulose utilizando

células livres de Erwinia sp. D12

A alteragdo da quantidade de massa celular e contagem de células vidveis durante a

conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres de Erwinia sp D12, em

processo de batelada, foi testada de acordo com o item 4.5.5.
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A Figura 38 mostra a produg¢do de sacarose em isomaltulose utilizando-se células
livres obtidas pela fermentacdo da linhagem Erwinia sp. D12 nos meios de cultivos
otimizados contendo peptona (simbolos com preenchimento) e contendo dgua de

macera¢do de milho (simbolos sem preenchimento).

Pode-se observar que as células cultivadas em meio contendo peptona apresentaram
taxas de conversdo de sacarose em isomaltulose pouco superiores daquelas obtidas pelas
células cultivadas em meio contendo dgua de maceracdo de milho. Foi obtido rendimento
de aproximadamente 79% de isomaltulose nas primeiras oito bateladas. Apds a oitava
batelada, as células pernoitaram com solu¢do de sacarose, sendo obtido 58,53% de
isomaltulose e o pH da solugdo caiu para 4,5. Entre a décima e a décima sétima bateladas
a conversao variou entre 73-79%. Apds a décima oitava batelada, as células pernoitaram

com solucdo de sacarose, sendo obtido 23,16% de isomaltulose.

A partir da vigésima batelada houve grande inativagdo da glicosiltransferase e a
conversao permaneceu ao redor de 15% até a vigésima quarta batelada. Foi observada
pequena alteracdo do pH durante a conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se
células livres de Erwinia sp D12 nas oito primeiras bateladas, sendo que o pH
permaneceu por volta de 6,0. Na nona batelada em que a mistura de massa celular e
solucdo 35% de sacarose pernoitou a 35°C, o pH diminuiu para 4,5. Entre a décima e
décima sexta bateladas, houve pequena queda de pH entre 5,2-5,8. Na décima sétima
batelada em que a mistura de massa celular e solucdo 35% de sacarose pernoitou a 35°C,
o pH diminuiu para 4,0. A partir da décima oitava batelada o pH permaneceu em torno de

5,0.
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Figura 38: Alteracdo da quantidade de massa celular e células vidveis durante a producio de
isomaltulose utilizando células livres de Erwinia sp. D12 em processo em batelada.

¢ Isomaltulose-P: conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres cultivadas em meio contendo
peptona.

{lIsomaltulose-M: conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres cultivadas em meio contendo dgua
de maceragdo de milho.

A CV-P: células vidveis na mistura de reacdo contendo células livres cultivadas em meio contendo peptona e
xarope de sacarose.

A CV-M: células vidveis na mistura de reacdo contendo células livres cultivadas em meio cultivadas em meio
contendo dgua de maceragdo de milho e xarope de sacarose.

B MC-P: quantidade g de massa celular umida cultivada em meio contendo peptona.

[J MC-M: quantidade g de massa celular imida cultivada em contendo meio contendo dgua de maceragdo de
milho.

@ pH da mistura de reagdo contendo células livres cultivadas em meio contendo peptona e xarope de sacarose.

O pH da mistura de reagao contendo células livres cultivadas em meio contendo dgua de macerac¢do de milho e
xarope de sacarose.
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A massa celular imida inicial (4,38 g) obtida pela fermentacdao da linhagem Erwinia
sp. D12 em meio contendo peptona foi menor que a obtida em meio contendo dgua de
maceracao de milho (7,32 g). Durante a conversdao de sacarose em isomaltulose usando
células livres houve uma perda gradual e lenta da massa celular imida ao longo das
bateladas, sendo obtido 2,94 g de massa celular umida apds a vigésima quarta batelada.
Pode-se observar também que, houve um aumento das células vidveis de 23,5)(105
UFC/mL em relacdo a primeira batelada para 30,8x10° UFC/mL na sétima batelada.
Posteriormente, houve queda acentuada das células vidveis obtendo-se 1,15);105 UFC/mL

apOs a vigésima terceira batelada.

As células cultivadas em meio contendo dgua de maceracao de milho apresentaram
taxas de conversdo de sacarose em isomaltulose pouco menores daquelas obtidas pelas
células cultivadas em meio contendo peptona. No entanto, as células cultivadas em meio
contendo dgua de maceragdo de milho mostraram-se mais estdveis, sendo obtidas altas
taxas de conversdo até a vigésima quarta batelada. Foi obtido rendimento de
aproximadamente 60-74% nas primeiras 8 bateladas. Apds a oitava batelada, as células
pernoitaram com solu¢do de sacarose, sendo obtido 64,88% de isomaltulose e o pH da
solucdo caiu para 5,2. Entre a décima e a décima sétima bateladas a conversdo variou
entre 56-70%. ApoOs a décima oitava batelada, as células pernoitaram com solugdo de
sacarose, sendo obtido 57,14% de isomaltulose. A conversao variou entre 48-63% da

vigésima primeira a vigésima quarta batelada.

Durante a conversdo da sacarose em isomaltulose usando células livres houve pouca
alteracdo do pH nas oito primeiras bateladas, permanecendo por volta de 6,2. Na nona
batelada em que a mistura de solu¢do de sacarose e massa celular pernoitou a 35°C, o pH
diminuiu para 5,2. Entre a décima e décima sexta bateladas, o pH variou entre 5,8-5.9.
Na décima sétima batelada em que a mistura de solucdo de sacarose e massa celular
pernoitou a 35°C o pH diminuiu para 4,4. A partir da décima oitava batelada o pH

permaneceu em torno de 5,2.
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A massa celular idmida inicial do meio contendo dgua de maceragcdao de milho foi de
7,32 g. Houve uma perda gradual e lenta da massa celular imida ao longo das bateladas,
sendo obtido 3,73 g de massa celular imida apds a vigésima batelada. Pode-se observar
também que, houve um aumento das células vidveis de 20,6x10° UFC/mL na primeira
batelada para 25,4x10° UFC/mL na terceira batelada. Posteriormente, houve queda

acentuada das células vidveis obtendo-se 2,03x10° UFC/mL apos a vigésima batelada.

5.4.5. Estudo da vida util das células livres de Erwinia sp. D12 na producdo de

isomaltulose em processo em batelada

A vida util das células livres de Erwinia sp. D12 durante a produgdo isomaltulose foi

testada em condi¢des otimizadas como descrito no item 4.5.6.

A Figura 39 mostra os valores de conversao de sacarose em 1somaltulose apds 15 e 25
minutos de reagdo e a sacarose residual em cada batelada. Foi observado que os maiores
valores de conversdao ocorreram apds 15 minutos de reagcdo, na primeira € na segunda
batelada, obtendo-se 76,97% e 76,29% de isomaltulose, respectivamente. A partir da
terceira batelada a incubagdo por 25 minutos permitiu a conversao de cerca de 70% de

sacarose em isomaltulose.

A formacdo de isomaltulose permaneceu em torno de 70% até a décima sexta
batelada, sofrendo uma queda brusca a partir da décima sétima batelada, quando se obteve
conversdes baixas de cerca de 2-3%. Foi verificado que toda a sacarose foi transformada
nas oito primeiras bateladas, sendo que apds a nona batelada a presenca de sacarose
aumentou gradativamente, até que na décima sétima batelada havia grande quantidade de

sacarose residual devido a inativagdo da glicosiltransferase das células livres.
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Figura 39: Estudo da vida util das células livres de Erwinia sp. D12 na producdo de isomaltulose em
processo em batelada.

A Figura 40 mostra a conversdao de sacarose em isomaltulose e outros agucares

utilizando-se células livres de Erwinia sp D12, durante 20 bateladas consecutivas com

tempo de incubacao de 15 minutos.

Foram obtidos altos valores de conversdo em isomaltulose em torno de 70% em todos
os 20 ensaios realizados. Houve pouca formacdo de glicose e frutose com taxas inferiores
a 3% e, excetuando-se o ensaio 1, ndo houve sacarose residual durante o processo. Pode-
se observar que a queda de pH foi pequena durante o processo e que houve perda de

massa celular durante o processo de centrifugacao.
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Figura 40: Estudo da vida ttil das células livres de Erwinia sp. D12 na conversio de sacarose em
isomaltulose em processo em batelada consecutiva sem pernoite.

As células mostraram grande estabilidade, reprodutibilidade e grande velocidade de
transformacao da sacarose em isomaltulose. A alta taxa de conversdo de sacarose em
isomaltulose foi mantida durante vinte bateladas. Nao hd descricao na literatura sobre o
processo de conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres em processo em

batelada com reutilizacao da massa celular.
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Krastanov e Yoshida (2003) descreveram uma cinética de conversdo na qual 1 g de
células dmidas de Serratia plymuthica ATCC15928 foram inoculadas em frascos
Erlenmeyers de 50 mL, sob agitacdo, contendo 10 mL de solu¢do de sacarose 40% em
tampao fosfato de sédio 50 mM pH 6,0 a 37°C. Praticamente toda a sacarose (99,82%) foi
convertida em outros acgucares: 2,90% de glicose, 5,84% de frutose, 7,04% de trealulose,
1,30% de isomaltose, 79,95% de isomaltulose e 2,79% de outros agucares. No entanto,

foram necessérias 2 horas de incubacao para a conversdo completa da sacarose.

5.5.Producao de isomaltulose a partir de sacarose por células livres de Erwinia

sp. D12 em escala piloto

A producdo de isomaltulose a partir de sacarose utilizando-se células livres de Erwinia
sp D12 em escala piloto, foi realizada como descrito no item 4.6. Foram feitas duas
fermentacdes para a obtencdo da massa celular e dois ensaios de producdo de
isomaltulose a partir de sacarose.

Na primeira fermentagdo foram obtidas cerca de 985 g de massa celular a partir de 60
litros de meio de cultivo otimizado contendo dgua de maceracdo de milho. A Tabela 31
mostra os valores de conversao de sacarose em isomaltulose e em outros agucares. Pode-
se observar que, nas cinco bateladas obtidas, houve alto rendimento de isomaltulose entre
58-70%. Para a recuperacdo da massa celular, a mistura de solu¢do de agticares e a massa
celular foi centrifugada de 3-4 vezes, dependendo da aparéncia do material centrifugado.
Houve perda de massa celular durante o processo devido a baixa eficiéncia da centrifuga
continua CEPA- LE, sendo que na quinta batelada a quantidade de massa celular foi de
340 g. Foram obtidas, apds 5 bateladas, um total de 48,44 litros de xarope com alto teor

de isomaltulose.

Foi realizada uma segunda fermentacdo em que foram obtidas 1.600 g de massa

celular a partir de 60 litros de meio de cultivo contendo dgua de maceracdao de milho. A
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massa celular foi utilizada trés vezes para a conversdo de solu¢do 35% de sacarose em
isomaltulose, sendo obtidos 11 L, 30,25 L e 24,5 L de xarope com cerca de 58-61% de
isomaltulose. Assim como na primeira fermentagdo, houve perda de massa celular durante

as bateladas, sendo obtido 728 g apds a centrifugacdo da terceira batelada.

O xarope de isomaltulose final (114,19 litros) apresentou 63,40% de isomaltulose,
0,65% de sacarose, 0,65% de glicose, 0,97% de frutose e 34,33% de outro agucar
(provavelmente trealulose). No final do processo de clarificacdo por ultrafiltracdo foram
obtidos cerca de 100 litros de xarope de isomaltulose clarificado, sendo que parte da
perda foi referente ao xarope retido ou volume morto, que € a quantidade minima que

ficou retida no sistema de ultrafiltragdo.
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Tabela 30: Conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres de Erwinia sp. D12 em escala piloto em processo em batelada

Fermentacao Batelada Volume Actcares (%)

n’ n’ (L) Isomaltulose Sacarose Glicose Frutose Outro

1 1 8,0 63,68 0,46 0,58 1,23 34,05

1 2 16,0 66,59 0,39 1,00 1,15 30,87

1 3 13,5 67,99 0,11 1,10 1,07 29,73

1 4 8,5 70,34 0,00 0,63 0,88 28,14

1 5 2,44 57,89 0,33 11,40 7,90 22,48

2 1 11,0 63,10 0,00 0,00 0,81 36,09

2 2 30,25 57,76 2,87 0,94 1,10 37,33

2 3 24.5 61,07 0,00 0,66 1,00 37,27
Total 114,19 63,40 0,65 0,65 0,97 34,33
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5.6. Cristalizacao do Xarope

As etapas de clarificacdo, purificacdo do xarope e cristalizacdo da isomaltulose foram
realizadas como descrito no item 4.7. Os cristais de acicar foram analisados e
apresentaram 96,5% de isomaltulose (Figura 41). Este rendimento de isomaltulose foi
obtido através de apenas um processo de cristalizacdo, podendo ser obtido um produto
mais puro se o mesmo fosse recristalizado. Cheetham (1987) obteve cristais contendo

99% de isomaltulose apds dois processos de cristalizagao.

Figura 41: Cristais de isomaltulose obtidos apds etapas de clarifica¢do e purificacdo do xarope
obtido a partir de sacarose e células livres de Erwinia sp. D12 em processo em
batelada.
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6. CONCLUSOES

No estudo da otimizacdo do meio de cultivo utilizando-se subproduto e residuo
agroindustrial para a producdo de glicosiltransferase de Erwinia sp. D12, o meio
composto de melaco de cana-de-agucar (150 g/L), 4gua de maceracdo de milho (20 g/L),
extrato de levedura comercial Prodex Lac SD® (15 g/L) e pH ajustado a 7,5 apresentou,
em frascos sob agitacdo a 200 rpm, maxima atividade de 12,4 UA de
glicosiltransferase/mL. de meio de cultivo, apds 8 horas de fermentagdo a 30°C. Em
fermentador de 6,6 litros a 200 rpm e aeragdo de 1 vvm, a maxima atividade obtida foi de
22,5 UA de glicosiltransferase/mL de meio de cultivo, apés 8 horas de fermentacdo a

27°C, na fase exponencial de crecimento.

O melaco de cana-de-agucar, a 4gua de maceragdo de milho e o extrato de levedura
Prodex Lac SD constituiram boas fontes de carbono e nitrogénio estimulando o
incremento na atividade de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp. D12., além de
diminuirem os custos de fermentacdo do microeganismo e, posteriormente, do processo

de produgdo de isomaltulose.

No estudo do efeito e otimizacdo dos aditivos polietilenoimina e glutaraldeido na
imobilizacdo de células integras de Erwinia sp. D12 com alginato de cdlcio, realizado
através da metodologia de planejamento experimental e analise de superficie de resposta,
foi verificado que o tratamento dos granulos de células integras imobilizadas com
polietilenoimina ndo foi necessario; no entanto, o tratamento com 0,06% de glutaraldeido
promoveu uma maior taxa de conversdo, sendo obtido cerca de 72,3% de isomaltulose,

ap0s 12 horas de incubacdo dos granulos em frascos sob agitagdo.

O tratamento das células integras de Erwinia sp. D12 imobilizadas em alginato de
célcio com solucao 0,06% de glutaraldeido aumentou significativamente a estabilidade

das colunas de leito empacotado, e mantiveram a conversao entre 55-65% por 256 horas
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Nao houve diferencas significativas entre a taxa de conversdao e estabilidade das
colunas contendo células imobilizadas e tratadas com solu¢do 0,06% de glutaraldeido,
obtidas através de meio de cultivo contendo peptona (meio de maior custo) e meio
contendo dgua de maceracdo de milho (meio de menor custo). Aconversdao maxima de
sacarose em isomaltulose foi de 59,7%, mantendo a producgdo estavel, entre 50-60% por

10 dias.

Entre os diferentes tratamentos para preparacdo de células, células lisadas e extrato
enzimdtico imobilizados em alginato de cdlcio, os métodos que se mostraram mais
eficientes, para a conversao de sacarose em isomaltulose, em processo em batelada, foram
o extrato enzimdtico bruto imobilizado (EEI) que apresentou a maior estabilidade durante
as cinco bateladas, em que foram obtidas taxas de conversdo entre 59,7%-63,3%; e as
células sonicadas imobilizadas (CSI), que apresentou taxa de conversdao entre 47,6%-

62,6%.

Em processo continuo em colunas de leito empacotado, a coluna contendo CSI
apresentou maior estabilidade e consequentemente maior produtividade em relagdo a
coluna contendo EEI pois manteve a conversao por sete dias entre 53-59%, com queda
lenta e gradual da conversdo de sacarose em isomaltulose ndo ocorrendo mais a formacado
do produto apdés 21 dias. A coluna contendo EEI apresentou uma taxa de conversdao

(59,6%, 62,9% e 62,2%) apenas nos trés primeiros dias.

As condi¢Oes que favoreceram a conversao de sacarose em isomaltulose por células
integras de Erwinia sp. D12 imobilizadas em acetato de quitosana foram temperatura ao
redor de 35°C, pH 6,0 e concentracdo de sacarose de 35%, obtendo-se 64,5% de
isomaltulose. No entanto ndo foi possivel realizar os estudos em coluna de leito

empacotado devido a baixa resisténcia mecanica dos granulos de quitosana.
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A metodologia de conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres
de Erwinia sp. D12 mostrou um grande potencial, sendo obtida taxa de conversdao

superior a do método de imobilizagcdo de células com alginato de célcio.

No estudo da influéncia do pH, da temperatura, da concentracao do substrato sacarose
e da concentracao de massa celular na conversdo de sacarose em isomaltulose, utilizando-
se células livres, foi verificado que a conversdo de sacarose em isomaltulose foi
favorecida utilizando-se temperatura acima de 35°C, pH 6,0-7,0, 10% de massa celular e

solucdo de sacarose entre 20-35%, obtendo-se taxas de conversdao acima de 50%.

No estudo da vida qtil das células livres de Erwinia sp. D12, em escala de bancada,
foram obtidas altas taxas de conversdao de sacarose em isomaltulose, em torno de 70%,
por 20 bateladas consecutivas. Os ensaios realizados em escala piloto demonstraram a
viabilidade da conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres, em que foram
obtidos cerca de 114 Litros de xarope com alto teor de isomaltulose (63,4%). Os cristais
de isomaltulose, apds clarificagdo e purificacdo do xarope convertido, apresentaram

pureza de 96,5%.

7. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando-se os resultados obtidos neste trabalho sugere-se: 1) Estudar outros
suportes e técnicas de imobilizacdo de células de Erwinia sp. D12 para aumentar a
estabilidade da conversdo de sacarose em isomaltulose; 2) Aprofundar os estudos da
conversdao de sacarose em isomaltulose por células livres de Erwinia sp. D12, e 3)

Otimizar o processo de purificacdo do xarope contendo isomaltulose e sua cristalizagao.
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ABSTRACT

Glucosyltransferase produced by strain Erwinia sp. is an intracellular enzyme that catalyzes the formation of
isomaltulose from sucrose. [somaltulose is a non-cariogenic reducing dissacharide commercially used in
foods. Response surface methodology and 2°-factorial central composite design were employed to optimize
a fermentation medium for the production of glucosyltransferase by Erwinia sp. in shaken flasks at 200 rpm
and 30°C. The three variables involved in this study were sugar cane molasses (SCM), corn steep liquor (CSL)
and yeast extract Prodex Lac SD (YEP). The statistical analysis of the results showed that, in the range
studied, all the factors had a significant effect on glucosyltransferase production and the optimum medium
composition for enzyme production was (in g I'') SCM-100, CSL-60 and YEP-8, which lead to a

glucosyltransferase activity of 6.65 U mL"!,

Key words: glucosyltransferase, isomaltulose, optimization, response surface

INTRODUCTION

Isomaltulose [O-0t-D-glucopiranosyl-( 1 —6)-3-D-frutofuranose]
is a reducing disaccharide commercially obtained by the
enzymatic conversion from sucrose catalyzed by a microbial
glucosyltransferase as shown in Fig. 1. Several microorganisms
including Protaminobacter rubrum (2), Erwinia rhapontici (1),
Klebsiella planticola (4), can convert sucrose into isomaltulose.
The interest on isomaltulose is due to the non-cariogenic
property, low hydrolysis speed and formation of
monossacharides in the organism. Moreovet, another important
characteristic of this disaccharide is the possibility of converting
this sugar to a sugar-alcohol mixture with low caloric value and
non-cariogenic property known as Isomalt® or Palatinit®,
Isomaltulose is naturally present in small quantities in honey
and sugar cane extract (4,14,17). The low cariogenicity and the
inhibitory action of insoluble polyglucan synthesis from
isomaltulose were demonstrated in experimental studies with

rats (12,13) and in human studies (18). Isomaltulose presents
about 50% the sweetness of sucrose (2,4,14,17) and similar
physical and organoleptics properties (1,4,16). When used as
sucrose substitute in candies and chocolates differences in the
sweetness have not been noticed (16). In the organism,
isomaltulose is hidrolysed by isomaltase and absorbed as
glucose and frutose (17). However, the hydrolysis velocity and
the absorption are lower when isomaltulose is used instead of
sucrose. Isomaltulose has been recommended as potential
parenteral nutrient for diabetics and non-diabetics (5,6,16). In
experimental studies with rats, isomaltulese did not show
teratogenic and mutagenic effects or any type of toxicity, being
safety for the use in foods (7,16). The application of experimental
design and response surface methodology in fermentations
process can result in improved product yields, reduced process
variability and development time and over all costs (12). In this
work, the effect of both nitrogen source (comn steep liquor and
veast extract) and carbon source concentrations (sugar cane

*Corresponding Author. Mailing address: Laboratéric de Bioguimica de Alimentos, Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia
de Alimentos, UNICAMP, Av. Monteiro Lobato 80, C.P.6121. 13083-862, Campinas, SP, Brasil. Tel.: (+5519) 3788-2175. Fax.: (+5519} 3788-

2153, E-mail address: kawagutif@fea unicamp.br
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Figure 1. Conversion of sucrose into isomaltulose by glucosyltransferase.

molasses) on glucosyliransferase production by Erwinia sp.
was studied at 30°C and the optimal conditions for enzyme
production were determined.

MATERIALS AND METHODS

Microorganism and culture maintenance

The strain Erwinia sp. D12 producer of glucosyltransferase
is able to convert sucrose into isomaltulose and it has been
isolated in the Laboratory of Food Biochemistry, of the College
Food Engineering/lUNICAMP. The strain Erwinia sp. D12 was
maintained on agar slants composed of 6 % (w/v) sucrose, 4%
{w/v) peptone, 0.4% (w/v) beef extract and 2% (w/v) agar and it
was stored at 5°C.

Culture medium optimization using Experimental Design and
Response Surface Methodology

The in vitro study for culture medium optimization (in
shaken flasks) was carried out using experimental design and
response surface methodology (RSM). Three 2°-factorial central
composite design (2’-FCCD) was used with a combination of
the concentration levels of the independent variables. All data
were treated with the aid of STATISTICA® 5.0 from Statsoft
Inc. (2325 East 13 th Street, Tulsa, OK, 74104, USA). The FCCD
for k factors, codified as x,,..., xi, was composed of three parts:
factorial (or cubical), containing a total of ns. points of
coordinates x; = -1 or x; = +1, for all i = 1,..., k; axial (or in
star), formed by ne = 2k points with all the null coordinates
except one, wich is equal to a certain value e (ou -&), where
& = Hpo'; and a total of N assays carried out at the central
point, where x; =...x; = 0. Central points provide additional
degrees of freedom for error estimation, which increases power
when testing the significance of effects and the & value is the
distance of the axial points. The dependent variables X; were
codified according to the following equation:
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= (X;-Xo) /A, 1=1,2,3,..,k (L

where X;; corresponds to the value of the central point; x; is the
non-dimensional value of the independent variable; X;
corresponds to the real value of the independent variable; X5 is
the real value of the independent variable at the central point;
and Ax; is the variation of the real value of the variable i,
corresponding to the variation of a unit for the non-dimensional
value of the variable ;. The complete quadratic model for the &
factors is given by the following equation:

Y=B b B A BRI DY Bk, 4 @

i2f

where the values for f are estimated from the polynomial
cocfficients and the X; values represent the codified values.
The three 2°-FCCD included 8 factorial points, with six axial
points (o) and three replicates at the central point resulting in a
total of 17 assays per experiment. The three FCCD are shown in
Tables 1, 2 and 3 and they were used to study the effect of the
following components: sugar cane molasses (Companhia
Energética Santa Elise), com steep liquor (Corn Products Brasil)
and yeast extract Prodex Lac SD® (Prodesa produtos especiais
para alimentos $.A.) in the production of glucosyltransferase
by strain Erwinia sp. D12 so that both the maximum enzymatic
activity and reduced costs for the fermentation process could
be aimed.

Inoculum and fermentation conditions

The strait was grown in 250 mL Erlenmeyer flasks containing
50ml of a seed culture medium according to 2°-FCCD (Tables 1,
2 and 3), for 15 h at 30°C in a rotary shaker (New Brunswick
Scientific, Edison, N.I., U.S.A). An aliquot of 5 mL of the seed
culture was transferred to 250 mL Erlenmeyer flasks containing
45 mL of the former medium and incubated at 30°C for § h,
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Table 1. Coded levels and real values (in parentheses) for the
first factorial design (17 trials) and glucosyltransferase activity
(UmL).

Production of glucosyltransferase by Erwinia sp.

Table 3. Coded levels and real values (in parentheses) for the
third factorial design (17 trials) and glucosyltransferase activity
{(Uml").

Enzyme Enzyme

Assay Variable (g L) activity Assay Variable (g L") activity

(UmL") (UmL")

SCM CSL YEP SCM CSL YEP

1 A1(7024)  -l(4214)  -1(723) 350 1 A1(7024)  -1(3619)  -1(443) 426
2 +1(12976)  -1(4214)  -1(723) 446 2 H1(12976)  -1(36.19)  -1{443) 542
3 SL(7024)  +1(7786)  1(723) 367 3 (7024 838D -1(443) 412
4 H1(12976)  +L(7T8E)  -1(723) 538 4 +1(12976)  +1(8381)  -1(443) 535
5 -1(7024) A (4214)  +HL(16TH 349 s AL(T024) (619 HALSH 4R
6 +L(12976)  -1(42.14)  +1(1677) 532 6 +L(12076) -1(3619)  +1(1157) 580
i A1(7024)  +1(7786)  +1(1677) 378 7 S1(70.24)  +1(8381)  +L(1LST) 563
8 41(12976)  +1(77.86)  +1(1677) 053 8 +1(12976) +1(8381)  +1(1157) 720
9 -1.68(50) 0(60) 0(12) 327 9 168 (50) 0(60) 0(8) - 485
0 +L68(150)  0(60) 0(12) 143 10 +168(150)  0(60) 0(8) 642
1 0(100) 168 (30} 0(12) 492 11 0(100) -168(20) 0(8) 577
12 0(100)  +1.68(90) 0(12) 3.19 2 0(100)0  +1.68(1000)  0(8) 627
13 0(100) 0(60) -168(8) T3 3 0(100) 0(60) -168(2) 633
14 0(100) 0(60) H68(20) 573 14 0(100) 0(60) +168(14) 604
15 0(100) 0{60) 0(12) 497 15 0(100) 0(60) 08 630
16 0(100) 0(60) 0(12) 510 16 0(100) 0(60) 0(8) 669
17 0(100) 0(60) 0(12) 540 17 0(100) 0(60) 0(8) 6.95

Table 2. Coded levels and real values (in parentheses) for the
second factorial design (17 trials) and glucosyliransferase
activity (UmL").

Enzyme

Assay Variable(g L") activity

(UmL")

SCM CSL YEP

1L L7 (7204 -l@02) 294
2 +1(3226)  -1(72.14) -1(2.02) 525
3 A(O7.74)  +HI(0786)  -1(202) 294
4 413226 +1(0786)  -1(202) 331
SO -1(7214)  +1(798) 338
6 +1(3226)  -1(7214)  +1(798) 637
79774 +1(10786)  +1(798 421
§ (3226 +1(10786) +I(798) 445
¢ LL68(10)  0(0) 0(5) 264
10 +L68(120)  0(90) 0(5) 480
1 065)  -168(60) 0G) 47
12 065  +168(1200  0(5) 390
13 0(65) 0(90)  -168(0) 493
14 0(65) 0000)  +168(10) 419
15 0(65) 0(%0) 0(5) 433
16 0(65) 0(50) 0(5) 421

shaken at 200 rpm. The culture broth was centrifuged at 10,070
x g for 15 min at 5°C, and the precipitated cell mass was used for
the determination of glucosyltransferase activity. For the
extraction of intracellular enzyme, the cell mass was washed
twice with distilled water and then suspended in 50 mL citrate-
phosphate buffer 0.05 M, pH 6.0. The cell suspension was
cooled to 5°C and disrupted by ultrasonic vibration Labline
Ultra-Tip (Labline Instruments, Inc., Illinois, USA). After cell
wall distuption, the samples were centrifuged at 12,300 x g for
15 min at 5°C. The enzyme activity of the supemnatant was
determined.

Glucosyltransferase activity

The glucosyliransferase activity was performed by the
inerease of the reducing power from a solution containing
sucrose, described by Park (11) with modifications. A mixture of
450 pL of a 4.0% (w/v) sucrose solution in 0.05 M citrate-
phosphate buffer, pH 6.0 and 50 pL of enzyme solution was
incubated for 20 min. at 35°C. Reducing sugars were measured
by the Somogyi method (15) using glucose as standard. One
activity unit (U) of glucosyltransferase is defined as the amount
of enzyme that liberates one mmol of reducing sugars
(isomaltulose) minute™ mL™ of the enzyme from sucrose under
standard assay conditions.
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RESULTS AND DISCUSSIONS

First Experimental Design

The experimental conditions and the results for
glucosyltransferase activity to the first 2°*-FCCD are shown in
Table 1. The effect estimates for the first 2*-FCCD for each
variable, sugar cane molasses (SCM), corn steep liquor (CSL)
and yeast extract Prodex Lac SD® (YEP) were determinated and
reported in Table 4. An estimation of'a main effect is obtained by
evaluating in the difference in process performance caused by a
change from the low (-1) to the high (+1) level of the
corresponding factor. In this case, the process performance was
measured by the glucosyltransferase activity response. In
addition, both the t-test and p-value statistical parameters were
used to confirm the significance of factors studied, The t-value
that measure how large the coefficient is in relation to its standard
crror was obtained by dividing each coeflicient by iis standard
error. The p-value is the chance of getting a larger t-value (in
absolute value) by chance by itself. A small p-value suggested
that the coefficient was a large signal in comparison to the noise

1. The independent and the dependent variables were fitted to
the second-order model equation. They were examined in terms
of the goodness of fit. Furthermore, the analysis of variance
(ANOVA) was used to evaluate the adequacy of the fitted model.
The R-square (correlation coefficient) value provides ameasure
of how much of the variability in the observed response values
could be explained by the experimental factors and their
interactions. A good model explains most of the variations in

- the response. The closer the R-square value is to 1.0, the stronger

the model and the better are the response predictions. On the
basis of the ANOVA, as shown in Table 5, a second order model
(Equation 3) was estabilished, describing the enzyme activity
as a function of SCM, CSL and YEP concentrations. The pure
error was very low, indicating a good reproducibility of the
experimental data. Based on the F test, the model is predictive,
since its calculated F value is higher than the critical F value
and the regression coefficient is close to unity. The coded model
was used to generate response surfaces and contour curves
(Figs. 2 and 3) for the analysis of the variable effects on
glucosyliransferase activity:

Table 4. Main effects and inicractions analysis for glucosyltransferase activity from the first and second factorial design.

First factorial design Second factorial design
Factor Effect  Std.Em.  t-value  p-value Factor Effect Sid. Err.  t-value  p-value’
(HSCM (L) 029 012 -239 0.1390 (DSCM(L) 1418 0,045 31195 0.0204°
SCM(Q) 209 0.13 -1580 0.0040° SCM (Q) 0409 0055 -7.395 00856
(2)CSL(L) 094 0.12 784 00159 ()CSL(L) 0647 0045 14223 00447
CSL(Q) 0.88 013 -6.66 00218 CSL(Q) 0024 0.055 0437 0.7379
(3)YEP(L) 0.56 012 -4.65 0.0432" (3)YYEP(L) 0.401 0.045 8.817 0.0719
YEP(Q) 031 0.13 231 0.1466 YEPQ) 0.160 0055 2894 02118
(Dx(2) -L11 0.16 106 0.0195 (Dx(2) -L172 0059 -19.743 0.0322"
(Hx(3) -1.00 0.16 6.37 0.0238° 1x(3) 0.141 0059 2374 0.2538
(2)x(3) -137 0.16 -8.77 0.0128° 2)x(3) 0209 0039 3523 0.1761
(L.): linear factor; (Q): quadratic factor; *Significant factors (p<05).
because it was too large to have arisen by chance by itself. In i .
this case, p<0.05 suggested significance at the 0.05 level. This Table 5. ANOVA e the Hinat Sackirisl design.
also corresponded to a 95% of confidence level for test of the Source Sumof  Degrees E-ratio
hypothesis that the effects (or coefficients) in this situation were of variation  square of freedom Mean square (model
equal to zero. Small p-values were associated with larger t-value significance)
seeing that they imply that the effects (or coefficients) were too R ; 4.9 9782
much greater than it standand error. Tt can be scen thatall variables oo o Z;) gf 160 bl o
and the interactions beltvffeen the t}m‘ze .fmmrs_ cn?wenﬁng the Lack of fit 4:98 8 0:62 12.40°
glucosyltransferase activity were statistically significant. Piibe dtsop 0.10 3 005
The variable SCM (Q) showed the highest effect in Toial 3485 16 ’

glucosyltransferase activity. An increase in SCM concentration
resulted in a negative influence. A fitting model was
accomplished for the first experimental design as shown in Table

230

Correlation coefficient: R*=0.80; Fi956:0=3.22; Fyus,,=19.37; *F-ratio
(regression/residnal); "F-ratio {lack of fit/pure error).
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Figure 2. Contour curve and response surface for the
glucosyltransferase activity as a function of CSL and SCM
concentrations, according to the first experimental design.

Y= 517-1.04x 2 —047x;— 04455 —028x, i
" 0.55x,%: - 0.50x,x3— 0.68x,.x5 &)

where y is the predicted response and x;, x; and x; are the coded
values of sugar cane molasses, corn steep liquor and yeast
extract Prodex Lac SD®, respectively. As can be seen in Figs. 2
and 3, the best SCM concentration is between 70 and 130 g L.
Not only an increase in CSL but also a decrease in YEP
concentrations led to an increase in glucosyltransferase activity.
In a subsequent experimental design, higher concentrations of
CSL and lower concentrations of SCM and YEP were chosen to
produce maximum enzyme activity.

Second Experimental Design

The assays and the results for the second 2°-FCCD are
shown in Table 2. The effect estimates were determined being
reported in Table 3. The analysis of the effects shows that the
SCM (L) is the most important variable, since an increase in the
concentration of this variable from 10 to 120 g L' led to an

Figure 3. Contour curve and response surface for the
glucosyltransferase activity as a function of YEP and CSL
concentrations, according to the first experimental design.

increase in glucosyltransferase activity. However, the variable
CSL had a negative influence in the enzyme activity. In other
words, the increase of this variable from 60to 120 g L ledtoa
decreased in the enzyme activity. The increase in YEP
concentration from 0 to 10 g L” did not shew significant
influence in glucosyltransferase activity (p<0.05), while its
interaction with CSL was statistically significant for the enzyme
activity. In the third experimental design, the SCM and YEP
concentration ranges were increased and, in the case of CSL, it
decreased. On the basis of the ANOVA, shown in Table 6, a
second order coded model (Equation 4) was established,
describing the glucosyltransferase activity as a function of SCM,
CSL and YEP concentrations:

y=4.28-0.71x,—032x;—0.59% X, “@
where y is the predicted response aﬁd Xy, xz and x; are the

coded values of sugar cane molasses, corn steep liquor and
yeast extract Prodex Lac SD®, respectively. Based on the F

ra
e
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Table 6. ANOVA for the second factorial design.

Source Sumof  De; F-ratio

of variation square of ﬁ'sl;;:n Mg aqr (model
significance)

Regression  11.04 2 552 21.89
Residual 328 13 025
Lack of fit 3.28 12 027 27.00
Pure error 0.00 1 001
Total 14.31 15

Correlation coefficient: R*=0.77; Fuoys2i3=3.81; Fovsin,=242.98;
“F-ratio {regression/residual); "F-ratio {lack of fit/pure error).

test, the model is predictive, since the F value calculated is 5.75
times higher than the critical F value. After the ANOVA, the
response surfaces and contour curves (Figs. 4 and 5) were
obtained using Equation 4. It can be seen that an increase in
SCM and a decrease in CSL coneentrations led to an increase

in enzyme activity. The increase or increase in YEP
concentrations did not show significant influence on
glucosyltransferase activity. Based on these results, in a
subsequent experimental design, higher concentrations of SCM
and YEF and lower concentration of CSL were chosen to obtain
maximum enzyme activity.

Third Experimental Design

The experimental conditions and the results are shown in
Table 3 and Figs. 6 and 7. Table 3 presents the 2*-FCCD used to
evaluate the effect of the independent variables sugar cane
molasses (SCM), corn steep liquor (CSL) and yeast extract
Prodex Lac SD® (YEP) and the dependent variable in
glucosyltransferase activity. Table 7 presents the ANOVA,
demonstrating that the model was significant in a confidence
level of 85% which is evident in the F-test (Fyuaq exceeds 5.64
times the tabulated value of F). All the components of the culture
medium were the most important effects in the
glucosyliransferase production. After the ANOVA analysis and
from the validation of the studied parameters, the

120
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B 7392 AN 4
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YEP

10 3226 = 65 9774 120

Glucosyltransferase
activity (U/mL)

Figure 4. Contour curve and response surface for the
glucosyltransferase activity as a function of CSL and SCM
concentrations, according to the second experimental design.

Figure 5. Contour curve and response surface for the
glucosyltransferase activity as a function of YEP and SCM
concentrations, according to the second experimental design.
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Figure 6. Contour curve and response surface for the
glucosyltransferase activity as a function of CSL and SCM
concentrations, according 1o the third experimental design.

glucosyltransferase activity model (equation 5) was used to
obtain the response surfaces and contour curves:

¥=5.65-0.47x, = 1.38x 2 —0.73x;~0.77x° = 0.58x %)

Table 7. ANOVA for the third factorial design.

Source Sumof  De F-ratio

of variation square  of ﬁg:z:n facan sqtrare {model
significance)

Regression 1145 5 229 11.50°
Residual 219 11 0.20
Lack of fit 1.97 9 021 191®
Pure error 022 7) 0.11
Total 13.65 16

Correlation coefficient: R*=0.72; Fyyss,=2.04; Fyg50.=6.04; “F-ratio
(regression/residnal); *F-ratio (lack of fit/pure error).
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Figure 7. Contour curve and response surface for the
glucosyliransferase activity as a function of YED and SCM
concentrations, according to the third experimental design.

where y is the predicted response and x;, x; and x; are the coded
values of sugar cane molasses, corn steep liquor and yeast
extract Prodex Lac SD®, respectively. The contour curves and
response surtaces showing the effect of SCM, CSL, and YEP
are shown in Figs. 6 and 7. The statistical optimal values of
variables are obtained when moving along the major and the
minor axis of the contour. The response at the central point
yields to a maximum glucosyltransferase production. In the
study of the culture medium optimization by Erwinia sp. D12
for the production of glucosyltransferase using RSM, the
optimal value for concentrations of x;, x; and x; (sugar cane
molasses, corn steep liquor and yeast extract Prodex Lac SDY)
were found to be 100 gL', 60 gL and 8 gL, respectively. It was
obtained 6.65 U mL"' (mean of the central points) after 8 h
fermentation at 30°C. This value is approximately 9.5 times higher
than the one produced by Park e al. (1 1) using strain Kiebsietla
sp. in a culture medium composed by beef extract and sucrose.
Moraes ef al. (8) obtained 12.8 U mL"' of glucosyltranferase
activity from Erwinia sp. cells. In this case, the culture medium
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was composed by sugar cane molasses, bacteriological peptone
and beef extract. The glucosyltransferase purified from
Pseudomonas mesoacidophila MX-45, isolated by Nagai et al.
(9), presented 13.89 U mg protein”'. These authors used a
synthetic media composed by beef extract, peptone, NaCl and
Na;HPO,. Using Klebsiella planticola CCRC 19112, Huang et
al. {(4) obtained a maximum glucosyltransferase activity of 5.2 U
mL! using a culture medium composed by sucrose, tryptic soy
brith and frutose. Overall, in this work, corn steep liquor (agro-
industrial residue) and commercial yeast extract were used with
the purpose of resulting in a low cost culture media. The results
were satisfatory and the components sugar cane molasses and
comn steep liquor are very useful carbon and nitrogen soucers,
respectively to enzyme production.
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RESUMO

Producio de glicosiltransferase por Erwinia sp.
utilizando planejamento experimental e metodologia
de superficie de resposta

A glicosiltransferase obtida pela linhagem Erwinia sp. ¢ uma
enzima intracelular que catalisa a conversdo de sacarose em
isomaltulose. A isomaltulose € um dissacarideo redutor, ndo
cariogénico e comercialmente utilizado em alimentos como
substituto da sacarose. A metodologia de superficie de resposta
e plan¢jamento fatorial composto central-2° foram utilizados para
otimizar o meio de cultivo para a produgéio de glicosiltransferase
de Erwinia sp. em frascos sob agitagio a 200 pm e 30°C. As trés
varidveis independentes envolvidas no estudo foram o melago
de cana de agucar, a agua de maceracio de mitho e o extrato de
levedura Prodex Lac SD. As andlises estatisticas dos resultados
mostraram que, dentro da faixa estudada das concentraces dos
componentes de meio de cultivo, todas as varidveis apresentaram
efeito significativo na produglio de glicosiltransferase. O meio
de cultivo otimizado foi composto de 100 gL de melaco de cana
de aciicar, 60 gL' de 4gua de maceragio de milho ¢ 8 gL' de
extrato de levedura Prodex Lac SD, apresentando atividade de
glicosiltransferase de 6.65 UmL-".

Palavras-chaves: glicosiltransferase, isomaltulose, otimizagdo,
superficie de resposta
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Abstract

Isomaltulose is a structural isomer of sucrose commercially used in food industries. Glucosyltransferase produced by Erwinia sp. D12 catalyses
an intramolecular transglucosylation of sucrose giving isomaltulose. An experimental Design and Response Surface Methodology were applied
for the optimization of the nutrient concentration in the culture medium for enzyme production in shaken flasks at 200 rpm and 30°C. A higher
praduction of glucosylransferase (7.47 Uml™") was observed in the culture medium containing sugar cane molasses (160 gl~"), bacteriological
peptone (20 gl~') and yeast extract Prodex Lac SD® (15 gl ') afier 8 h, at 30 °C. The highest production of glucosyliransferase in the 6.6-1 bioreactor
(14,6 Uml~!) was obtained in the optimized culture medium after 10 h at 26 °C. When Erwinia sp. D12 cells were immobilized in sodium alginate,
it was verified that sodium alginate solution A could be substituted by a cheaper one, sodium alginate solution B. Using a 40% cell suspension and
2% sodium alginate solution B for cell immobilization in a packed-bed reactor, 64.1% conversion of sucrose to isomaltulose was obtained. The

packed-bed reactor with immaobilized cells plus glutaraldehyde and polyethylenimine solutions remained in a pseudo-steady-state for 180 h.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Kevwords: Experimental design; Immobilized cells; Isomaltulose; Optimization; Packed-bed reactor; Response surface methodology

1. Introduction

Isomaltulose or palatinose® is a non-cariogenic sugar
obtained commercially by the enzymatic conversion of sucrose
catalyzed by glucosyliransferase as shown in Fig. 1. The inter-
est in isomaltulose is due to the low cariogenic, low hydrolysis
rate and the formation of monosaccharides in the organism,
and also due to the possibility of the conversion of this sugar
to a sugar-alcohol mixture with low caloric value and non-
cariogenic property known as Isomalt™ or Palatinit®. In exper-
imental studies with rats [1] and in human studies [2], it was
demonstrated that the production of insoluble glucan and acids
from isomaltulose by strains of Streptococcus mutansis very low
when compared with sucrose. Isomaltulose presents about 50%
of the sweetness of sucrose [3] and very similar physical and
organoleptic properties {4]. When used in foods, as substitute
for sucrose in candies and chocolates, differences in sweetess
have not been noticed {5,6]. In the organism, isomaltulose is

* Corresponding author. Tel.: +55 19 3788 2175; fax: +55 19 3788 2153.
E-mail address: kawagut @fea.unicamp.br (HLY. Kawaguti).

1369-703X/% - see front matter © 2006 Elsevier B.V, All rights reserved.
doi: 10 1(16/).bel. 2006.01 006
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hydrolyzed by isomaltase and absorbed as glucose and fiuc-
tose. However, the hydrolysis speed and absorption are lower
when isomaltulose is used instead of sucrose. Isomaltulose is
recommended as a potential parenteral nutrient for diabetics and
non-diabetics [ 7]. In experimental studies with rats, isomaltulose
did not show teratogenic or mutagenic effects or any other type
of toxicity, being safe for use in food [8].

The conversion of sucrose to isomaltulose can be obtained
by free enzymes [9,10], free cells [11] and immobilized cells
{12-14]. Several microorganisms including Protaminobacter
rubrum [15], Erwinia rhapontici [11], Serratia plymuthica [8],
Klebsiella planticola [16] and Klebsiella sp. [17] can convert
sucrose to isomaltulose. The immobilized cells in a hydrogel
matrix can be protected from harsh environmental conditions
such as pH, temperature, organic solvents and other compounds
capable of inactivating them. Immobilized cells can also be
handled more easily and recovered from the solution without
difficulty [5]. Continuous processes can be operated at a high
cell density without the loss of microbial cells, even at high
dilution rates, which results in a higher bioreactor volumetric
productivity. In this study, we demonstrate the optimization of
the culture medium to obtain maximum enzymatic activity from
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Fig. 1. Conversion of sucrose to isomaltulose by glucosyltransferase.

Erwinia sp. D12 cells, the cell biomass production in a biore-
actor and the use of cell immobilization in alginate to obtain
isomaltulose from sucrose.

2. Materials and methods
2.1, Microorganism and culture maintenance

The strain Erwinia sp. D12 that converts sucrose to isomal-
tulose, was isolated in the Laboratory of Food Biochemistry, the
College of Food Engineering/UNICAMP, and is maintained on
agar slants composed of 6% (w/v) sucrose, 4% (w/v) peptone,
(4% (w/v) beef extract and 2% (w/v) agar, at 5°C.

2.2. Culture medium optimization using an experimental
design and response surface methodology (RSM)

The in vitro study for culture medium optimization (in
shaken flasks) was carried out using an experimental design
and response surface methodology (RSM). A factorial central
composite design (FCCD) was used with a combination of the
concentration levels of the independent variables. All data were
treated with the aid of STATISTICA® 5.0 from Statsoft Inc.
(2325 East 13th Street, Tulsa, OK 74104, USA). The FCCD for
k factors, codified as xq, .. ., x;, were composed of three parts:
factorial (or cubical), containing a total of ng points of coor-
dinates x;=—1 or x;=+1, for all i=1, ..., k; axial (or in star),
formed by nax = 2k points with all the null coordinates except
one, which is equal to a certain value « (or —o), where o = n}aj:t;
and a total of fgey, assays were carried out at the central point,
where x) =, . x;=0. The dependent variables X; were codified
according to the following equation:

X;— X

Xf =

=128 ik 1
Axj g M

where X corresponds to the value of the central point; x; corre-
sponds to the nen-dimensional value of the independent variable;
X; corresponds to the real value of the independent variable; X
corresponds to the real value of the independent variable at the
central point; and Ax; corresponds to the variation of the real
value of the variable i, corresponding to the variation of a unit
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for the non-dimensional value of the variable i. The complete
quadratic model for the k factors is given by the following equa-
tion:

y=Bo+ ) Bxi+ Y Buxi+ Y Y Byrixjte @)
i i i<j
where the values for g are estimated from the polynomial coef-
ficients and the X; values represent the codified values. A 23-
FCCD, with six axial points («) and three replicates at the
central point giving a total of 17 assays per experiment as per
Table 1, was used to study the effect of the components sugar
cane molasses (Companhia Energética Santa Elisa), bacteriolog-
ical peptone (Biobrds S.A.) and yeast extract Prodex Lac SD®
(Prodesa produtos especiais para alimentos S.A.) in the produc-
tion of glucosyltransferase by the strain of Erwinia sp. D12 to
obtain maximum enzymatic activity and reduced costs in the
fermentation process for the production of glucosyltransferase,

Table 1
Factorial central composite design mairix (2°-FCCD) and response for gluco-
syliransferase activity

Assay Variable levels Response
SCM* RPt YEP* Enzyme activity (U/ml)
1 ~1 —1 -1 423
2 +1 ] =1 3.97
3 =1 +1 =i 5.07
4 +1 +1 -1 3.87
5 Ly -1 +1 4.85
6 +1 -1 +1 4.23
7 -1 +1 +1 5.53
8 +1 +1 +1 315
] —1.68 0 0 489
0 +1.68 0 0 327
11 o -1.68 0 6.14
12 ] +1.68 0 4.32
13 ] 0 —~1.68 5.19
14 0 0 +1.68 491
15 0 ] 0 747
16 ] ] 0 712
17 0 0 0 7.19

@ Sugar cane molasses.
" Bactericlogical peptone.
¢ Yeust extract Prodex Lac SD®.
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2.2.1. Inoculum and fermentation conditions

The strain was grown in 250 ml Erlenmeyer flasks contain-
ing 50ml of a seed culture medium according to 23-FCCD
{Table 1), for 15h at 30°C in a rotary shaker (New Brunswick
Scientific, Edison, NJ, USA). An aliquot (5ml) of the seed
culture was transferred to a 250 ml Erlenmeyer flask containing
45 ml of the same seed culture medium and incubated at 30°C
- for 8h, shaken at 200rpm. The culture broth was centrifuged
at 10,070 x g for 15min at 5°C and the cell mass was used
for the determination of glucosyltransferase activity. For the
extraction of intracellular enzyme, the cell mass was washed
twice with distilled water and then suspended in 50 ml 0.05M
citrate—phosphate buffer, pH 6.0. The cell suspension was
cooled to 5°C and disrupted by ultrasonic vibration Labline
Ultra-Tip (Labline Instruments, Inc., IL, USA). After cell wall
disruption, the samples were centrifuged at (12,300 x g) for
15min at 5°C. The enzyme activity of the supernatant was
determined.

2.2.2. Estimation of glucosyltransferase activity

The activity of glucosyltransferase was assayed by the mea-
surement of the reducing sugar formed from the sucrose using
the Somogyi method [18] with glucose as the standard. A mix-
ture of 450l of a 4.0% (w/fv) sucrose solution in 0.05M
citrate-phosphate buffer, pH 6.0 and 50 pl of enzyme solution
was incubated for 20 min at 35 °C. One unit of glucosyltrans-
ferase activity (U) was defined as the amount of enzyme that
liberates 1 pmol of reducing sugars from sucrose per minute
under the above assay conditions.

2.3. Batch enzyme kinetic studies and production of celf
hiomass

The production of cell biomass was performed in a 6.6-1
bioreactor New Brunswick Bioflo Ilc (New Brunswick Scien-
tific, Edison, NJ, USA) with a 3.0-1 working volume. The growth
of the microorganism, alteration of the culture medium pH and
the production of glucosyliransferase by the strain of Erwinia
sp- D12 was carried out at 24, 26 and 28 °C.

2.3.1 Inoculum preparation and fermentation conditions

The inoculum was prepared by transferring 2 loopful of
cells from a freshly grown culture into 100mi of a liquid
medium in 250 ml Erlenmeyer flasks. The culture medium was
composed of sugar cane molasses (160 gl '), bacteriological
peptone (20 g1 ') and yeast extract Prodex Lac SD® (15g1" 1),
The flasks were incubated in a rotary shaker at 200rpm for
15h at 30°C. An aliquot (300 ml) of the culture was added
aseptically to the 6.6-1 bioreactor containing 2700ml of
culture medium identical to that of the inoculum. Fermentation
was carried out at 24, 26 and 28°C with an aeration rate
of Ivvm and stirrer speed of 200rpm. Aliquots (20ml) of
culture medium were collected at different incubation times.
The cell growth, variation in the pH of the culture medium
and the glucosyltransferase activity of the supernatant were
determined.
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2.3.2. Growrh of the microorganism, glucosyltransferase
activity and variation of the culture medium pH

Aliquots (20ml) of the culture broth were centrifuged at
(12,300 x g)for 15 min, at 5 °C. The cell mass was washed twice
with 20 mi of distilled water and re-suspended in 20 ml of dis-
tilled water. A Beckman DU 70 spectrophotometer (Beckman-
Coulter, Inc., Fullerton, CA) was used to monitor cell growth by
measuring the optical density at 660 nm (ODggq). Glucosyltrans-
ferase activity was estimated as described in Section 2.2.2. The
pH of the culture medium was measured with an Orion model
710A potentiometer.

2.4. Cell immobilization in different sodium alginates and
batch enzyme kinetic studies with immobilized cells

The immobilization of Erwinia sp. D12 cells in different algi-
nates and the effect of the immobilized cell concentrations on
the production of isomaltulose were studied. Aliquots (60 ml) of
20% (w/v) wet cell suspensions were mixed with 120 ml of dif-
ferent(A, B and C) 1, 1.5 and 2% (w/v) sodium alginate solutions
(A: Sigma Chemical Co. obtained from Macrocystis pyrifera,
high viscosity; B; LabSynth Ltda. analytical grade; C: Vetec
Quimica Fina Ltda. analytical grade) and 0.1% (w/v) Tween
80. The cell suspensions in the different alginates were immo-
bilized by extruding drop wise into 2% (w/v) CaCl; solutions
to form immobilized beads (3 mm diameter). After maintain-
ing in the 2% (w/v) CaCl, solution for 24 h at 5°C, the beads
were washed with distilled water. Sammples (20 g) of beads were
ransfetred to 250 ml Erlenmeyer flasks containing 50 ml of 35%
(w/v) sucrose solution. The flasks were incubated in batches at
30°C with agitation at 150 rpm. Aliquots were collected after
24, 36 and 48 h. After each collection, the aliquot (50ml) of
35% (wiv) sucrose was substituted by a new sample (50 ml) of
sucrose solution. The carbohydrate analyses were carried out
using a Waters 600E High Performance Liquid Chromatograph
with a Waters 410 Differential Refractometer detector.

2.4.1. HPLC analysis

The analysis was performed using a WATERS HPLC 600E
chromatograph coupled to a refractive index detector (WATERS
410) and using a Zorbax-NH2 column (250 mm x 4.6 mm). The
mobile phase was acetonitrile:water 73:25 (v:v), the flow rate
1 mimin~" and the temperature 35 °C. The carbohydrates were
identified from their retention times, in comparison with stan-
dards of fructose, glucose, sucrose and isomaltulose.

2.5. Cell immobilization in sodium alginates A and B and
continuous enzyme kinetic studies with immobilized cells

To determine the optimum concentration of sodium alginate
for isomaltulose production the conversion of sucrose to iso-
maltulose was performed in a packed-bed reactor using cells
immobilized in 1.5% (w/v) sodium alginate solution B, 1.5%
{w/v) sodium alginate solution A and 2% (w/v) sodium algi-
nate solution B. Suspensions containing 20% (w/v) of wet
Erwinia sp. D12 cells in sterile distilled water were mixed
with sterile sodium alginate solutions A and B containing
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0.1% (w/v) Tween 80. The cell suspensions were immobilized
as described previously. Samples (100g) of beads contain-
ing immobilized cells were transferred to packed-bed columns
(15cm x 30cm diameter). A 35% (w/v) sucrose sclution was
circulated in ascending flow rate at 20 ml h~!, and the conver-
sion continued for 72h. The temperature of the column was
maintained at 30 °C. The parameters temperature and sucrose
solution concentration were studied previously [19]. The con-
version of sucrose to isomaltulose was determined as described
in Section 2.4.1.

To study the appropriate concentration of cells in immobi-
lization, suspensions containing 20, 30 and 40% (w/v) of wet
Erwinia sp. D12 cells were mixed, separately, with 2% (w/v)
sodium alginate solution B containing 0.19% (w/v) Tween 80.
The mixture was immobilized as described previously. Samples
(100 g) of beads containing immobilized cells were transferred
into three packed-bed columns (15 cm x 30 ¢m diameter). Sam-
ples of 35% (w/v) sucrose solution were circulated in ascending
flow rate at 20 ml h~!. The temperature of the columns was main-
tained at 30°C and the conversion of sucrose to isomaltulose
continued for 96 h. The conversion was determined as described
in Section 2.4.1.

To verify the effect of the addition of glutaraldehyde and
polyethylenimine on immobilized cells in the packed-bed reac-
tor, 40% (w/v) wet cell suspension was immobilized with 2%
{(w/v) sodium alginate solution B as described previously and
used to study the effect on the production of isomaltulose. Half
of the immobilized cells were treated with a 1% (w/v) solu-
tion of glutaraldehyde solution plus a 1.5% (w/v) solution of
polyethylenimine (Sigma Chemical Company), and then filtered
and washed with distilled water. The beads containing the immo-
bilized cells were packed into two column reactors. A 35% (w/v)
sucrose solution was passed through the columns, and the elu-
ate collected to determine the amount of isomalmlose produced,
using High Performance Liquid Chromatography as described
in Section 2.4.1.

3. Results and discussion

3. Culture medium optimization using an experimental
- design and response surface methodology (RSM)

A 23-Factorial Central Composite Design (2°-FCCD) was
used to identify the optimum levels of the parameters for glu-
cosyltransferase production by Erwinia sp. D12. The smdy
required 17 experiments, including 8 factorial points and 3
central points to provide information about the middle of the
experimental region, also allowing for checking of the cur-
vature and providing additional degrees of freedom for error,
resulling in greater power when testing the significance of the
effects. The three axial points (¢ = 1.68) were used to fit a sec-
ond order model. Table 1 presents the 2*-FCCD used to evaluate
the effects of the independent variables sugar cane molasses
(SCM/110-210 gl 1), bacteriological peptone (BP/5-35 gl
and yeast extract Prodex Lac SD® (YEP/5-25gl ') on the
dependent variable of glucosyltransferase activity. The levels
studied with the decoded values are shown in Table 2. The max-
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Table 2
Decoded values used in the factorial central composite design marrix (2°-FCCD)
for glucosyltransferase activity

Variable Coded variable levels

—168 =1 0 +1 +168
SCM? (g/1) 110 130 160 190 210
BP" (g/) 5.0 1.1 20.0 28.9 35.0
YEP© {g/1) 50 9.1 150 21.0 25.0

2 Sugar cane molasses.
b Bacteriological peptone.
© Yeast extract Prodex Lac SD®.

Table 3
Analysis of variance (ANOVA) and regression analysis for glucosyltransferase
activity

Source Sum of squares  Degrees of Mean squares  F-test®
freedom

Regression 248 04 6.2 310

Residual 27 12 0.2

Lack of fit 2.6 10

Pure error 0.1 02

Total 275 16

Coefficient of determination: R2 =094,
® Fovsaiz (Fuabolated) =3.26.

imum activity of glucosyltransferase observed was 7.47 Uml !,
with SCM (160 gl 1), BP (20g1™ ") and YEP (15 gl™!), which
corresponded to the central points. The average value obtained
from the three trial central points was 7.26 Uml L.

Table 3 shows the analysis of variance (ANOVA) for gluco-
syltransferase activity. The quadratic regression model demon-
strated that the model was significant at a confidence level of
95% (p<0.05), as evidenced by the F-test (Fioqel exceeded
the tabulated value of Fygsanz by 9.5 times). The adequacy
of the model was checked by the coefficient of determination
(Rz), whose value was 0.94. The pure error was very low (0.07),
indicating good reproducibility of the data obtained. All of the
culture medium components were needed for glucosyltrans-
ferase production. These results were good enough indicators
for a model representing the real relationship between gluco-
syltransferase activity and the independent variables. After the
ANOVA analysis and validation of the study parameters, the
glucosyltransferase activity model Eq. (3) was used to construct
the contour curves:

y=7.28 — 1.05xy — 2.38x] — 1.56x3 — 1.69x% — 0.68x .2
3)

where y was the predicted response for glucosyltransferase activ-
ity and x;, x2 and x3 were the coded values for sugar cane
molasses, bacteriological peptone and yeast extract Prodex Lac
SD®, respectively. The contour curves (Fig. 2) represented the
predicted model, indicating the levels of the variables for an
optimal process. The components SCM, BP and YEP affected
the production of glucosyltransferase by Erwinia sp. D12. The
Experimental Design and Response Surface Methodology indi-
cated that amounts of SCM between 110 and 175g1!, BP
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Fig. 2. Contour curve for glucosyltransterase activity as a function of sugar cune molasses, bacteriological peptone and yeast extract Prodex Lac SD® concentrations.

between 11 and 28gl~! and YEP between 9 and 20gl™!,
increased glucosyltransferase activity. The optimum culture
medium components to obtain the greatest production of iso-
maltulose by Erwinia sp. of 747 Uml !, was obtained in a
culture medium containing SCM (160 g1"), BP (20l ') and
YEP® (15 g1 !). The glucosyltransferase activity was approxi-
mately 2.5 times higher than that produced by Park et al. [17]
using a strain of Klebsiella sp. in a culture medium composed
of beef extract and sucrose, when they obtained 2.95 Uml !,
Moraes et al. [19] obtained 12.8 Uml ! of glucosyltransferase
activity from Erwinia sp. cells. In this case, the culture medium
was composed of sugar cane molasses, bacteriological peptone
and beef extract. The glucosyltransferase purified from Pset-
domonas mesoacidophila MX-45 isolated by Nagai et al. [10]
presented 13.9 Umg ~! of protein. These authors used a synthetic
media composed of beef extract, peptone, NaCl and Na,HPO,.
Using Klebsiella planticola CCRC 19112, Huang et al. [16]
obtained a maximum glucosyltransferase activity of 5.2 Uml !
using a culture medium composed of sucrose, tryptic soy broth
and fructose. In the present study, sugar cane molasses (agro-
industrial residue) and commercial yeast extract were used, with
the purpose of producing a low cost culture media. The results
were satisfactory and the components sugar cane molasses and
yeast extract Prodex Lac SD® were respectively very useful
carbon and nitrogen sources for enzyme production. In the fol-
lowing cxperiment,\thc influence of temperature on the growth
of Erwinia sp. D12 to produce cell mass with high glucosyl-
transferase activity in a 6.6-1 bioreactor was studied. After this
experiment, the cell mass was immobilized with sodium alginate
to study the conversion of sucrose to isomaltulose.

3.2. Batch enzyme kinetic studies and production of ceil
biomass

Using the optimized culture medium composed of sugar cane
molasses (160 g™, bacteriological peptone (20 g1 and yeast
extract Prodex Lac SD? (15 gl 1), the growth profile of Erwinia
sp. D12 was carried out at 24, 26 and 28 °C. The effect of temper-
ature and the fermentation time were examined so as to obtain
cells with a higher conversion activity. Fig. 3 shows a short
lag time. At 24°C, the maximum glucosyltransferase activity
(14.0Uml~") was produced in the logarithmic phase after 11h
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(Fig. 3A). After 24 h this activity decreased t0 9.42 Uml ™. After
11 h at 26 °C, the maximum enzyme activity in the Jogarith-
mic phase was 14.6Uml ! (Fig. 3B). After this, a decrease in
the enzyme activity was observed, resulting in an activity of
11.2Uml ! after 24 h.

Comparing fermentation at the different temperatures, it
appears that glucosyltransferase production was lower during
fermentation at 28 °C thanat 24 or 26 °C, with a maximum activ-
ity of 12.2 Uml ™" after 10h (Fig. 3C), the enzyme activity then
gradually reducing, reaching 9.16 Uml~! after 24 h. The high-
est enzyme activity (14.6 Uml 1y was obtained at 26 °C after
11h of fermentation, coinciding with the exponential phase,
which characterizes this enzyme as a primary metabolic one.
These results are compatible with those of Egerer [20] who also
observed an increase in the glucosyltransferase activity of Pro-
taminobacter rubrum after 8 h fermentation in the logarithmic
phase of cell growth. The author suggested that this could be
explained by periplasmic formation by the enzyme during cell
growth and by structural changes in the proteins both in the
final growth phase and in the old cells. The reduction in enzyme
activity was verified more clearly at 28 °C, due to its thermo-
sensibility, as described by Moraes et al. {19]. Moreover, the pH
of the culture medium was about 5.5-6.0 during fermentation,
suggesting little production of acid as a by-product. The cell
mass obtained from the bioreactor fermentation at 26 °C was
used in further studies to verify the conversion of sucrose to
isomaltulose from immobilized cells.

3.3. Cell immobilization in different sodium alginates and
enzyme kinetic studies with immobilized cells

The wet cell mass of Erwinia sp. D12 obtained from fermen-
tation in a bioreactor at 26 °C after 11 h as previously described,
was immobilized in alginate gel. Three sodium alginates were
examined and compared in batch rotary shakers and in packed-
bed reactors. Comparing the cells immobilized in the 1% sodium
alginate solutions A, B and C, it can be seen in Fig. 4 that after

SRS |

{samaltulose vield (%)

E
e A e B

i+ -
AL B ES% O L% A%

A

Bi% 1% D O
Sadiune alginate
D2ahMBhOZH
Fig. 4. Conversion of sucrose to isomaltulose using immobilized cells ina batch
process, at varying alginate concentrations.
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24 h the cells in these conditions were showing sucrose to isoma-
ltulose conversion rates of 24.8, 22.9 and 18.5%, respectively.
Also, after the third addition of 50ml of sucrose solution in
the samples after 48 h, the conversion rates decreased to 13.5,
10.9 and 14.7%, respectively. Erwinia sp. D12 cells in the 1.5%
sodinm alginate solutions A, B and C, produced respectively,
29.6, 24.5 and 23.7% of isomaltulose after 24 h. Under these
conditions, following the third addition of 50 ml of sucrose solu-
tion after 48 h, the conversion rates decreased to 18.8, 16.3 and
11.6%, respectively.

Using the 2% sodium alginate solutions A, B and C, 26.1,
24.0 and 22.5%, respectively of isomaltulose were obtained
after 24 h. After the third addition of 50ml of sucrose sclu-
tion after 48 h, the conversion rates fell to 194, 12.9 and 11.5%,
respectively. The conversion rates of the immobilized prepara-
tions showed that those from sodium alginate A and sodium
alginate B had approximately equal conversion rates during the
first 24 h. The greatest conversion rate of sucrose to isomaltulose
using immobilized cells was i sodinm alginate A. However, due
to the high cost of the latter, 1.5 or 2% sodium alginate solution
B can be used for the cell immobilization, in substitution for
sodium alginate A. With the aim of achieving more stable prepa-
rations and higher conversion rates, the conversion of sucrose
into isomaltulose using cells immobilized in 1.5% sodium algi-
nate solution A and 1.5 and 2.0% sodium alginate solutions B
in packed-bed reactors, was studied in the next experiment.

3.4. Cell immobilization in sodium alginates A and B and
continuous enzyme kinetic studies with immobilized cells

Beads containing the immobilized cells were packed into
three packed-bed reactors. Fig. 5 illustrates the conversion of
sucrose to isomaltulose using Erwinia sp. D12 cells immobi-
lized in 1.5 and 2% of sodium alginate solution B and 1.5%
of sodium alginate solution A. The conversion of sucrose to
isomaltulose was initially shown to be 16.52% in 1.5% algi-
nate solution A, and after 72 h, it was 23.7%. In 1.5% alginate
solution B, conversion of sucrose to isomaltulose was 15.9%

soenaltalose yiekd (%)

Time ()
D Afamate A 1.5% WAlgnae B 154 8 Alginae B 200

Fig. 5. Conversion of sucrose to isomaltulose using cells immobilized in 1.5%
alginate A, 1.5% Band 2.0% B in packed-bed reactors.
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Fig. 6. Conversion of sucrose to jsomaltalose using 20, 30 and 40% cel! sus-
pensiens immobilized in 2.0% alginate B in packed-bed reactors.

after 24 h, increasing to 21.2% atter 48 h and then decreasing
to 10.6% after 72h. In 2% alginate schution B, the conver-
sion of sucrose into isomaltulose in the first 12h reached a
maximum of 52.6%. To sum up, 1.5% sodium alginate solu-
tion A may be substituted by 2% sodium alginate solution
B, which is cheaper than alginate A, since solution B results
in higher conversion rates of sucrose to isomaltulose. Based
on these experiments, isomaltulose was produced continuously
by immobilized cells using different concentrations of cell
mass.

The optimal cell concentration for the immobilized cells was
investigated. Three packed-bed reactors were operated with dif-
ferent cell concentrations at 30°C for 96h. Fig. 6 illustrates
the conversion of sucrose to isomaltulose using 20, 30 and
40% (wet cell, w/v) cell suspensions on immobilization in 2%
sodium alginate solutions. Comparing the three cell suspensions,
the conversion yields at the initial stage were 17.0, 26.7 and
19.3%, respectively. These values increased, giving values for
the maximum conversion of sucrose [(i isomaltulose of 52.6,
61.2 and 64.1%, respectively. However, after 96 h the conver-
sion yields decreased to 10.6, 11.3 and 21.3%, respectively. It
was also observed that increments in the cell concentration of
the immobilized cells resulted in an increase in the conversion
of sucrose to isomaltulose. Furthermore, it was noticeable that
the rate of conversion was considerably higher in the first 24 h,
and that the conversion velocity tended to decrease with reac-
tion time. The half-life of immobilized cells is shorter due to
the escape of the cells on the marrix gel. In accordance with
Shimizu et al. [14] when the additive polyethylenimine is gelled
by treatment with glutaraldehyde after having first been per-
meated into the sodinm alginate gel, a gel having high cell
retention power and high physical strength is formed. Thus,
the additives were used to increase the half-life of immobilized
cells.

The effect of glutaraldehyde and polyethylenimine on the
immobilized cells can be seen in Fig. 7. The maximum con-
version yields without additives and with additives were 60.5
and 47.7% and these values then decreased to 3.2 and 25.2%,
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Fig. 7. Conversion of sucrosc to isomaltulose using cells immobilized in
calcium-alginate in a packed-bed reactor: influence of the use of the additives
glutaraldehyde and polyethylenimine.

respectively. The initial conversion yield of the immobilized
cells with additives was 27.2%, reaching a maximum conversion
of 47.7% after 84 h. The column packed with immobilized cells
plus glutaraldehyde and polvethylenimine solutions remained in
a steady state for 180'h with a yield of about 40%. Fig. 7 shows
that treating the immobilized cells with additives decreased
the yield but on the other hand, cell stability was greatly
increased.

Tsuyukietal. {21] obtained isomaltulose (65.4%) from a 20%
sucrose solution using Klebsiella planticola MX10 cells immo-
bilized in sodium alginate plus the additives glutaraldehyde and
polyethylenimine, using a batch process. Using immobilized
Erwinia rhapontici cells (40% wet cell/v) with 5% sodium algi-
nate in a packed-bed reactor (18 em x 5 emdiameter, 300 ml),
Ahn et al. [22] obtained 89% of isomaltulose from a 55%
sucrose solution at 30 “C. Zhao and Zhang {23] observed that
immobilized Kiebsiello sp. LX 3 cells converted 99.7% of
sucrose {10% solution) into isomaltulose with a flow rate of
6 mL/min. Cells entrapped in 2% sodium alginate were packed
in 200 ml column reactors, and sucrose solutions of different
concentrations were passed through the columns at different
flow speeds. Increments in the sucrose concentration of up
to 20% further increased the yield of isomaltulose, although
the sucrose conversion rate decreased and thus higher sucrose
concentrations did not result in better yields. Moraes et al.
[19] achieved a maximum conversion rate (56.4%) when a
19.4% sucrose solution passed through a packed-bed reactor
(20em x 2.5 cm diameter containing 40 g of immobilized cells)
at a flow speed of 21.9 ml/min. In this study, the Erwinia sp.
cells (20% wet cells/v) were immobilized in 1% sodium algi-
nate. Using response surface methodology, the effects of sucrose
concentration (12.5-60%) and temperature (25-35°C) on the
conversion rate were evaluated. At 35 °C, the yield of isomal-
tulose was approximately 50% from sucrose solutions ranging
from 20 to 30%. The excess of sucrose affected the activity of
the immobilized cells, decreasing the conversion of sucrose to
isomaltulose.
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4. Conclusions

With the aid of an experimental design and response surface
methodology, the optimal concentrations of xy, x2 and x3 (sugar
cane molasses, bacteriological peptone and yeast extract Prodex
Lac SD®) for the production of glucosyltransferase by Lrwinia
sp. D12 were found to be 160, 20 and 15 g1}, respectively. The
highest glucosyltransferase activity was 7.47 Umli~! at 30°C
after 8 h of fermentation time. When Erwinia sp. D12 was grown
aerobically in a 6.6-1 bioreactor, the greatest production of gluco-
syltransferase (14.6 Uml 1) occurred after 10 h of fermentation
at 26 °C. The results were satisfactory, suggesting that the com-
ponents sugar cane molasses and yeast extract Prodex Lac SD®
were very useful as carbon and nitrogen sourees, respectively,
for the enzyme production. In the study on the immobilization
of Erwinia sp. D12 cells in alginate, it was verified that the
1.5% solution of sodium alginate A could be substituted by a
cheaper one: a 2% solution of sodium alginate B. In the con-
version of sucrose to isomaltulose using cells immobilized in
1.5% alginate A, 1.5% B and 2% B, in a bioreactor, there was
a maximum conversion of 23.7, 21.2 and 52.9%, respectively.
In the study on the effect of concentration on the cells immo-
bilized in alginate with respect to the conversion of sucrose to
isomaltulose in a packed-bed reactor, the highest conversion rate
of 64.1% occurred after 24 h, using a 40% cell suspension (wet
cells, w/v). On one hand, the addition of both glutaraldehyde
and polyethylenitmine to the calcium-alginate immobilized cells
tesulted in a decrease in enzyme activity but on the other hand, it
increased the stability of the column packed immobilized cells
for about 180h, with a yield of 40%.
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Isomaltulose is a structural isomer of sucrose
commercially used in food industries.
Glucosyltransferase produced by Erwinia sp. D12
catalyses an intramolecular transglucosylation of
sucrose giving isomaltulose. The Experimental design
and response surface methodology were applied for the
optimization of the nutrient concentration in the culture
medium for the enzyme production in shaken flasks at

*Corresponding author

200 rpm and 30°C. The three variables involved in this
study were sugar cane molasses, bacteriological peptone
and yeast extract Prodex Lac SD” The statistical
analysis of the results showed that, in the range studied,
all the factors had a significant effect (p < 0.05) on
glucosyltransferase production and the highest enzyme
activity was observed in culture medium containing
sugar cane molasses (160 g/L), bacteriological peptone

This paper is available on line at http:/iwww_ejbiotechnology.infoicontent/vol9/issueSfull/e/
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(20 g/L) and yeast extract Prodex Lac SD* (15 g/L).
Maximum glucosyltransferase activity of 29.88 U/mL
was achieved in a 6.6-L fermenter using the optimized
medium. Free Erwinia sp. D12 cells were used for
isomaltulose production from sucrose during fifteen
successive batches. The final isomaltulose concentration
0f 75.6% obtained in the first batch increased to 77.21%
(mean value) in the other fourteen batches and the
productivity of 1.1 g/L x hr was obtained in batch
process.

The enzyme glucosyltransferase is an industrially important
enzyme since it produces non-cariogenic isomaltulose (6-
0O-0-D-glucopyronosyl-1-6-D-fructofuranose) from sucrose
by an intramolecular transglucosylation (Kakinuma et al
1998). Isomaltulose is a reducing sugar and it is a structural
isomer of sucrose naturally presents in honey in very small
quantities. The interest in isomaltulose is due to the low
cariogenic, low hydrolysis speed and formation of
monosaccharides in the orpanism, and also due to the
possibility of conversion of this sugar to a mixture of sugar-
alcohol with low caloric value and non-cariogenic property
known as [somalt® or Palatinit® This disaccharide has a
sweet taste and very similar physical and organoleptic
properties to sucrose (Krastanov and Yoshida, 2003).

Chemical synthesis of 1somaltulose is very difficult but a
small number of bacterial strains can convert sucrose into
isomaltulose: Protaminobacier rubrum (Kakinuma et al.
1998), Erwinia rhapontici (Cheetham et al. 1985), Serrafia
plymuthica (McAllister et al. 1990), Klebsiella planticola
(Huang et al. 1998), Klebsiella sp. (Park et al. 1996) and
Klebsiella singaporensis sp. (Li et al. 2004). The microbial
formation of isomaltulose has attracted commercial interest
and the production of this sugar has aroused great interest
since this structural isomer of sucrose has interesting
potential. :

The application of experimental design and response
surface methodology in fermentations process can result in
improved product yields, reduced process variability and
development time and over all costs (Rao et al. 2000). In
this  work, the effect of both nitrogen source
(bactericlogical peptone and veast extract) and carbon
source  concentrations (sugar cane olasses) on
glucosyltransferase production by Erwinia sp. D12 was
studied at 30°C and the optimal conditions for
glucosyltransferase production were determined in shaken
flasks and on a bioreactor 6.6 litres. The conversion of
sucrose into isomaltulose by immobilized cells well knows
process (Cheetham et al. 1982; Cheetham et al. 1985; Ahn
et al. 2003; Krastanov and Yoshida, 2003; Zhao et al. 2003;
Moraes et al. 2005). An attempt was made to study the
production of isomaltulose in repeated batch operations
using free Erwinia sp. D12 cells.
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MATERIALS AND METHODS
Microorganism and culture maintenance

Erwinia sp. D12 producer of glucosyltransferase isolated
from the Laboratory of Bicchemistry, Department of Food
Science, Cellege of Food Engineering/UNICAMP was used
in this study. Bacteria were maintained in culture medium
containing per litre sterilized water: 6 g sucrose, 4 g
peptone, 0.4 g beef extract and 2 g agar. The cultures were
Kept at 5°C and renewed every & weeks,

Culture medium optimization using
surface methodology

response

Three 2-factorial central composite  designs (2°-FCCD)
were carried out in order to identify optimum parameter
levels for the glucosyltransferase production. The
parameters (or independent variables) studied were: sugar
cane molasses (Companhia Energética Santa Elisa),
bacteriological peptone (Biobras) and yeast extract Prodex
Lac SD® (Prodesa produtes especiais para alimentos S.A.).
The dependent variables and their levels are presented in
Table 1 (first 2%FCCD), Table 2 (second 2°-FCCD) and
Table 3 (third 2°-FCCD). The FCCD contained a total of 17
experimental trials that included eight trials for factorial
points, six ftrials for axial points and three trials for
replication of the central pomts. Central points provide
additional degrees of freedom for error estimating, which
increases power when testing the significance of effects.
The distance of the axial points was + 1.68, calculated from
Equation 1:

a=2)" [1]

where a is the distance of the axial points and n is the
number of independent variables. All data were treated with
STATISTICA® 5.0 from Statsoft Inc.

Cultivation and enzyme production

The inoculum had the same composition of the preduction
medium which they are shown in Table 1, Table 2 and
Table 3. A loop full of cells was inoculated to inoculum in
Erlenmeyer flasks of 250 mL containing 50 mL of culture
medium and the flasks were incubated in a rotatory shaker
(200 rpm) at 30°C for 15 hrs. Then a 10% (v/v) inoculum
was added to production medium. Throughout the work,
liquid cultures were incubated at 30°C and 200 rpm in a
rotatory shaker (New Brunswick Scientific, Edison, N.J.,
USA). After 8 hrs of fermentation, the culture was
centrifuged (Centrifuge Beckman J2-21, Beckman-Coulter,
Inc., Fullerton, CA, USA) at 9,650 x g for 15 min and
glucosyltranferase activity was determined.

Glucosyitransferase assay
The glucosyltransterase activity was performed by the

increase of the reducing power from a solution containing
sucrose, described by Park et al. (1996) with modifications.
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Glucosyitransferase production and conversion of sucrose into isomaltulose

For the extraction of intracellular enzyme, the cell mass
was washed twice with distilled water and then suspended
in 50 mL citrate-phosphate buffer 0.05 M pH 6.0. The cell
suspension was cooled to 5°C and disrupted by ultrasonic
oscillation 180 W for 20 sec (Labline Instruments, Inc.,
[linois, TTSA). After cell wall disruption, the samples were
centrifuged at 7,850 x g for 15 min at 5°C. The enzyme
activity of the supernatant was determined. A mixture of
450 pL of a 4% (wi) sucrose solution in 0.05 M citrate-
phosphate buffer pH 6.0 and 50 uL. of enzyme solution was
incubated for 20 min at 35°C. Reducing sugars were
measured by Somogyi methed (Somogyi, 1945) using
glucose as standard. One activity umit (U) of
glucosyltransferase is defined as the amount of enzyme that
liberates one pmol of reducing sugars/minute/ml, of the
enzyme from sucrose under standard assay conditions.

Production of cell biomass: growth determination
and glucosyltransferase production under optimal
culture medium in 6.6-L fermenter

Bacterial growth and glucosyltransferase activity were
determined under optimal culture medium: sugar cane
molasses (160 g/L), bacteriological peptone (20 g/L.) and
yeast extract Prodex Lac SD (15 g/L) on a bioreactor 6.6-L
fermenter New Brunswick Bioflo Tle (New Brunswick
Scientific, Edison, N.J., USA). Two loop full of culture
were inoculated in three 250 ml Erlenmeyer flasks
containing 100 mL of culture medium optimized each one
and incubated in a rotatory shaker 200 rpm at 30°C for 15
hrs. .An aliquot of 300 mL incculum was transferred to
2.700 mL of culture¢ medium optimized contained in a 6.6-
L. fermenter and incubated under the following conditions:
temperature 26°C, initial pH 6.5, aeration rate 1 vvm, and
agitation speed 200 rpm. Samples were collected at time-
defined intervals and submitted to analysis. Aliquots (20
mL) of the culture broth were centrifuged at 7,850 x g for
15 min, at 5°C. The cell mass was washed twice with 20
ml of distilled water and re-suspended in 20 ml of
distilled water. A Beckman DU 70 spectrophotometer
(Beckman-Coulter, Inc.. Fullerton, CA, USA) was used to
monitor cell growth by measuring the optical density at 660
nm (ODygg). Glucosyltransferase activity was estimated as
described previously. The pH of the culture medium was
measured with an Orion model 710A potentiometer (Orion
Research Inc, Boston, MA, USA).

Performance of repeated batch operations using
free cells

Duplicate repeated batch conversion runs were carried out
in 250 mL Erlenmeyer flaks containing the mixture of 35%
(w/v) sucrose solution and free-cell of Erwinia sp. D12
(sucrose  solution:tree-cell - 10:1). The flasks were
maintained in a rotatory shaker at 150 rpm and 35°C for 15
min. At the end of each batch, samples were collected and
submitted to analysis, the reaction mixture was centrifuged
and the free-cells were used for the next batch conversion

of sucrose into isomaltulose with the fresh substrate. This
process was repeated for several times.

Viable cell numbers, biomass, pH and HPLC-PAD
analysis

Samples were submitted to serial dilutions and viable
counts were performed by spread plate technique. The
biomass (wet cell mass) was measured with a precision
balance (Satorius AG, Goettingen, GE). The pH of the
culture medium was measured with an Orion model 710A
potentiometer (Orion Research Inc, Boston, MA, USA).
The sugars analysis was performed with HPLC system
consisted of a DIONEX DX-600 chromatograph equipped
with a Electrochemical Detector ED50, a CarboPac™ PA 1
column (4 mm x 270 mm), and a CarboPac™ PA 1 guard

" column (4 mm x 500 mm), with a mobile phase of 200 mM

NaOH solution and a flow rate of 1 mL/min at 20°C. The
carbohydrates were analyzed from their retention times as
compared to those of the fructose, glucose, sucrose and
isomaltulose standards (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Culture medium optimization using
surface methodology

response

First experimental design. The experimental results of
glucosyltransferase production by the first 2°-FCCD are
shown in Table 1. The effect estimates for each variable:
sugar cane molasses (SCM), bacteriological peptone (BP)
and yeast extract Prodex Lac SD® (YEP), as well as the
interaction between them, were determined and reported in
Table 4. Both the r-test and p-value statistical parameters
are used to confinm the significance of factors studied. All
the independent variables had significant influence in
glucosyltransferase activity (p < 0.03), as well as the
interactions between them. The increase in BP
concentration frem 10 to 50 g/l led to an increase in
enzyme activity.

The parameter SCM (L) showed higher effect than SCM
(Q) indicating that the increase the concentration from 100
te 250 g/l. led to a decreased in glucosyltransferase
production. The independent variable ELP showed the
same effect. A model fitting was accomplished for the first
2*.FCCD in Table 1. The independent (glucosyltransferase
activity) and the dependent variables were fitted to the
second-order model equation and examined in terms of the
goodness of fit. The analysis of variance (ANOVA) was
used to evaluate the adequacy of the filted model. The R-
square value (determination coefficient) provided a
measure of how much of the vanability in the observed
response values could be explained by the experiment
factors and their interactions.

On the basis of ANOVA, as shown in Table 5, a second-
order model was established (Equation 2) deseribing the
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enzyme activity as a function of SCM, BP and YEP
concentrations. The pure error was very low (0.002)
indicating a good reproducibility of the experimental data.
Based on the F-fest, the model is predictive, since its
calculated F-value is higher than the eritical F-value. The
coded model was used to generate response surfaces and
contour curves for the analysis of the variable effects on
glucosyltransferase activity:

v =0.39-095%; +0.52x] + 0.24x> + 0.34x," - 0.68x; [2]
=0.27x3+ 0 24xpx; + 1,59, x5+ 0.14x2.x3

where y is the predicted response (glucosyltransferase
activily) and x;, x; and x; are the coded values of sugar cane
molasses, bacteriological peptone and yeast extract Prodex
Lac SD®, respectively. As can be seen in Figure 1 and

Figure 2 an increase in sugar cane molasses and yeast

extract Prodex Lac SD® concentrations led to an decrease
in enzyme activity. In the second experimental design, the
concentration ranges of SCM, BP and YEP were decreased.

Second experimental design. The trials and results for the
second 2°-FCCD are shown in Table 2. The effect estimates
were determined and reported in Table 4. The analysis of
the effects shows that an increase in the concentration of
‘bacteriological peptone from 5 to 35 g/l and concentration
of yeast extract from 10 to 50 g/L led to a decrease in
glucosyltransferase activity. All interactions between SCM,
BP and YEP were statistically significant for enzyme
activity. To test the fit of the model the regression equation
and determination coefficient (R-square) were calculated.
The model presented high determination cocfficient (R-
square = 0.90) explaining 90% of the variability in the
response (Table 6). The ANOVA of quadratic regression
model demonstrates that the model is highly significant, as
is evident from the F-test.

Based on these results the model can be utilized to generate
response surfaces and contour curves for the analysis of the
variable effects on glucosyltransferase activity. The
response surface and contour curves were oblained using
Equation 3:

v = 813 + 0.56x; - 0.64x] - 019 - 0.33x; - [3]
0.27x5.x; - 0.300,.x5 - 0.63x,.%;

It can be seen that an decrease in YEP led to an merease in
enzyme activity and the best concentrations for SCM and
BP were 135 to 190 g/L and 5 to 30 g/L, respectively.

Third experimental design. The trials and results for the
third 2>-FCCD are shown in Table 3. According to the
results obtained, the best conditions for glucosyliransferase
production occurred in experiments 15, 16 and 17
corresponding to the central points. These experiments
correspond to the cultivation medium composed by sugar
cane molasses 160 g/L., bacteriological peptone 20 g/L and
yeast extract Prodex Lac 8D 15 g/L.

On the basis of the ANOVA, shown in Table 6, a second-
order model (Equation 4) was established, describing the
enzyme activity as a function of SCM, BP and YEP
concentrations:

y =728 - 1.05x; - 238%; - 1.56x7 - 1.69x - [4]
0.68x,.%;

Based on the F-fest the model is predictive, since the F-
value caleulated is 8.75 higher than the critical F-value and
the determination coefficient 0.94 is close to unity. The
pure error was very low, indicating a good reproducibility
of the experimental data. The response surfaces and contour
cwrves in Figure 5 and Figure 6 were obtained using
Equation 4. Tt can be see that the maximum
glucosyltransferase activity point is situated close to the
central point.

The model predicted the maximum activity in culture
medium composed by SCM (160 g/1.), BP (20 g/L) and
YEP (15 g/L) in the conditions studied. It was obtained
7.26 U/ml (average of the central points) after 8 hrs
fermentation at 30°C.

Production of cell biomass: growth determination
and glucosyltransferase production under optimal
culture medium in 6.6-L fermenter

After optimization, fermentation kinetics was determined at
the optimized conditions, as observed in Figure 7.
Glucosyltransferase production and growth characteristics
of Erwinia sp. D12 using culture medium optimized are
illustrated. The glucosyltransferase production started at
exponential growth phase and the enzyme activity was
increased at the beginning of the cultivation (2 hrs of
fermentation time) and reached a maximum level.
Subsequently, the glucosyltransferase activity decreased
slowly after 9 hrs of fermentation time. The highest enzyme
activity was obtained after 9 hrs (29.88 U/mL) after
inoculum and the activity was maintained constant,
between 23-25 U/mL, until 14 hrs of fermentation time.
Thereafter, the glucosyltransferase production —was
diminished and after 24 hrs de enzyme activity decreased to
16.06 U/mL. The pH of the culture medium was about 6.5-
6.5 during fermentation, suggesting little production of acid
as a by-product.

The activity value of 29.88 U/mL obtained from Erwinia sp
D12 cells is approximately ten times higher than the one
produced by Park et al. (1996) using strain Klebsiella sp. in
a culture medium composed by 1% bacteriological peptone,
0.4% beel extract powder and 4% sucrose when they
obtained 2.95 UfmL. Huang et al. (1998) examined the
effects of carbon sources, inorganic salt and supplemental
nitrogen sources on intracellular glucosyltransferase
activity of Klebsiella planticola CCRC 19112, It was
obtained a maximum glucosyliransferase activity of 11.08
U/mL using a culture medium composed by 1% bacto-
tryptone, 7% sucrose, 3% tryptic soy broth and 0.5% NaCl.
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Li et al. (2004) using the strain Klebsiella sp. LX3 cultured
aerobically in the cultwre medivm composed by 4%
sucrose, 1% bacteriological peptone and 0.4% yeast extract.
The authors determined the glucosyltransferase activity in
cell culture, supernatant, cell-free extract and cell-debris
fractions. The enzyme activity of the cell-debris fraction
(19.2 U/mL) was almost identical to that of cell culture
fraction (20.1. U/mL). This result suggesting that the
glucosyltransferase is a eell wall bound enzyme. Moraes et
al. (2005) obtained 15.6 U/mL of glucosyltranferase
activity from Erwinia sp. cells incubated in 3.0-L. fermenter
containing culture medium composed by 12% sugar cane
molasses, 4% bacteriological peptone and 0.4% beef
extract, at 30°C 200 rpm and 1 vvm. Overall, in this work,
sugar cane molasses (agro-industrial residue) and
commercial yeast extract were used with the purpose of
resulting in a low cost culture media. The cell mass
obtained from the bioreactor fermentation was used in
further studies to verify the conversion of sucrose mto
1somaltulose from free-cells.

Performance of repeated batch operations using
free cells

The data obtained for 15 cycles of repeated batch operation
shown in Table 8 and Figure 8 indicated that free cells were
active and could be reused. The biomass (wet cell mass)
decreased with the batches of operation for the first five
¢veles of operation and remained almost steady for the
subsequent batches between 3.73 g and 3.33 g of wet cell
mass. The pH of the medium reaction remained constantly
between 6.0-6.5, however after seventy baiches the pH
decrease to 5.5 remained in this value suggesting little
production of acid as a by-product. It can be observe that
the growth as free cells did occur slowly (viable cell
number) in the reaction medium between the first and the
fifteenth batches. After eight batches the viable cell number
diminished gradually. The wet cell mass and the viable cell
mumber decreased but did not affect the conversion of
sucrose into isomaltulose. Table 8 and Figure 8 show the
high conversion of sucrose into isomaltulose between 73-
79%. As can be venfied the efficiency of production of
isomaltulose increased after the first batch, leading to
increases in  the isomaltulose concentration and
productivities (around 1.1 g/I. x h) in the last batches. The
highest conversion of sucrose into isomaltulose was 79.2%
(batch number eight). The isomaltulose production using
free Frwinia sp. cells was very efficient. It was obtamned
high yield from 35% sucrose solution with high speed
about fifty minutes reaction time for complete conversion.
Tsuyuki et al. (1992) obtained 63.9% isomaltulose using
cells of Klebsiella planticola MX-10 incubated with 20%
sucrose solution in 0.04 M calcium acetate buffer pH 5.6 at
20°C for 1 h incubation time. When 1 mL Klebsielia
planticola CCRC 19221 cell suspension was incubated with
5 mL of a 50% sucrose solution at 40°C for 24 hrs
incubation time with agitation it was obtained 76% of
isomaltulose (Huang et al. 1998). Harvested cells of
Pantoeae  dispersa  UQG68I, Protaminobacter rubrum
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CBS8574.77 and Erwinia rhapontici WAC2928 (Wu and
Birch, 2004) were resuspended i 0.2 ml, citrate-fosfate
buffer 0.1 moVL and they were incubated with 0.2 mL of
the same buffer containing 50% sucrose solution, After 20
min incubation time, the cell suspension of Pantoeae
dispersa TIQ68] yielded 79% isomaltulose. In the same
incubation time, Protaminobacter rubrum CBS574.77
accomplished 50% conversion, and Erwinia rhapontici
WAC2928 accomplished only 2% conversion.

CONCLUDING REMARKS

With the aid of the experimental design and response
surface methodelogy, the optimal concentrations of sugar
cane molasses, bacteriological peptone and yeast extract
Prodex Lac SD" for the production of ghicosyltransferase
by Erwinia sp. 1212 were found to be 160 g/L, 20 g/L and
15 g/L, respectively. The highest glucosyltransferase
activity was obtained at 30°C after 8 hrs of fermentation
time. The results were satisfactory and the components
sugar cane molasses and yeast extract Prodex Lac SD® are
very useful carbon and nitrogen sources, respectively to
enzyme production. Maximum glucosyltransferase activity
of 29.88 U/ml. was achieved in a 6.6-1 fermenter using the
optimized medium at 26°C, 200 rpm agitation, and 1 vwmn
aeration rate. The free Erwinia sp. D12 cells supported high
production levels in repeated batch operations and the
results showed potential for repeated reuse of free-cells.
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APPENDIX

FIGURES

Figure 1. Contour curve and response surface for the glucosyitransferase activity as a function of sugar cane molasses (SCM)
and veast extract Prodex Lac SD (YEP) concentrations. accordina to the first exoerimental desian.

Ghicosytransferase
acity (Umi)

Figure 2. Contour curve and response surface for the glucosyltransferase activity as a function of sugar cane molasses (SCM)
and bacteriological peptone (BP) concentrations, according to the first experimental design.

Glucosylransierase
Aty (W)

Figure 3. Contour curve and response surface for the giucosyltransferase activity as a function of sugar cane molasses (SCM)
and bacterioloaical peptone (BP) concentrations. according to the second experimental desian.
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TABLES

Table 1. Coded levels and real values (in parentheses) for the first factorial design {17
trials) and glucosyltransferase activity (UrmL}.

1
2 .................................................
3 -1(130.36)
4 +1(219.64)
S A(13036) 1 (18.10)
6 +1(21964) © -1(1810)
oy -1{130.36) 1 +1(41.90)
...... 8, Fa1.90)

0 (30)
959

0@E0)

*sugar cane molasses; "b'aaérifz-lggiga'l' 'bepléhe" °ve'é"

Table 2. Coded levels and real values (in parentheses) for the second factorial design
(17 trials) and glucosyitransferase activity (U/mL}.

-1 (18.10)
ENEED)
Aasan

3 NS

CAa10n)
{1107y

O 50)

0(20) "

*sugar cane molasses; “bacteriu\ﬁgﬁll"pebmne‘ “yeasi exiract Prodex Lac S0
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Glucosy p

Table 3. Coded levels and real values (in parentheses) for the third factorial design (17
triais) and glucosyltransferase activity (W/mL).

fT(igg78)
-1(13024)

-1.68 (110)
“““ +168 (210)
n 0 (160)

ogical pepto

Table 4. Main effects and interactions analysis for glucosyitransferase activity from the first and second factorial designs.

Big7as

0.00195%
0.000047.

- 0.10795%
002772

0.00549° | (3
t extract Prodex Lac SD°

? sugar cane molasses; i bactericlogical pep!
(L)! linear factor

{Q): quadratic factor
*Significant factors (p < 0.05)
**Significant factors (p < 0.20)
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Glucosyliransier ase
achity (i)

Figure 4. Contour curve and response surface for the glucosyitransferase activity as a function of sugar cane molasses (SCM)
and yeast extract Prodex Lac SD (YEP) concentrations, according te the second experimental design.

: Gucosylansierase
Attty (L)

Figure 5. Contour curve and response for the giucosy ase activity as a function of sugar cane molasses (SCM)
and bacteriological peptone (BP) concentrations, according to the third experimental design.

Ghicosyransierase
actity (Uiml)

Figure 6. Contour curve and response surface for the giucosyltransferase activity as a function of bacteriological peptone
(BP) and yeast extract Prodex Lac SD (YEP) concentrations, according to the third experimental design.
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Table 5. ANOVA for the first factorial design.

....... 4553
Residual 645 8
Lack of fit o 644 : 6
Pure error 0.002 o 2
T : s g7 ] 16
Determination coefficient R2= 085; Fogps = 3 44
Fratio (regression/residual).

Table 6. ANOVA for the second factorial design.

Reg
Residual
Lack of fit
Pure error

“F-ratio (regression/residual).

Table 7. ANOVA for the third factorial design.

24.84

261

255 : 10 0.25
0.67 ] 6.03
27.45 SR

*F-ratio (regression/residual)

Table 8. Conversion performance of the free cell system during the fifteen successive conversion batches of sucrose to
isomaltulose.
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Abstract

Isomaltulose is a reducing disaccharide commercially produced from the enzymatic conversion of sucrose, catalyzed by a microbial
glucosyltransferase. It is naturally found in small quantities in sugar cane extracts and honey. Not only does it have a low cariogenic potential,
but it is also used in the food industry as a sucrose substitute. In this study, the concentrations of the additives polyethylenimine and glutaraldehyde
in the process of alginate cell immobilization were optimized with the aid of an experimental design and response surface methodology. The
highest conversion rate of sucrose into isomaltulose occurred after 12 h conversion in Erienmeyer flasks at 30 "C with 150 rpm agitation. The
statistical analysis at a confidence level of 90% produced a correlation coefficient of (.90, and the polynomial model indicated 0.06% of
glutaraldehyde as being the best concentration of this additive for the immobilization procedure. Under these conditions the immobilized cells
showed better stability, and maintained a conversion rate above 50% after 282 h, as compared to cells without the additive.

€ 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Additives; Experimental design; Immobilized cells; Isomaltulose; Packed-bed column; Response surface methodology

1. Introduction

Isomaltulose is not only a reducing disaccharide but also a
‘structural isomer of sucrose. Naturally found in small quantity
in honey, sugar cane extracts and other fluids rich in sugar, it is
of great interest as a food ingredient, substituting sucrose. As
for the sensory and physical-chemical properties of isomaltu-
lose, they are similar to those of sucrose, the former showing
about half the sweetness of the latter. Moreover, isomaltulose is
less hygroscopic than sucrose [1].

Isomaltulose is non-cariogenic; bacteria of the oral flora are
unable to metabolize this sugar, preventing injury to the teeth
enamel [2,3]. It also has a low glycemic rate, meaning that the
velocity of the formation of monosaccharides in the blood
plasma is slower than for sucrose [4]. Thus, insulin release is
relatively reduced when compared to the administration of

* Corresponding author. Tel.: +55 19 3788 2175; fax: +55 19 3788 2153,
E-matl address; kawaguti @ feaunicamp.br (H.Y. Kawaguti).

1359-5113/% — see front matter & 2006 Elsevier Lid. AN rights reserved.
doi:10.1016j.prochie. 2006.05.003

other sugars, making its use possible for diabetics as well as for
foods and drinks for sports adepts [5]. [ts ingestion selectively
promotes the growth of the intestinal Aora, including that of the
bifidobacteria {6]. Since its stability is higher than that of
sucrose due to its higher stability to acids and resistance to
microbial metabolism, it protects the sweetness and taste of
both fermented foods and drinks [1]. It may be converted by
hydrogenation to a non-cariogenic sugar alcohol of low caloric
value called Tsomalt™, an ecquimolar mixture of a-p-
glucopyranosyl-1,6-sorbitol and «-glucopyranosyi-1,2-manni-
tol, used in dietetic and pharmaceutical products. The safety of
applying isomaltulose in the diet has been carefully studied and
verified, resulting in its unqualified approval for use as human
food [7]. Tt is currently used commercially as a sucrose
replacement in foods, drinks and pharmaceutical products [8].

Isomaltulose is produced from sucrose in a reaction
involving an enzyme named isomaltulose synthase (EC
54.99.11), also known as a-glucosyltransferase, sucrose
isomerase and sucrose mutase [5]. The chemical synthesis of
isomaltulose is rather demanding, but a small group of bacteria
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exists, that is capable of producing this sucrose isomer. They
include Protaminobacter rubrum [, Erwinia rhapontici [10],
Serratia plymuthica (11}, Klebsiella planticola [12] and
Pantoeae dispersa [13]. There has been a vested interest in
this microbial transformation, and it has already been produced
on an industrial scale in reactors using immobilized cells,
allowing for the continuous use of the cells and impeding
product contaminations, making immobilization a very
advantageous procedure. Furthermore, this process stabilizes
the bio-catalysis as well as maintaining the cells uniformly
distributed in the reactor, so that each molecule of the enzyme is
provided with an equal substrate supply [14]. According to the
literature, the use of additives in cell immobilization is
beneficial, increasing stability and resulting in a longer period
of conversion as compared to cells without treatment with
additives [15]. In a preliminary study, it was shown that the
addition of polyethylenimine and glutaraldehyde contributed to
the increase in stability of the immobilized cells, as cross-
linking agents. Subsequently, the concentration of these
additives was optimized in shaken flasks with, verifying the
shelf-life of the cells immobilized in a packed bed reactor, as
described below.

2. Materials and methods
2.1. Microorganism

A stock colture of Erwinia sp. 12, which is capable of converting sucrose
into isomaltulose, was maintained on 2 medium containing 6% (w/v) sucrose,
49% (wiv) peptone, (.4% (w/v) meat extract and 2% (w/v) agar, incubating for
15 h at 30 “C. After incubation, sterile vaseline was added {o the tubes. The
cultures were maintained at 5 °C.

2.2, Cell mass production

In order to obtain cells of Erwimia sp. D12 contaiming ntracellular glucosyl-
transferase, the cultivation of the microorganism was studied in a New Brunswick
BiofloIlc 6.6-1 capacity fermenter, in a medium composed of sugar cane molasses
(160 gfl), bacteriological peptone Biobris (20 ¢/1) and yeast extract Prodex Lac
SD (15 /. A loopful of the Erwinia sp. D12 culture grown in the mediom
described in Section 2.1 was inoculated into 250 ml Erlenmeyer flasks containing
100 ml of the medium. The flasks were incubated in a rotary shaker at 30 "C and
200 rpm for 15h. A 300m] aliquot was aseptically transferred into a 6.6-1
fermenter containing 2700 ml of the optimized culture medium. Fermentation
occurred at 26 "C, with constant agitation and aeration at 200 rpm and 1 vvm,
respectively. After 10h of fermentation, the cell mass was separated by cen-
trifugation for 15 min at 9650 » g at 5 “C and then washed twice with sterile
water. The wet cells obtained were used in the following experiments.

2.3, Effects of the treaments with additives on the stability of the
immaobilized cells and on the conversion of sucrose ta isomaliulose

2.3.1. The influence of the addition of additives on cell immobilization for the
conversion of sucrose to isomaltulose

For the preliminary study of the effects of additives on cell immobilization,
40% (wivy wet cells of Erwinia sp, D12 suspended in sterile distilled water, as
described in Section 2.2, were mixed with a 2% (w/v) sterile solution of Synth
sodium alginate containing 0.1% (w/v) of Tween $0, in the volume proportion
of 1:2. Immobilization was carricd out with the aid of 4 peristaltic pump. The
mixture was extruded through silicone tubing and dripped into a 2% (w/iv)
calcium chloride solution to form small 3 mm diameter beads, which were
maintained immersed in the same solution for 24 h at 5 °C. A 100 g sample of
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the immobilized cells was treated with a 0.75% (w/v) solution of polyethyle-
nimine for 5 min. The granules were then washed with sterile distilled water,
treated with a (.25% (v/v) glutaraldehyde solution for 20 min and finally
washed with sterilized distilled water again. Another 100 2 sample of the
tmmeobilized cells suffered no treatment with additives. Both cell samples,
treated and non-treated with additives, were transferred to (wo packed bed
reactors {1530 mm = 30 mm). A 35% {w/v) sucrose solution was then passed
through the reactors in an ascending flow of approximately 20 mbh. The column
temperatures were maintained at 30 °C and the conversion of sucrose into
isemaltulose was observed during 192 h.

2.4. The influence of additive concentration on the conversion of
sucrose into isomaliulose determined by response surface
methodology

An experiment was conducted using an experimental design and response
surface methodology to optimize the concentrations of the additives polyethy-
lenimine and glutaraldehyde. The Erwinia sp. D12 cells were immobilized as
described above. The beads were washed with sterile distilled water and treated
with different concentrations of the additives as shown in Table 1. For each
assay, 100 ml of cach additive solution were used to treat 20 g of immobilized
cells. After treatment with the additives, the immobilized cell granules were
washed with distilled water and re-suspended in 50 ml of a 35% sucrose
solution in flasks and shaken at 150 ypm and 30 “C. Aliguots were taken at
12, 24 and 36 h reaction and the isomaltulose production determined as
described in Section 2.6.

2.4.1. Experimental design and response surface methodology

Response surface methodology (RSM) is 4 technique for oplimization based
on factorial planning using 4 modelling process. RSM has two different stages,
modelling and displ nt, which are repeated as many times as necessary,
with the aim of achieving the best area of the studied surface. Modelling is
usually carried out by adjusting 1o simple models (finear and polynomial of &
secondary order or quadratic) and the responses obtained by factorial planning.
Displacement always occurs in the direction of the maximum inclination of a
determined model, in which the response varies in a sharper way.

A ceniral composite design for & factors, duly codified as (x;, ..., x), is
formed of three parts: one iy factorial (or cubic), having a total of myguin
coordimated points, in which x; = —1 orx; =+, forall the i =1, .. . : an axial
part {or star), formed by

Auyia = 2k (1)

which represents the points with all the null coordinates, except one, which is
equal o a certain value o (or —a), in which

14

& = Ny 2)
Table 1
Coded levels and real values (in brackets) for the 2° central composite design

(11 trials) for the conversion of sucrose into isomaltulose using additive-treated
immobilized cells

Assay Variable (%) Isomaltulose yield (%}
Polyethylenimine Glutaraldehyde 12h 24h 36h

1 =1 (@10 -1 {0.06) 6392 56,65 5230
2 +1 (0.65) =1 {0.02) 38.99 4727  494]
3 —1{0.10) +1 (0.11) 6835 6175 63.18
4 +1 (0.:65) +1 (011} 4589 50.77 5158
5 —1.41 {0y 0 (0.06) 7227 5696 5573
6 +1.41 {0.75) 0 (0.06) 3325 4783 5276
il 0{0.38) ~1.41 {0y 32.54 4501 4465
8 0 (0.38) +1.41 (0.13) 4208 5840 47.69
9 G {0.38) 0 {0.06) 58.52 4876 47.69
10 0 (0.38) 0 {0.06) 61.33  47.02 7.89
11 0 (0.38) O {0L06) 57.17 5048 4849
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and a total of ey assays made at the central point, where x, = .. x, = 0. The
dependent variables X; were codified according to the following equation, in
which X;; corresponds to the value of the central point:

x= (X = Xo)fAx, i=1,23, 0k 3

where x; corresponds to the non-dimensional value of the independeni variable;
X; is the real value of the independent variable; X, is the real value of the
independent variable at the central point and Ax; corresponds to the variation in
the real value of the variable {, equivalent i a variation of one unit in the non-
dimensional value of the variable i, The complete quadratic model for & Factors
is given by the following equation:

Y=Bo+ DR+ 3B+ 3D By + s @)

i<y

where the 8 values are estimated from the polynomial coefficicnts and the

values for x; represent the codified values. The data were analyzed using the

STATISTICA software (5.0-StatSoft version). After additive optimization,
conversion in the packed-bed columns with and without additive treated cells
way compared.

2.5. The influence of the additive glutaraldehyde on cell
immobilization for conversion of sucrose into isomaliulose

After optimization of the concentration of the additive in cell immobiliza-
tion using an experimental design and response surface methodology, the
conversion of sucrose to isomaltulose and the half-life of the column of
immobilized cells with and without glutaraldehyde were evaluated. The cells
were immobilized as described in Section 2.3.1. About 100 g of the cells were
then treated with 500 ml of 0.06% (v/v) glutaraldehyde for 20 min. Another
100 g sample was not treated with the additive. The (100 g) samples of beads
containing immobilized cells were then washed with distilled water and packed
into packed-bed reactors as described previously (15 cm x 3 cm diameter). A
35% (wiv) sucrose solution was then circulated through the reactors in an
ascending Aow at a rate of 20 ml/h, and the conversion continued for 282 h. The
temperature of the column was maintained at 30 "C. The conversion of sucrose
to isomaltulose was determined as described in Section 2.6.

2.6. Carbohydrate analysis

The sugars were determined using HPLC-PAD. The HPLC analysis was
performed using a DIONEX-DX 600 chromatograph with an IP235 isocratic
pump ind electrochemical detector. The sugars were separated using a Carboc
Pac™ PAT column (4 mm % 270 mm), Carboc Pac™ PA1 guard column and a
400 mM sodium hydroxide solution as the mobile phase. The flow rate was
1 ml/min at 20 °C. The carbohydrates were analyzed from their retention times
as compared to those of the fructose, glucese, sucrose and isomaltulose
standards (Sigma Ultra® - Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

3. Results and discussions

3.1. The influence of the addition of additives on cell
immobilization for the conversion of sucrose to
isomaltulose

The influence of the additives on the immobilized cells was
evaluated by comparing the effects on cell stability and the
conversion of sucrose into isomaltulose. Fig. 1 compares the
conversion by immobilized cells treated and not treated with
polyethylenimine and glutaraldehyde and packed into packed-
bed columns. Non-treated cells resulted in the highest
conversion of 60.54% at 12 h. The conversion rate remained
high until 60 h, when it was 47.96%. At 108 h there was a slight
increase in the rate of isomaltulose conversion, probably due to
a decrease in the flow rate. However, it seems that at 72 h, at
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Fig. 1. Sucrose to isomaltulose conversion using cells immobilized in calcium-

alginate in a packed-bed reactor: influence of the use of the additives glutar-
aldehyde and polyethylenimine.

which point the conversion rate was 33.94%, there was a
gradual decrease in the rate of isomaltulose formation, reaching
3.15% conversion at 192 h.

The packed-bed columns containing additive treated
immobilized cells showed better stability, but compared to
the non-treated cell columns, the conversion rate was lower,
being 27.15% at 12h and then gradually increasing to a
maximum of 47.86% at 84 h. The rate remained stable between
40% and 453% until 168 h, and then decreased reaching 25.18%
at 192 h. Treatment of the cells with the additives poly-
ethylenimine and glutaraldehyde resulted in a significant
increase in the stability of the immobilized cells. After this
study, in which the positive effect of the addition of the
additives on the conversion of sucrose to isomaltulose was
verified, the influence of the concentration of the additives on
cell immobilization was evaluated with the aid of an
experimental design and response surface methodology.

3.2. The influence of additive concentration on the
conversion of sucrose into isomaltulose determined by
response sirface methodology

An experimental design and response surface methodology
were used in the study of the effect of additives on the
immobilized cells used in the conversion of sucrose into
isomaltuiose, in order to determine the optimal levels of
polycthylenimine and glutaraldehyde required to obtain better
stability of the immobilized cells. The 2° central composite
design (22-CCDY presented in Table 1 was used to evaluate both
the independent variables polyethylenimine and glutaraldehyde
and the dependent variable or response for the conversion of
sucrose to isomaltulose.

The 2°-CCD resulted in a set of 11 experiments, with 4
factorial points, 3 replications at the central point, employed to
estimate the pure error and consequently the analysis of
variance, and 4 axial points (x = 1.41), to obtain the linear or
quadratic model resulting in a response surface and contour
curve after verification of the model. The conversion of sucrose



256



2038

Table 2
Estimated effects, standard errors, Student's r-test and p-test calculated for the
2* central composile design
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Table 3
Analysis of variance (ANOVA) and regression analysis for the 2% central
composite design

Factor Effect Standard error  1-Value p-Value Source Sum of squares  Degrees of freedom  Mean squares  F-test®
) Regression . 1846 40 03 615.47 20.01
Polyethylenimine ()" 589673 1.2256 48.1143  0.0004 Residual 215.31 07 0.76
Polyethylenimine (Q)° 26,1802 1,5033 —17.4155  0.0033 Lack of it 206.30 05 41.26 9,14
@ Pure error 9.01 02 4,51
Glutaraldehyde (L) ~1.2958  1.7938 —o7224 0sasy o ol alond "
Glutaraldehyde Q' 5.7002  1.5033 37978 0.0629 Coefficient of determination: &> = (.90,
5 g
M=y ~168387 1.7938 ~93872 0.0112 Fuogoa 7 Fiabutaea) = 3.26.

(L:) linear factor; (Q) guadratic factor.
Significant factors {p < 0.10).

into isomaltulose was determined at 12, 24 and 36 h, but since
the highest conversion was observed at 12 h, the statistical
analysis was evaluated at this point. Furthermore, the
conversion of suerose into isomaltulose showed a minimum
of 38.99% for assay 2 (0.65%-polyethylenimine and 0.02% of
‘glutaraldehyde) and a maximum of 72.27% for assay 5 (0%-
polyethylenimine and 0.06% of glutaraldehyde) both at 12 h of
fermentation. The concentrations of polyethylenimine and
glutaraldehyde evaluated and the decoded values are shown in
Table 1.

Table 2 presents the estimates of the main effects in the
conversion of sucrose into isomaltulose. The analysis of
variance (ANOVA) is shown in Table 3 and the significance
level of each coefficient was determined using Stadent’s r-tests.
By comparing the p-values for all the parameters, only
glutaraldehyde (L) was shown to have a significant effect
(p<0.10). The R? {coefficient of determination) of the
regression equation obtained from ANOVA was also high since
there was a highly significant value for F. Moreover, both the
pure error (9.01) and the lack of fit (206.30) were low in
comparison to the regression (1846.40), showing that this
equation could be used efficiently to predict the response of the
independent variables.

The coefficient of determination (Rz) obtained was (.90,
which means that the model explained 90% of the variation in
the response. Also, the low value for the pure error shows good
reproducibility of the experimental data. In order to confirm the
validation and adequacy of the model to represent the system,
the analysis of variance and F-test were carried out. The Fisher

oy ) FSOTRREORY

Fetest (Fy5=2001 > £,=3.26) was 6.51 times higher than

- the F, which is considered excellent for a confidence level of

Glotaraldelvde (51

90%. This value ensured a satisfactory adjustment of the
quadratic model to the experimental data. After ANOVA and
the validation of the study parameters, the following regression
equation was obtained:

¥ =58.97 — 13.09x; + 2.85x; — 8.49x7 &)
where y was the predicted response for the isomaltulose yield
(%) and x and x, were the coded values for polvethylenimine
and glutaraldehyde, respectively. From the coded model, both
the response surface and contour curve were then plotted
(Fig. 2). It was observed that in the additive concentration
range studied, the production of isomaltulose was enhanced at
low levels of pelyethylenimine (below 0.1%), with a tendency
to be optimum when the concentration was zero. Table 1 shows
that the lower the concentration of polyethylenimine, the higher
the conversion of sucrose at 12 h, The highest conversion of
72.27% occurred in assay 5, which contained only 0.06% of
glutaraldehyde and no polyethylenimine. Fig. 2 shows that the
ideal concentration for glutaraldehyde would be 0.06%. Based
on the results of the response surface methodology for the
additive concentrations, immobilized cells with 0.06% of glu-
taraldehyde were tested in terms of the conversion rate and cell
stability.

3.3. The influence of the additive glutaraldehyde on cell
immobilization in the conversion of sucrose to isomaliulose

Fig. 3 shows the conversion of sucrose into isomaltulose
using cells immobilised in calcium alginate, comparing cells

[P 1)

3%

ILOR 1375
Pofyehivienbming (%]

Fig. 2. Response surface and contour curve for isomaltulose yield as a function of polyethylenimine and glutaraldehyde concentrations.
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Fig. 3. Sucrose to isomaltulose conversion using cells immobilized in calcium-
alginate in a packed-bed reactor after optimization of glutaraldehyde concen-
tration on immobilization.

treated with 0.06% of glutaraldehyde with non-treated cells.
The maximum conversion rate of 66.08% of the 35% sucrose
solution was obtained with non-treated cells at 42 h. Never-
theless, the column stability was low, resulting in a rapid
decline in the conversion rate with time, from 37.33% at 66 h to
(% conversion at 282 h. The initial conversion rate in the
column with immobilized cells treated with 0.06% of
glutaraldehyde was 54.78% at 6 h, remaining stable at between
45% and 60% up to 114 h. After this point, a gradual increase in
sucrose conversion occurred, reaching 71.42% at 258 h.
Comparing these results with those of the preliminary study,
it was verified that the consequence of the optimization of the
additive by response surface methodology was to enhance the
conversion of sucrose into isomaltulose and obtain better
stability of the packed-bed column containing the immobilized
cells. The reduction in the conversion rate of sucrose into
isomaltulose that occurred with the non-glutaraldehyde-treated
immobilized cells could have been due to the un-bonding of the
cells from the support matrix, which would not have occurred
with the cross-linking alginate beads of immobilized cells
treated with ghitaraldehyde, and the increase in isomaltalose
production in this case could be explained by the increase in
viable cells on the surface and on the inside of the beads.
Shimizu et al. [15] studied the use of glutaraldehyde and
polycthylenimine in the immobilization of S. plymuthica
NCIB-8285 cells in alginate, in batch processes for the
conversion of sucrose into isomaltulose. The authors described
polyethylenimine as a cross-linking agent in the cells
immobilized in alginate and reported that glutaraldehyde
conferred greater rigidity and physical strength to the cells
immobilized in alginate. Without additive treatment, 62.9% of
isomaltulose was obtained from a 30% sucrose solution in the
first batch. In the second batch, the conversion decreased to
8.4%. In the third batch, there was no formation of
isomaltulose. Using a 0.1% glutaraldehyde solution, the
authors observed that, although the conversion decreased in
the first batch, obtaining only 31% of isomaltulose, the enzyme
remained stable, and after eight batches the conversion was
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about 20%, possibly because a concentration of 0.1%
glutaraldehyde was not sufficient to continue retaining the
immobilized cells in the alginate. They also showed that using
1.5% polyethylenimine, a larger amount of glutaraldehyde of
about 1% was required. They processed 36 batches with
conversion rates above 50% and 70 batches with conversion
rates above 25%. To sum up, optimization of the additive
concentration increased the stability of the immobilized cells as
compared to the values found in the preliminary study, before
optimization. In the latter case, the non-treated immobilized
cells quickly lost their conversion capacity. In contrast, before
optimization, the additive treated cells carried out conversion
for a shorter time. Barranco Florido et al. [16] used
immobilized Kluyveromyces marxianus cells treated with three
glutaraldehyde concentrations (0.1, 0.3 and 0.6 M) for the
hydrolysis of inulin in batch processes. [nitially, beads without
glutaraldehyde showed the highest enzymatic activity; but after
five runs, it had decreased to 39% of the initial activity.
Meanwhile, for immobilized cells treated with glutaraldehyde,
the residual activity was 79, 85 and 83% after five cycles for
concentrations of 0.1, 0.3 and 0.6 M. Using Teredinobacter
turnirae immobilized for alkaline protease production, the
application of glutaraldehyde at different concentrations and
treatment times was evaluated aimed at overcoming cell
leakage from the matrix. It was observed that higher
concentrations of glutaraldehyde and longer times reduced
protease production although the beads were stronger. The
authors attributed this to diffusional restrictions of the treated
beads [17]. Nighojkar et al. [18] used glutaraldehyde in the cell
immobilization of Aspergillus niger for polygalacturonase
production. Glutaraldehyde was used as a hardening agent in
the sodium alginate bead preparation and the beads formed
were very compact and very stable, leading to an increase in the
rigidity and mechanical strength of the immobilized cells.
However, the enzyme production decreased, possibly because
glutaraldehyde is toxic to the cells and may affect the viability
of the immobilized cells. Glutaraldehyde and polyethylenimine
were used as cross-linking agents with a sodium alginate gel for
the immobilization of Acidovorax facilis 72W cells for the
production of 4-cyanopentanoic acid. It was observed that
immobilization in alginate, followed by cross-linking with
glutaraldehyde and polyethylenimine stabilized the nitrilase
activity in consecutive batch reactions [19]. In the present
study, it was verified that the immobilization of Erwinia sp.
DI2 cells in alginate followed by cross-linking with
ghutaraldehyde, produced a sucrose to isomaltulose conversion
with greater stability than that obtained with non-additive
treated immobilized cells.

4. Conclusions

An experimental design and response surface methodology
were used to determine the optimal concentration of additives
in order to enhance the stability of FErwinia sp. D12
immobilized cells. In a preliminary study, it was verified that
immobilized cells treated with polyethylenimine and glutar-
aldehyde were more stable than non-treated cells. After
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optimization, the study showed that the additive polyethyle-
nimine was not essential to the immobilization, so only
glutaraldehyde at a concentration of 0.06% was applied. The
cells treated with the optimized additive presented a higher
yield (71.42%) as compared to the preliminary conversion
study (47.86%), also presenting better stability, with a
conversion rate above 55% at 282 h.
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Abstract

The food industry is constantly secking novel ingredients to improve existing products or to allow for the introduction of new products.
Isomaltulose is a reducing sugar with a sweet taste and very similar physical and organoleptic properties to those of sucrose. The strain Erwinia sp.
is able to convert sucrose into isomaltulose. A two level rotatory central composite design and response surface methodology were applied to verify
the influence and conditions for the production of isomaltulose by Erwinia sp. D12 free-cells in a batch process. The statistical analysis carried out
at a confidence level of 90% gave a cocfficient of determination of 0.90, and the polynomial model resulted in a response surface and contour curve
thar indicated the best parameters for the conversion of sucrose into isomaltulose as follows: temperare 35 °C, pH 6.5, wet cell mass 10% and
sucrose 35%. The free-cells of Erwinia sp. D12 were recycled during repeated-batch processes to produce isomalwlose from sucrose obtaining

high isomaltulose yields.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Fermentation; Free-cells; Isomaltulose; Repeated-baich process; Response surface methodology: Rotatory central composite design

1. Introduction

Isomaltulose, also called palatinose, is a reducing sugar and
a structural isomer of sucrose. This sugar, naturally present in
very small quantities in honey, sugar cane extract and other
sugar-rich fiuids [ 1 ], has generated significant interest in the Jast
two decades. It shows physicochemical and organoleptic
properties similar to those of sucrose. Isomaltulose is
noncariogenic and has a low glycemic index. Therefore the
insulin release is correspondingly reduced as compared to other
sugars, creating the possibility of its application in diabetic and
sport food and drinks. Its ingestion selectively promotes the
growth of beneficial bifidobacteria amongst the human
intestinal micro flora. It is more stable than sucrose, which
facilitates the maintenance of its sweetness and taste in
fermented foods and beverages, is less hygroscopic, and can be
simply converted into sugar alcohol, which has other useful
properties in foods [2,3]. The safety of isomaltulose has been
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comprehensively verified, resulting in its unqualified approval
as human food, and it is widely used commercially as a sucrose
substitute in foods, soft drinks and medicines [4,5]. A small
range of bacterial species are known to have the ability to
produce isomaltulose. These microorganisms include Prota-
minobacter rubrum [6], Erwinia rhapontici [7], Serratia
plymuthice [8], Kiebsiella planticola [1], Pantoeae dispersa
UQ68]1 [9] and Erwinia sp. D12 [10,11]. In this work, the effect
of temperature, pH, wet cell mass concentration and substrate
concentration on the production of isomaltulose by Erwinia sp.
D12, was studied with the aid of rotatory central composite
design and response surface methodology. An attempt was then
made to study the production of isomaltulose in repeated-batch
operations using free Erwinia sp. D12 cells.

2. Materials and methods
2.1, Microorganism and culture conditions

The strain Erwiniga sp. D12, isolated from fruits, was maintained and
culwred as described previously [11]. The strain was grown in 250 ml Erlen-

meyer flasks containing 50 ml of a seed culture medium containing 15% (wW/v)
sugar cane molasses, 1.5% (w/v) yeast extract Prodex™ and 2% (w/v) corn steep
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liquor Milhocina® for 15h at 30 °C in an orbital shaker (New Brunswick
Scientific, Edison, NJ, USA). An aliguot of 300 ml of the seed culture was
ransferred into 2700 ml of culture medium contained in a 6.6-1 fermenter New
Brunswick Bioflo IIc (New Brunswick Scientific) and incubated under the
following conditions: temperature 27 "C, aeration rate 1 vvm, and agitation speed
200 rpm. After 8 h of fermentation, the cell mass was separated by centrifugation
at 9630 » g for 15 min at 5 °C and washed twice with sterile water.

2.2, Conversion of sucrose into isomaltulose using a rotatory central
composite design

Response surface methodology was employed to evaluate the variables that
significantly affected isomaltulose production. A two level rotatory central
composite design (2*-RCCD) composed of 16 factorial points, eight axial points
(e =2), three replicates at the central point and giving a total of 27 assays, was
used in this study. The variables considered for the design were temperature,
pH, wet cell mass and sucrose concentration, and the coded and real values are
listed in Table 1 (the range values were chosen after preliminary tests). The in
vitro study for isomaltulose production was carried out in an orbital shaker at
150 rpm. All data were treated with the zid of the STATISTICA™ 5.5 pro-
gramme from Statsoft Ing. (2325 East 13th Street, Tulsa, OK, 74104, USA). The
carbohydrate analyses were carried out using a Dionex DX-600 High Perfor-
mance Liquid Chromatograph (Dionex Corporation, 1228 Titan Way, Sunny-
vale, CA, USA) as previously described [11].

2.3 Production of isomaltuiose using repeated-baich process

After studying the influence of temperature, pH and substrate and wet celt
nass concentrations on isomattulose production, repeated-batch processes were

Table 1

carried out in 250 ml Erlenmeyer flaks to confirm the best conditions for
isomaltulose production, comresponding to assays four, six and the central point.
abtained from 2*-RCCD. Erlenmeyer flasks containing 50 m! of sucrose solution
and free-cell of Erwinia sp. 12 were maintained in an orbital shaker at 150 rpm
for 15 min. At the end of the incubation of each batch, samples were collected and
submitted to analysis. The reaction medium was centrifuged at 9650 % ¢ for
20 min at 25 “C and the free-cells used for the next batch conversicn of sucrose
into isomaltulose with fresh substrate. This process was repeated 10 rimes.

3. Results and discussion

3.1. Conversion of sucrose into isomaltulose using a
rotatory central composite design

The results obtained for isomaltulose production by free-

. cells of Erwinia sp. D12 are shown in Table 1. The conversion

of sucrose into isomaltulose was determined after 15, 25 and
35 min incubation time. However, since the highest conversion
was already observed after 15 and 25 min, the statistical
analyses were applied to these periods; the data after 35 min not
being validated statistically (based on the £ -test, the model was
not predictive, since its calculated F-value was lower than the
critical £-value). The assays at the centre points (three points)
were included in the matrix and the statistical analysis was used
to identify the effect of each variable on the response. In
addition, both the T-test and P-value statistical parameters were

Coded levelsand real values (in brackets) for the two level rotatory central composite design (2*RCCD) and responses for the conversion of sucrose into isomaltulose

using free-cells of Erwinia sp. D12 and repeated-batch processes

Assay Level of variable Yield-isomaltlose (%)
iyl pH WCM? s 15 min 25 min 35 min
1 —1(30) ~1(6.1) —1(15) —-1(27.5) 57.22 55.14 48.77
2 1 {40y =1(6.1) =1{7.5} —1{27.5) 62.90 T70.26 58.84
3 =1 (30) 1{6.9) =1(7.5) =1427.5) 40.91 57.14 49.89
4 1 (4m) 1(6.9) —1.(7.5) —1(27.5) 63.08 1.2 50.54
5 =1 (30) —1 (6.1} 1(12.5) =1{27.5) 40.67 64.04 50.33
6 1 (40) —1(6.1) 1(12.5) ~1{27.5) 66.77 52.33 51.59
7 =1 {30y 165 1(12.5 —1{21.5) 4542 3697 46.76
8 14y 1(6.9) 1(12.5) =1{27.5} 60.45 57.88 58.76
9 —1(30) =161}y —=1(7.5) 1{42.5) 31.83 3395 37.31
10 1 {4 =1 {61} -1 (7.5) 1(42.5) 40.82 43.29 44,73
11 —1{30) 1 (6.9} ~1(7.5) 1(425) 25.56 3240 43.11
12 1 (40) 1(6.9) —1(7.5) 1 {42.5) 27.67 39.68 46.69
13 =1 (30) -1 (6.1) 1(12.5) 1{425) 37124 4110 31.77
14 1 {40y =1 (6.1) 1(12.5) 1 {42.5) 37.55 30.87 37.76
15 —-1430} 1{6.9) 1412.5) 1442.5) 30.02 48.61 37.50
16 1 {4 1{6.9) 1(12.5) 1 (42.5) 31.87 41.63 36.04
17 =2.(25) 0(6.5) 0 {10.00 0 (35.0) 42.65 44.96 42.19
18 2 (45) 0{6.5) 0 {10.00 0 (35.0) 53.42 63.44 49.85
19 0425) =2.(5.7) 0 (10.0) 0{35.0) 39.42 43.13 4571
20 0 (35) 2(7.3) 0 {10.0) 0 {35.0) 3592 4546 45.29
21 0 (35) 0(6.5) =2 (5.0 0 {35.0) 30.74 41.67 46.49
22 0(35) 0 (6.5) (150 0{35.0) 49.00 45.80 50.51
23 0 {(35) 0 (6.5) 0 {10.0y =2 (20) 47.62 55.59 56.81
24 (4 {33) 0 (6.5} 0 (10.0) 2 (50) 29.03 31.45 41.28
25 0(35) 0 (6.5) O {10.0) 0(35.0) 54.93 44,58 42.12
26 0(35) 0 (6.5) 0 {10.0) 0 (35.0) 50.29 44.65 47.54
27 0(35) 0 {6.5) 0 (10.0) 0(35.0) 47.51 45.24 41.94

* Temperature (°C).
" Wet cell mass (%).
“ Substrate concentration (% sucrose).
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used to confirm the significance of the factors studied. After
15 min, the maximum isomaltulose production observed was
66.77% (assay 6) with a reaction temperature of 40 °C, pH 5.7,
12.5% wet cell mass and 27.5% of sucrose concentration. The
lowest yield of isomaltulose obtained was 25.26% (assay 11).
An excess of sucrose (50%, w/v) affected the activity of the
free-cells, decreasing the conversion of sucrose to 29.03% of
isomaltulose (assay 24). As can be seen in assay 23, decreasing
the sucrose concentration to 20% and maintaining the same
parameters as assay 24, the production of isomaltulose
increased to 47.62%. Tate & Lyle [12] also verified the
influence of sucrose concentration (12.5-60%) using immo-
bilized cells of Erwinia raphontici at 30 °C. The highest
isomaltulose production was obtained using a sucrose solution
35%, and high sucrose concentrations about 55% decreased the
isomaltulose yield. Cheetham et al. [7] observed that an excess
of sucrose in the immobilized cells inhibited the production of
isomaltulose from sucrose.

Both the T“test and P-value (P < 0.10) statistical parameters
were used to confirm the significance of the parameters studied.
The analysis of the effects showed that the substrate
concentration (SC) is the most important significant variable
(linear parameter value = —17.5950) and has a negative effect
in the range studied, since an increase in the concentration of
this variable from 20 to 50% led to a decrease in isomaltulose
yield. The variables pH (linear parameter value = —4.6767 and
quadratic parameter value = —5.6767) and wet cell mass
(quadratic parameter value = —4.5767) also showed negative
effects on isomaltulose production. The temperature also
showed a significant effect on isomaltulose production (linear
parameter value = 8.5733), but its influence was positive, since
an increase in temperature in the range studied, led to an
increase in isomaltulose yield. The independent and dependent
variables were fitted to the second-order model equation. They
were examined in terms of their goodness of fit. On the basis of
the analysis of variance a second order model (Eq. (1)) was
established, describing the isomaltulose production as a
function of temperature (T), pH, wet cell mass (WCM) and
sucrose concentration (SC). The pure error was very low
(28.1048), indicating good reproducibility of the experimental
data. Based on the F-test, the model is predictive, since its
calculated F-value (F 00 = 14.66) was higher than the critical
fl-value (Foop7,10=2.06). The quadratic regression model
demonstrated that the model was significant at a confidence
level of 90% (P < 0.10), as evidenced by the F-test (F mode:
exceeded the tabulated value of Fogg.7.0 by 7.2 times). The
model presented a high coefficient of determination (R” = (0,90)
explaining 90% of the variability in the response. Based on
these results the quadratic model can be used to generate
response surfaces and contour curves for the analysis of the
effects of the variables on isomaltulose production. The
response surface and contour curves were obtained using the
following equation:

¥ = 5091 +4.29x, —2.34x; — 2.84x5 — 2.20x} — 8.80x4
—2.67x% — 3.54xx; (1

where y is the predicted response for the isomaltulose yield
after 5 min incubation time and x,, x5, x3 and x, are the coded
values for temperature, pH, wet cell mass and sucrose con-
centration, respectively. The response surfaces and contour
curves (Fig. 1) represented the predicted model, indicating
the levels of the variables required to optimise the process.
Fig. 1a and b show that the highest isomaltulose yields would be
obtained using WCM ranging from 7.5 to 12.5% and 10% of
WCM would be the optimum concentration. [t can be chserved
that 20-30% is the best range of SC to obtain good results for
isomaltulose production, with yields above 50% (Fig. 1b and c).
With respect to pH, the izomaltulose yield was high in a wide
range of pH, from 5.5 to 7.0. The optimal pH range for
conversion of sucrose into isomaltulose would be 6.0-6.5
(Fig. 1b and c). Fig. ia shows a tendency to obtain higher
isomaltulose yields at temperatures above 40 °C (above 30% of
isomaltulose), however, high temperatures could inactivate the
enzyme. Xyrofin et al. [13] studied the influence of emperature
on sucrose production from immobilized cells of P, rubrum, S.
plymuthica and E. rhapontici. Temperatures ranging from 35 to
45 °C partially inactivated the immobilized cells, decreasing
the conversion of sucrose into isomaltulose, and temperatures
above 55 °C completely inactivated the cells of P rubrum in
24 h.

The production of isomaitulose from Erwinia sp. D12 free-
cells was also analysed after 25 min incubation time. Table 1
shows the assays and results for the two level rotatory central
composite design (2*-RCCD). It can be seen that hi gh values
of isomaltulose production from sucrose were obtained after
25 min, the maximum isomaltulose production observed
being 70.26% (run two) with a reaction temperature of 40 °C,
pH of 6.1, 7.5% wet cell mass and 27.5% of sucrose
concentration. An analysis of the effects shows that the SC
(lincar parameter value = —15.6442) is the most important
significant variable (P < 0.05), since an increase in the
concentration of this variable from 20 to 50 g 17" could lead
to a decrease in the isomaltulose yield after 25 min reaction
time. The pH was also shown to be a significant variable
(linear parameter value = —1.2325) and in the pH range from
5.7 to 7.3 a decrease in isomaltulose production occurred.
However, the variables T (linear parameter value = 5.0642
and quadratic parameter value =5.9281) and WCM (linear
parameter value = 2.7175) showed a positive influence on
isomaltulose production in the range studied. On the basis of
the analysis of variance, a second-order coded model (Eq. (2))
was established, describing the isomaltulose yield as a
function of temperature, pH, wet cell mass and sucrose
concentration:

y=44.82 +2.53xr; — 2.92¢7 — 0.62x, — 0.49 + 1.36x3
+0.35x3 + 7.360x4 — 1.32x1x7 — 2.48x;x3 + 0.94x 34
-+ ().8],\'2)::3 + 2.58,{'3,\,‘4 (2)

The model presented a satisfactory coefficient of determina-
tion (R®=0.86) explaining 86% of the variability in the
response. Based on the F-test, the model is predictive, since
the calculated Foq9 value was 2.9 times higher than
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Fig. 1. Response surfaces and contour curves for isomaltulose production by Erwinia sp. D12 free-cells using response surface methodology after 15 min of reaction
time: {a) isomaltulose yield as a function of temperature and wet cell mass, (b) isomaltulose yield as a function of pH and wet cell mass und (c) isomaltulose yield as a

function of pH and sucrose concentration.

the critical F-value. Based on these results, the response
surfaces and contour curves (Fig. 2) were obtained using
Eq. (2). The response surface and contour curves showing
the effect of T, pH, WCM and SC are shown in Fig. 2. Fig. 2¢
shows that the highest isomaltulose yields (above 65%)
were obtained using WCM concentrations below 12.5%,
and Fig. 2a and b show that sucrose concentrations below
35% led to an increase in isomaltulose production in
the range studied (20-50%). A wide range of pH from 5.5

to 7.5 could be used to obtain high isomaltulose yields
(Fig. 2b).

The 2*-RCCD was also used to evaluate the influence of
temperature, pH, wet cell mass concentration and substrate
concentration on the residual sucrose content. The results
obtained for residual sucrose after conversion of sucrose into
isomaltulose by free-cells of Erwinia sp. D12 after 15, 25 and
35 min incubation time are shown in Table 2. The statistical
analysis was evaluated after 15 min since the data obtained
after 25 and 35 min were not statistically valid (based on the £ -
test, the model was not predictive, since its calculated £ -value
was lower than the critical F-value). Table 2 shows that after
15 min incubation time the highest value for sucrose was
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Fig. 2. Response surfaces and contour curves for isomaltulose production by Erwinia sp. D12 free-cells using response surface methodology after 25 min of reaction
time: {a) isomaltulose yield as a function of temperature and sucrose concentration, (b) isomaltalose yield as a fuaction of pH and sucrose concentration and (c)

isomaltulose yield as a fanction of wei cell mass and sucrose concentration.

obtained in assay 23 with a reaction temperature of 35 °C, pH of
6.5, 5.0% wet cell mass and 27.5% of sucrose concentration.
Total sucrose conversion could be seen in assays 5, 7 and 18.
After 25 min many assays presented total sucrose conversion
(assays from 2 to 8 and 18). However, assays 21 and 24
presented sucrose concentrations above 30% after 25 min
incubation time. The analysis of the effects (£ < 0.10) showed
that the variable SC presented a positive significant effect
(linear parameter value=7.7675 and quadratic parameter
value = 6.7985) since an increase in the sucrose concentration
from 20 w0 50 g/l led to an increase in sucrose conversion.
However, the variables pH (quadratic parameter value=

—2.8858), WCM (quadratic parameter value = —11.5258)
and T (linear parameter value=—2.7642 and quadratic
parameter value = —14.9365) showed negative significant
effects in the range studied. The quadratic regression model
demonstrated that the model was significant at a confidence
level of 90% (p<0.10), as evidenced by the F-test
Fmoder =220 was  higher than the tabulated value of
Foos.a:2=2.03). The adequacy of the model was checked
by the coefficient of determination (Rz), whose value was 0.80.
The pure error was very low (2.0781), indicating satisfactory
reproducibility of the data obtained. Based on these results the
model can be utilized to generate response surfaces and contour
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Table 2

Coded levels and real values (in brackets) for the two level rotatory central composite design (2'-RCCD) and response for residual sucrose from the conversion of
sucrose into isomaltulose using free-cells of Erwinia sp. D12 and repeated-batch processes, after 15 min incubation time

Assay Variable level Residual sucrose (%)
g pH WCMP sC° 15 min 25 min 35 min
1 ~1(30) ~1{6.1) ~1(7.5) —~1{271.5) R.68 2.02 0.00
2 1 (40) ~1(6.1) -1(7.5) -1{27.5) 6.78 0.00 0.00
3 ~1(30) 1(6.9) -1(7.5 —1{27.5) 7.88 0.00 0.00
4 1 (40) 1(6.9) —1(7.5) ~1(27.5) 8.45 0.00 0.00
5 ~1(30) ~I{6.1} 1(12.5) ~1(27.5) 0.00 0.00 0.00
6 1 (dD) —1(6.) 1 {12.5) =1(27.5) 4.16 0.00 0.00
7 —1 (3D 1(69) 1(12.5) ~1(275) 0.00 0.00 0.00
8 1 (40) 1(69) 1¢12.5) Z1(27.5) 235 0.00 0.00
9 =1 (30} ~1(6.1) —1(7.5) I{42.5) 9617 12.64 4.86
10 1 (40) —1(6.1) ~1(7.5) 1 {42.5) 18.75 5.28 1.86
11 —1(30) 1(6.9) ~1.(7.5) 1 {42.5) 3217 19.69 13.06
12 1 (40) 1(6.9) ~1(7.5) 1(42.5) 18.95 8.07 341
13 —1(30) ~1{6.1) 1(12.5) 1 (42.5) 1335 3.63 0.00
14 1 (40) —1{6.1) 1(12.5) 1(42.5) 1031 2.67 0.00
15 —1{30) 1(6.9) 1(12.5) 1(42.5) 9.64 274 0.00
16 1 (40) 1(6.9) 1(12.5) 1{42.5) 6.07 1.46 0.00
17 =2(25) 0(6.5) 0(10.0) 0(35.09 5.55 1.56 0.00
18 2 (45) 0(6.5) 0 (10.0) 0(35.0) 0.00 0.00 0.00
19 0 (25) =2(5.7) 0 (10.0) 0 (35.0) 38.73 18.56 6.44
20 0(25) 2(13) 0(10.0) 0 (35.0) 22.76 6.53 1.99
21 0(25) 0(6.5) 2 (5.0) 0(35.0) 46.34 3L10 1822
22 0(25) 0(6.5 2 {15.0) 0 (35.0) 18.16 3.34 0.00
23 0(25) 0(6.5) 0(10.0) —2 (20} 47.22 2231 730
24 . 0(25) 0(6.5) 0 (10.0) 2 (50 45.27 30.92 24.96
25 0(25) 0(6.5) 0 (10.0) 0 (35.00 20.48 4.89 0.00
26 0(25) 0(6.5) 0 (10.0) 0 (35.0) 22.38 4.05 0.00
27 0 (25) 0(6.5) 0¢10.0) 0(35.00 20.79 4.57 0.00

* Temperature {°C).
© Wet cell mass (%).
¢ Substrate concentration (% sucrose).

curves for the analysis of the variable effects on sucrose
conversion. The response surface and contour curves were
obtained using Eq. (3):

¥ = 44.82 + 2.53x) — 2.92x7 — 0.62x; — 0.49x% + 1.36x;
+ 0.35x5 + 7.360x1 — 1.32x;x3 — 2.48x;x3 + 0.94x,4
+ 081xpxs + 2.58x304 3)

where ¥ was the predicted response for residual sucrose and
X1s X, X3, x4 were the coded values for temperature, pH, wet
cell mass and substrate concentration, respectively. From the
coded model both the response surface and contour curve
were then plotted (Fig. 3). It can be observed that the best
wet cell mass concentration would be 10% in the range
investigated (Fig. 3c). Fig. 3a—c indicated that sucrose con-
centrations ranging from 20 to 40% presented high conver-
sion of sucrose into isomaltulose and the optimum
concentration would be 35%. Fig. 3b shows that the variable
pH at values above 6.5 led to an increase in sucrose con-
version to isomaltulose, in the range investigated. Tempera-
tures above 33 °C presented the best results for sucrose
conversion into isomaltulose (Fig. 3a).

3.2, Production of isomaltulose using repeated-batch
fermentation

Duplicate assays were carried out to verify the best conditions
for isomaltulose production in repeated-batch processes. The
parameters used were obtained from assays corresponding to the
central point (named assay A—temperature 35 °C, pH 6.5, wet
cell mass 10% and sucrose concentration 35%), number four
(named assay B—temperature 40 °C, pH 6.9, wet cell mass 7.5%
and sucrose concentration 27.5%) and number six (named assay
C—temperature 40 °C, pH 6.1, wet cell mass 12.5% and sucrose
concentration 27.5%) from the 2*-RCCD (Table 1). The data
obtained for 10 cycles of the repeated-batch operation indicated
that the free-cells were active and could be reused. Similar
conversion rates were obtained using free-cells in the initial
batches of arepeated-batch process. The isomaltulose production
in assays B and C was a little higher than those in assay A in the
first six batches. Assay B produced an isomaltulose yield from
74.99% = 6.66 (third batch) to 12.56% =+ 8.95 (batch number
10). The isomaltulose yield decreased from 77.00% =% 14.58
(second batch) to 2.009% + 0.12 (batch number 10) using the
conditions of assay C. In the first six batches high isomaltulose
yields were obtained using assays A and B. However, after this
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Fig. 3. Responsc surfaces and contour curves for sucrose conversion by Erwinia sp. D12 free-cells using response surface methodology after 23 min of reaction time:
{a) 1somaltulose yield as a function of temperature and sucrose concentration, (b) isomaltulose yield as a function of pH and sucrese concentration and (c)

isomaltulose yield as a function of wet cell mass and sucrose concentration.

cycle the conversion of sucrose into isomaltulose decreased
quickly due to enzyme inactivation by the temperature. Using the
free-cells and the assay A conditions, the cells remained viable
for more cycles with high isomaltulose yields. The highest
conversion of sucrose into isomaltulose of 73.23% 4 8.43 was
obtained in batch number 1 and after the first batch the efficiency
of isomaltulose production decreased slightly, reaching
56.44% =+ 0.51 in batch number 10. Some studies have reported
the conversion of sucrose into isomaltulose using microorgan-
isms, but no reports of the use of repeated-batch process for
isomaltulose production were found. Huang et al. {1] obtained
76% of isomaltulose from sucrose using whole cells of K.
planticala CCRC 10112 Using a purified enzyme from the strain
K. planticola MX-10, 63.9% of isomaltulose was obtained from

sucrose [14]. Véronese and Perlot [15] obtained 72.6%
isomaltulose using a purified glucosyltransferase from S.
plymuthica ATCC 15928. The isomaltulose yields obtained
from immobilized cells of Erwinia sp. [16} and Kiebsiella sp.
LX3[17] in calcium alginate were 30 and 87%, respectively. The
isomaltulose yield using immobilized cells of $. plymuthica in
chitosan was 80% [3]. The free Erwinia sp. D12 cells supported
high production levels in repeated-batch operations and the
results showed potential for repeated reuse of free-cells.

4. Conclusions

A two level rotatory central composite design and response
surface methodology were applied to verify the influence of the
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parameters temperature, pH, wet cell mass concentration and
substrate concentration on isomaltulose production. Using
repeated-batch processes it was shown that the optimal
parameters for isomaltulose production were temperature
35°C, pH 6.5, 10% wet cell mass and 35% sucrose
concentration. The results showed the potential for the repeated
reuse of the cell mass of Erwinia sp. D12 for the conversion of
sucrose into isomaltulose.
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Abstract The enzyme glucosyltransferase is an
industrially important enzyme since it produces non-
cariogenic isomaltulose (6-0-z-p-glucopyronosyl-1-6-n-
fructofuranose) from sucrose by intramolecular
transglucosylation. The experimental designs and
response surface methodology (RSM) were applied for
the optimisation of the nutrient concentrations in the
culture medium for the production of glucosyltrans-
ferase by Erwinia sp. D12 in shaken flasks at 200 rpm
and 30°C. A statistical analysis of the results showed
that, in the range studied, the factors had a significant
effect (P < 0.05) on glucosyltransferase production and
the highest enzyme activity (10.84 U/ml) was observed
in culture medium containing sugar cane molasses
(150 g 1Y), corn steep liquor (20 g ™), yeast extract
Prodex Lac SD® (15g1") and K;HPO, (0.5 g1h
after 8 h at 30°C. The production of cell biomass by the
strain of Erwinia sp. D12 was carried out in a 6.6-
fermenter with a mixing rate of 200 rpm and an aera-
tion rate of 1 vvm. Fermentation time, cellular growth,
medium pH and glucosyltransferase production were
observed. The greatest glucosyltransferase activity was
22.49 U/ml, obtained after 8 h of fermentation. The
isomaltulose production from sucrose was performed
using free Erwinia sp. D12 cells in a barch process
using an orbital shaker. The influence of the parame-
ters sucrose concentration, temperature, pH, and cell
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concentration on the conversion of sucrose into iso-
maltulose was studied. The free cells showed a high
conversion rate of sucrose into isomaltulose using
batch fermentation, obtaining an isomaltulose yield of
72.11% from sucrose solution 35% at 35°C.

Keywords Free cells - Isomaltulose - Repeated-batch
process - Response surface methodology

Introduction

Isomaltulose is a sucrose isomer obtained commer-
cially by the enzymatic conversion of sucrose catalysed
by microbial glucosyltransferase and can be found
naturally in honey and sugar cane extracts in very small
quantities. It has been suggested as a non-cariogenic
alternative to sucrose, and as such is currently in wide
use as a sugar substitute in foods. It can also be con-
verted into a sugar-alcohol mixture known as Iso-
malt®, that has low caloric value and NON-Cariogenic
properties. In experimental studies with rats [15, 17)
and in human studies [24], the production of insoluble
glucan and acids from isomaltulose by strains of
Streptococcus mutans was very low when compared to
sucrose. Isomaltulose is perceived to be about 50% as
sweet as sucrose [3, 4, 6, 15, 17, 20, 22, 23, 24] and
shows very similar physical and organoleptic properties
[2, 6]. In the organism, isomaltulose is hydrolysed by
isomaltase and absorbed as glucose and fructose {23].
Uniike sucrose, the ingestion of isomaltulose has only a
minor effect on glycemia, indicating its potential as a
parenteral nutrient acceptable to both diabetics and
non-diabetics {7, 8]. Teratogenic or mutagenic effects
and toxicity are not associated with the consumption of
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isomaltulose by rats, it thus being safe for use in foods
[11].

The conversion of sucrose into isomaltulose can be
carried out using free cells [5, 19] or immobilized cells
[1,2, 4, 10, 8, 20, 25]. Response surface methodology
was used to evaluate the effect of the culture medium
components on glucosyltransferase activity, with the
purpose of producing a low cost culture media. A two
level fractional factorial design (2°1-FFD) was used to
select the significant factors, and a two level rotatory
cenlral composite design (2°-RCCD) used to optimise
the culture medium. This paper reports the production
of isomaltulose from sucrose using free Erwinia sp.
D12 cells in repeated-batch processes.

Materials and methods
Microorganism and maintenance

Erwinia sp. D12, a producer of glucosyltransferase, was
obtained from the Laboratory of Biochemistry (Fac-
ulty of Food Engineering/UNICAMP). The microor-
ganism was maintained in a culture medium containing
the following ingredients per litre of sterile water: 6 g
sucrose, 4 g peptone, 0.4 g beef extract and 2 g agar.
The cultures were kept at 5°C.

Optimisation of a culture medium containing agri-
cultural wastes, using response surface methodology.

The in vitro study for the optimisation of the culture
medium (in shaken flasks) was carried out using an
experimental design and response surface methodol-
ogy (RSM). All data’ were treated with the aid of
STATISTICA®™ 5.0 from Statsoft Inc. (2325 East 13th
Street, Tulsa, OK, 74104, USA).

Cultivation and enzyme production

The seed medium had the same composition as the
production medium as shown in Tables 1,2, 3 and 4. A
loop full of cells was inoculated into 50 ml of seed
medium coniained in 250 ml Erlenmeyer flasks and
incubated in an orbital shaker (New Brunswick Scien-
tific, Edison, NJ, USA) at 30°C and 200 rpm for 15 h.
This seed culture was inoculated into the production
medium at a rate of 10% (v/v). After 8 h of fermenta-
tion, the culture was centrifuged at 10,070xg for 15 min
and the glucosyltranferase activity determined.

Glucosyltransferase assay

The glucosyltransferase activity was determined from
the increase in reducing power of a solution containing

) Springer

Table 1 Two level fractional factorial design (2*'-FFD) and the
response for glucosyltransferase activity from Erwinia sp. D12

Assay  Variable levels® Response
SCM" CSL* YEPY K,HPO, pH Enzyme
activity {U/ml)
1 -1 -1 -1 -1 1 227
2 1 -1 -1 -1 -1 LA
3 -1 1 -1 -1 -1 411
4 1 1 -1 -1 1 1244
5 -1 -1 1 -1 -1 3.59
6 1 =1 1 -1 1 1468
7 -1 1 1 -1 1 5.56
8 1 1 1 -1 -1 0.20
9 -1 =1 =1 ) -1 240
10 1 -1 -1 1 1 5.89
1 -1 1 -1 1 1 577
12 1 1 -1 1 -1 0.20
13 -1 -1 1 1 1 5.12
14 1 -1 1. 1 -1 0.68
15 -1 1 1 1 -1 482
16 1 1 1 13 1 1192
17 0 a (] \] 0 1128
18 1} 0 0 0 0 12.28
19 0 0 0 0 0 1130

2 Coded variables "Sugar cane molasses “Corn steep liquor-
Milhocina® “Yeast extract Prodex™

Table 2 The variables and their levels for the two level frac-
tional factorial design (2°7'-FFD)

Variable Coded variable levels

=1 0 +1
Sugar cane molasses {g I') 200 100.0 180.0
Cormn steep liquor (g 1) 5.0 20.0 350
Yeast extract Prodex® (g 17"} 5.0 10.0 150
KoHPO, (g17) 05 10 L3
pH 50 7.0 9.0

sucrose as described by Park et al. [16], with modifi-
cations. For the extraction of the intracellular enzyme,
the cell mass was washed twice with distilled water and
then suspended in 50 ml 0.05M citrate—phosphate
buffer, pH 6.0. The cell suspension was cooled to 5°C
and disrupted by ultrasonic vibration (180 W for 20 s).
After cell wall disruption, the samples were centrifuged
at 12,300xg for 15 min at 5°C.

The enzyme activity of the supernatant was then
determined. A mixture of 450 pl of a 4.0% (w/v) su-
crose solution in 0.05 M citrate-phosphate buffer pH
6.0, and 50 pl of enzyme solution, were incubated for
20 min at 35°C. Reducing sugars were measured by
Somogyi’s method [21] using glucose as the standard.
One unit of glucosyltransferase activity (U) was de-
fined as the amount of enzyme that liberates 1 pmol of
reducing sugar (isomaltulose )/minute from the sucrose
solution, under standard assay conditions.
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Table 3 Two level rotatory central composite design (2°-
RCCD) and response for Erwinia sp. D12 glucosyltransferase

Assay Levels of the variables® Response
SCM® YEP© pH Enzyme
activity (U/mt)
1 -1 -1 -1 7.88
2 +1 -1 -1 753
3 -1 +1 -1 10.21
4 +1 +1 -1 177
5 -1 -1 +1 5.56
6 +1 -1 +1 7.37
7 =1 +1 +1 7.83
8 +1 +1 +1 7.71
9 —1.68 1] 0 4.96
10 +1.68 0 0 6.35
11 0 -1.68 0 6.71
12 0 +1.68 0 823
13 0 0 ~1.68 0.70
14 0 0 +1.68 8.26
15 0 0 0 10.84
16 0 0 0 10.64
17 0 Q ] 10.72

Corn steep liquor-Milhocina® fixed at 20 g 1", K,HPQ, fixed at
05gl

# Coded variables

° Sugar cane molasses “Yeast extract Prodex®

Table 4 Variables and their levels for the two level rotatory
central composite design (2°-RCCD)

Variable

Coded variable levels
~1.68 -1 0 +1

+1.68

Sugar cane molasses &g Iy 300 786 1500 2214 2700
Yeast extract Prodex” (g17) 20 73 150 227 280
pH 6.0 7.6 8.5 94 100

Evaluation of the effect of the variables
on glucosyltransferase activity

A two level fractional factorial design (2°'-FFD)) was
employed to evaluate the variables that significantly
atfected glucosyltransferase activity. Table 1 shows the
27"L.FFD matrix covering the five variables, to evaluate
their effect on glucosyltranferase activity. The vari-
ables considered for the design were sugar cane
molasses (x,/SCM), corn steep liquor (x,/CSL), yeast
extract Prodex Lac SD® (x5/YEP), K;HPO, (x4) and
pH (xs). These factors and their levels are listed in
Table 2. The sugar cane molasses, corn steep liquor
(Milhocina®) and yeast extract Prodex Lac SD® were
obtained from the Companhia Energética Santa Elisa;
Corn Products Brazil and Prodesa Produtos Especiais
para Alimentos Ltda, respectively.
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~ Each independent variable was investigated at a
high (+1) and a low (-1) level. Centre point runs (three
points) were included in the matrix and a statistical
analysis was used to identify the effect of each variable
on the response. The significance was determined by
applying the Student’s ¢ test, P value and significance
levels.

Optimisation using rotatory central composite
design and response surface methodology

Response surface methodology was used lo optimise
the levels of the significant variables as identified by
the two level fractional factorial design. A two level
rotatory central composite design (2*-RCCD) with six
axial points () and three replicates at the central
point, giving a total of 17 assays per experiment as per
Table 3, was used to optimise the components for
glucosyltransferase production by the strain Erwinia
sp. D12, to obtain maximum enzymatic activity and
reduce costs in the fermentation process.

Growth determination and glucosyltransferase
production in the optimal culture medium
in a 6.6-1 fermenter

Bacterial growth and glucosyltransferase activity were
determined in the following optimal culture medium:
sugar cane molasses (150 g 1'1), yeast extract Prodex®
(15 g 1Y), corn steep liquor-Milhocina® (20 g ') and
pH 7.5 in a New Brunswick Bioflo Ilc bioreactor 6.6-1
fermenter (New Brunswick Scientific, Edison, NJ,
USA). A loop full of culture were inoculated into each
of six 250 ml Erlenmeyer flasks containing 50 ml of
optimised culture medium and incubated in an orbital
shaker at 200 rpm and 30°C for 15 h. A 300 ml aliquot
of inoculum was transferred into 2,700 ml of optimised
culture medium contained in a 6.6-1 fermenter, and
incubated under the following conditions: temperature
27°C, initial pH 7.5, aeration rate 1 vvm and agitation
speed of 200 rpm. Samples were collected at time-de-
fined intervals and submitted to analysis.

Growth of the microorganism, glucosyltransferase
activity and variation of the culture medium pH

Aliquots (20 ml) of the culture broth were centrifuged
at 12,300xg for 15 min at 5°C. The cell mass was wa-
shed twice with 20 ml of distilled water and re-sus-
pended into 20 ml of distilled water. A Beckman DU
70 spectrophotometer (Beckman-Coulter, Inc., Fuller-
ton, CA, USA) was used to monitor cell growth by
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measuring the optical density at 660 nm (ODggp).
Glucosyltransferase activity was estimated as described
previously. The pH of the culture medium was mea-
sured with an Orion model 710A potentiometer {Orion
Research Inc, Boston, MA, USA).

Influence of temperature, pH and substrate
and cell concentrations on the conversion
of sucrose into isomaltulose

The experiments were conducted in a batch mode
using an orbital shaker at 200 rpm. The assays to
evaluate the influence of temperature (30, 35 and
38°C), pH (5.0, 5.5, 6.0, 6.5 and 7.0), sucrose concen-
tration (35, 37, 40, 42 and 45% w/v) and cell mass
concentration (10, 15 and 20% w/v) on the conversion
of sucrose into isomaltulose, were carried out in
Erlenmeyer flasks containing the reaction medium.
Aliquots of the reaction medium were collected after
different incubation times (5, 15, 25, 35, 45 and
60 min). The carbohydrate analyses were carried out
using a Dionex DX-600 High Performance Liquid
Chromatograph.

HPLC-PAD analysis

The sugar analyses were performed using an HPLC
system consisting of a DIONEX DX-600 (Dionex
Corporation, 1228 Titan Way, Sunnyvale, CA, USA)
chromatograph equipped with an Electrochemical
Detector ED50, a CarboPac ™ PA 1 column
{4 %270 mm) and a CarboPac” PA 1 guard column
(4 x 500 mm), with a mobile phase of 200 mM NaOH
at a flow rate of 1 ml min~! and a temperature of 20°C.
The carbohydrates were identified from their retention
times as compared to those of the fructose, glucose,
sucrose and isomaltulose standards (Sigma Chemical
Co., St Lonis, MO, USA).

Performance of the repeated batch operations using
free cells

After studying the influence of temperature, pH and
substrate and cell concentrations on the conversion of
sucrose into isomaltulose, repeated-batch conversion
runs were carried out in 250 ml Erlenmeyer flaks
containing 50 ml of 35% (w/v) sucrose solution and
10% free cells of Erwinia sp. D12 (w of wet cell/v) at
pH 6.5. The flasks were maintained in an orbital
shaker at 150 rpm and 35°C for 15 min. At the end
of each batch, samples were collected and submitted
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to analysis. The reaction medium was then centri-
fuged at 10,070xg for 20 min at 25°C and the free
cells used for the next batch conversion of sucrose
into isomaltulose with fresh substrate. This process
was repeated several times. The carbohydrate analy-
ses were carried out using the Dionex DX-600 High
Performance Liquid Chromatograph as described
previously.

Resuits and discussion

Evaluation of the effect of the significant variables
on glucosyltransferase activity

The experimental design with 19 experiments and 3
factors or independent variables and their corre-
sponding glucosyltransferase activity are indicated in
Table 1. The variables listed contained different con-
centrations of medium components, as shown in
Table 2:xy, sugar cane molasses (SCM) at a low con-
centration of 20 g1 and 2 high concentration of
180 g I'Y; x,, corn steep liquor (Milhocina®-CSL) at a
low concentration of 5 g 1" and a high concentration
of 35 g]‘l; X3, yeast extract Prodex® at a low con-
centration of 5gI™* and a high concentration of
15g I x4, K,HPO, at a low concentration of 0.5 g i
and a high concentration of 1.5 g 1% and x5, pHat a
low value of 5.0 and a high value of 9.0. The responses
obtained were evaluated statistically and those vari-
ables with a confidence level of 95% were regarded as
having a significant effect on glucosyltransferase
activity. The estimates of the main effects are shown
in Table 5.

It is possible to observe that variations in SCM,
YEP and pIT significantly (P < 0.05) affected gluco-
syltransferase activity and that the main effects were
positive, suggesting that the increase in their vatues or
ranges in the medium resulted in the promotion of
enzyme production. The estimated effect of CSL was
positive, suggesting that an increase in its concentra-
tion could improve the enzyme activity, however the
effect was not significant (P > 0.05) so its concentra-
tion was fixed at 20 g 1!, The main effect of K-HPO,
was negative, however the variations in concentration
of this medium component did not significantly
{P > 0.05) affect glucosyltransferase activity, suggest-
ing that its lower (-1) concentration was plentiful.
Thus, vsing the two level fractional factorial designs
the variables that could significantly affect glucosyl-
transferase activity were identified.
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Table 5 Main effects and an analysis of the interactions for
glucosyltransferase activity from the two level fractional factorial
design (2*'-FFD)

Factor Effect SE T value P value
SCM® 1.6844 0.2843 5.246 0.273*
CSL” 1.1621 0.2843 4.874 0.550

YEP© 1.5451 0.2843 5.344 0.0322%
K,HPO, —0.8963 0.843 -3.526 0.0876
pH 5.8192 0.843 20.675 0.0024%

* Sugar cane molasses

" Corn steep liquor-Milhocina®
¢ Yeast extract Prodex®
*Significant factors (P < 0.05)

Optimisation using a rotatory central composite
design and response surface methodology

The variables sugar cane molasses (SCM), yeast extract
Prodex® (YEP) and pH were the most effective factors
promoting glucosyltransferase activity, and their values
were further optimised using a two level rotatory
central composite design (23-RCCD). The experimen-
tal results for glucosyltransferase activity using the
complete 2°-RCCD with four replicates of the central
points, six assays corresponding to the axial points and
eight assays corresponding to the factorial points, are
shown in Table 3. The levels studied with the decoded
values are shown in Table 4.

The correlation measurements used in the estima-
tion of the regression equation were the multiple cor-
relation  coefficients . (R) and the determination
coefficient (Rz). The closer the value of R was to 1, the
better the correlation between the observed and pre-
dicted values. Table 6 shows the analysis of variance
(ANOVA/F test) for this experiment and the coeffi-
cient of determination (R?). The goodness of fit of the
model was checked using the coefficient of determi-
nation, which was shown to be 0.97, indicaling that
only 3% of the total variation was not explained by the
model. This indicated that the accuracy and general
ability of the quadratic model was good, and the
analysis of the response trends using the model was
considered to be reasonable. The value for R was (.98,
showing excellent correlation between the predicted
and experimental values. The F value of 38.33 for
glucosyltransferase activity implied that the model was
statistically significant (Fq0 exceeded the tabulated
value of Fyysze by 11.7 times). The lack of fit test
compares the residual error to the pure error from
replicates central points. The lack of fit F vaiue of 22.31
implied that the lack of this factor was significant.
There is only a 0.05% chance that a lack of fit F value
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this large could occur due to noise. Thus the estimated
model adequately fitted the experimental data.

The regression coefficients and the corresponding P
values for the model of glucosyltransferase activity are
presented in Table 7. The P values were used as a tool
to check the significance of each coecfficient, and also
indicated the strength of the interaction between each
independent variable. The larger the magnitude of the
T value and the smaller the value of P, the more sig-
nificant is the corresponding coefficient. It can be seen
that almost the whole regression was significant except
for one linear coefficient (SCM) and one interaction
coefficient (YEP and pH). These results were good
enough indicators for a model representing the real
relationship between glucosyltransferase activity and
the independent variables. Using the 2°-RCCD, the
polynomial model (Eq. 1) for glucosyltransferase
activity was regressed by only considering the signifi-
cant terms, as shown below:

¥y =10.76 — 1.74x3 + 057 x3 — 1103
- 070 x5 — 0.33x§ — 050 x1x3 + 0.56 x; pH
1)

where y was the predicted response for glucosyltrans-
ferase activity and xy, x5 and xs were the coded values
for SCM, YEP and pH, respectively. The response
surfaces and contour curves (Figs. 1, 2) representing
the predicted model indicated the levels of the vari-
ables necessary for an optimal process. The compo-
nents SCM, YEP and pH affected the production of
glucosyltransferase by Erwinia sp. D12.

The experimental design and response surface
methodology indicated that the following amounts of
SCM (150 g™, YEP (15g 1), CSL (20 g I'') and
K;HPO, (0.5g1") and a pH of 7.5, increased the
glucosyltransferase activity, obtaining a maximum
glucosyltransferase activity of 10.84 U/ml. The gluco-
syltransferase activity obtained wusing agricultural
wastes (corn steep liquor and sugar cane molasses)
was 3.7 times higher than that produced by the strain
Klebsiella sp., when 2.95 U/ml was obtained using
cells incubated in a culture medium composed of beef
extract and sucrose [16]. The glucosyltransferase
purified from Pseudomonas mesoacidophila MX-45,
isolated by Nagai et al. [14], presented 13.89 U/mg
protein. However, the authors used a media com-
posed of beef extract, peptone, NaCl and Na,HPQ, to
obtain the cells. Huang et al. [6] obtained glucosyl-
transferase activity of 5.2-11.08 U/ml from the
strain Klebsiella planticola CCRC 19112 in the early
stationary phase, using a variety of carbon sources
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Table 6 ANOVA for the two-level rotatory central composite
design (2*- RCCD)

Source Sum Degrees Mean  F ratic (model
of variation  of squares of freedom square significance}
Regression  53.66 07 7.67 38.33°

Residual 1.80 (V] 0.20

Lack of it~ 1.76 06 029  2231°

Pure error 0.04 03 0.013

Total 55.46 16

Coefficient of determination R% =097, Fhos79=329,"
Fogses = 890

“ Fratio (regression/residual)
° Fratio (lack of fit/pure error)

(sucrose and fructose were the most effective). inor-
ganic salts (NaCl, KIL,PO, and Nall,PO,) and sup-
plemental nitrogen sources (bacto-tryptone was the
most effective). The strain Kiebsiella planticola MX-
10 showed maximum glucosyltransferase activity of
43 U/ml [25]. Using a fermentation medium com-
posed of peptone (4%) and yeast extract (0.4%); and
the strain Klebsiella sp. LX3, 15.12 U/ml of enzyme
activity was obtained [12]. In this study, sugar cane
molasses, corn steep liquor Milhocina® (agricultural
wastes) and commercial yeast extract (Prodex Lac
SD®) were used with the purpose of producing a low
cost culture medium. The results were satisfactory
and ‘the components sugar cane molasses and corn
steep liquor were, respectively, very useful carbon and
nitrogen sources for enzyme production.

Table 7 Regression coefficients and significant factors for the
two-level rotatory central composite design (2°- RCCD) used to
obtain a polynomial model for predicting glucosyltransferase
aclivity

Regression  Standard 1 value P value

coefficient ~ deviation
Mean* 10.7563 0.0584 184.2307  3.5265E-07
SCM*® (L) 0.0895 0.0316 2.8284  6.627TTEA2
SCM (Q)*  -1.7367 0.0337 =51.5419  1.6084E-05
YEP® (L)* 035667 0.0316 17.9065  3.7982E-04
YEP (Q)*  -1.0954 0.0337 -32.5098  6.3966E-05
pH® (L)* ~0.6972 0.0391 ~17.8304  3.8467E-04
pH (Q)* -0.3292 0.0419 -7.8659%  4.2B08E-03
1l x 21% -0.5025 0.0413 =12.1575  1.1980E-03
Il x 31* 0.5611 {.0413 13.5749  8.6465E-04
2% 3l 0.0041 0.0413 0.0988  9.2750E-01

* sugar cane molasses

o veast extract Prodex®

¢ pH

L linear factor, O quadratic factor,*Significant factors (# < 0.05)
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Growth determination and glucosyltransferase
production using the optimised culture medium
in a 6.6-1 fermenter

Glucosyltransferase production and the growth char-
acteristics of Erwinia sp. D12 using the optimised cul-
ture medium are illustrated in Fig. 3. The highest
enzyme activity was obtained after 8 h of fermentation
(22.49 U/ml)}, then decreasing to 16.75 U/ml after 10 h
and remaining constant, between 14 and 17.5 U/ml, up
to 26 h of fermentation time. The pH of the culture
medium was between 5.9 and 6.1 during fermentation,
suggesting little production of acid as a by-product.
Moraes et al. [13] obtained 15.6 U/ml of glucosyltran-
ferase activity from Erwinie sp. cells incubated in a 3.0-
| fermenter containing culture medium composed of
sugar cane molasses, bacteriological peptone and beef
extract, at 30°C, 200 rpm and 1 vvm. The cell mass
obtained from the biorcactor fermentation at 27°C was
used in further studies to verify the conversion of su-
crose Lo isomaltulose from free cells in repeated-batch
processes.

Influence of temperature, pH and substrate
and cell concentrations on the conversion
of sucrose to isomaltulose

The influences of temperature, pH and substrate and
cell concentrations on the conversion of sucrose into
isomaltulose were evaluated using an orbital shaker,
and the time courses for isomaltulose formation by free
cells are shown in Figs. 4 and 5. Figure 4a, b and ¢
illustrates the conversion of sucrose into isomaltulose
at 30, 35 and 38°C, respectively. The maximum iso-
maltulose yield (63.33%) at 38°C was obtained at pH
5.0 after 35 min reaction. At 30°C the highest conver-
sion (63.83%) was obtained at pIl 6.5 after 60 min
reaction. However, at 35° the highest isomaltulose
yields were obtained: 64.16 and 64.94% after 35 and
45 min, respectively.

Figure 5a, b and c illustrate the effect of wet cell
mass and sucrose concentration on sucrose conversion
into isomaltulose. The highest isomaltulose yields were
verified using 10% wet cell mass with a 35% sucrose
solution (Fig. 5d) and 15% wet cell mass with a 37%
sucrose solution (Fig. 5e), obtaining, respectively,
69.45% of isomaltulose after 15 min, and 69.53% after
25 min. The productivity using the 10% wet cell mass
and 35% sucrose solution (0.0463 g isomaltulose/g su-
crose/min) was higher than with the 15% wet cell mass
and 37% sucrose solution (0.0278 g isomaltulose/g su-
crose/min).
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Fig. 1 Response surface and
contour curve for the
glucosyltransferase activity as
a function of SCM and YEP
concentrations, according to
the two level rotatory central
composite design (2-RCCD)

iy

Fig. 2 Response surface and
contour curve for the

glucosyltransferase activity as A
a function of SCM : %;,
concentrations and pH, 3’; 55‘;
according to the two level 7 g
rotatory central composite ,o(; 2
design (2°-RCCD) é "3’%:
:.:.&9'
ol
= B
% % s
£
250 T 30

2251

200 4

175 4

Cell mass (OD-Abs g
Alictivity (U/mL=Abs g}
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246 80101214 16
Time (h)

18 200 22 24 26

Fig. 3 Study of the growth of the microorganism and production
of glucosyltransferase at 27°C. Filled square cell mass, filled
diamond activity, filled triangle pH

Performance of repeated batch operations using
free cells

The stability of the glucosyltransferase from Erwinia
sp. D12 during the conversion of sucrose into iso-
maltulose was evaluated by using the free cells
repeatedly during 16 batch operatibns (Fig. 6). The
conversion of sucrose into isomaltulose after eight
batches was higher than 60% and the highest conver-
sion of sucrose into isomaltulose (72.11%) was verified
in batch number one. In the first batch, traces of

YEF 1)

T84 1504

BN (L)

ng
HOM el

sucrose, glucose and fructose were detected and the
conversion rate was 97%. After eight batches, the cells
were centrifuged at 10.070xg for 20 min and washed
once with distilled water. The cell mass was incubated
with a fresh culture medium overnight to observe the
effect on the viability of the microorganism. However,
it was verified that the cells had no effect on the iso-
maltulose yield after the treatment with fresh culture
medium, and the conversion rate decreased to 34.78%
of isomaltulose in batch number 16. The conversion of
sucrose into isomaltulose using whole cells of Klebsi-
ella planticola CCRC 10112 was 76% [6] and using the
purified enzyme from the strain Klebsiella planticola
MX-10, it was 63.9%(18). Véronése and Perlot [26]
obtained 72.6% isomaltulose using a purified gluco-
syltransferase from Serratia plymuthica ATCC 15928,
The isomaltulose yields obtained from Erwinia sp. [13]
and Klebsiella sp. LX3 [12] cells immobilized in cal-
cium alginate were 50 and 87%, respectively. The
isomaltulose vyield using Serratia plymuthica cells
immobilized in chitosan was 80% [9).

Conclusions

Using response surface methodology (RSM), statisti-
cally optimal values for the independent variables are
acquired from the central points of the contour along
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Tsomaltulose (%)

(b)

Isomaltulose (% )

5 15 235 35 45 55
Time (min}

75
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Isomaltulose (%)

Time (min)

Fig. 4 Time course for isomaltulose production from sucrose by
Erwinia sp. D12 free cells varying temperature and pH: a
30°C x pH: b 35°C % pH; v 38°C x pH. Filled diomond ph 5.0,
filled square pH 5.5, asterisk pH 6.0, cross pH 6.5, filled triangle
pH 7.0

the major and minor axes. Using RSM, the optimal
concentrations for the sugar cane molasses (SCM),
cormn steep liquor (Milhocina®-CSL), yeast extract
(Prodex Lac SD®-YEP) and K,HPO, in the produc-
tion of glucosyltransferase by Erwinia sp. D12 were
found to be 150, 20, 15 and 0.5 g 17}, respectively, and
the optimal pH was 7.5. After 8 h of fermentation in
this media at 30°C, 10.84 U/ml of glucosyltransferase
were obtained. When Erwinia sp. D12 was grown
aerobically in a 6.6-1 fermenter, the greatest production
of glucosyltransferase (22.49 U/ml) was obtained after
8 h of fermentation. The free cells of Erwinia sp. D12
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Fig. 5 Time course for isomaltulose production from sucrose by
Erwinia sp. D12 free cells varying wet cell mass and sucrose
concentration: a 10% wet cell x sucrose; b 15% wet cell x su-
crose; ¢ 20% wet cell x sucrose. Filled diamond 35%sucrose,
filled square 37% sucrose, asterisk 40% sucrose, cross 42%
sucrose, filfed triangle 45% sucrose

converted a 35% sucrose solution into isomaltulose in
a batch process, obtaining 72.11% isomaltulose after
15 min at 35°C. High reaction speeds and yields were
obtained using Erwinie sp D12 cells in a batch process.
New investigations are necessary to optimise the con-
version of sucrose into isomaltulose.
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Fig. 6 Repeated batch fermentation with recycled cells of
Erwinia sp. D12 for the production of isomaltulose from sucrose.
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